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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copia simple. Ver expediente No. 11-009.242
Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones. Declaracién bajo la Regla 4.17 (ii) del PCT.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos).

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos). '

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de deposito del material biologico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invenciéon de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Busqueda Internacional
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~ ESCRITURA: 001416 K: 007735
MINUTA: 000657

DELEGACHO&gJDE‘ﬁooEa
QUE BTORGA
BOEHRINGER INGELHEI INTERNATIONAL GMEH
REARESENTADO POR
JA};gr;m JVET'I E LUQUE CARDENAS
r AFAVORDE
7 CARLOS REINALDO OLARTE
&&&r&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&q;&&&&&&&&&&&&s&u&&&&&&&&a&&&&&&&z8&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&
INTRODUCCIO! B S o T— ===z

EN LA CIUDAD DE LIMA AL VE! NTESES DE JULIO DEL DOS ML DIEZ, ANTE Wi, MARIO GING BENVENUTO MURGUIA, NOTARIO DE
ESTA CAPITAL. = o amss e s e e e et

COMPARECEN: . === === N

JAKME WVETTE LUQUE CARBENAS, QUIEN MANIFIESTA SER DE NACIONALIDAD: PERUANA, DE ESTADO CIVIL CASADA, DE
PROFESION U OCUPACIOD/ZBOGADA Y DOMICILIAR EN AVENIDA REPUBLICA DE PANAMA 3631, OFICINA 1203, DISTRITO DE
SAN ISIDRO PROVINGIA DEPARTAMENTC DE LIMA, DEBIDAMENTE IDENTIFICADA CON DOCUMENTO NACIONAL DE IDENTIDAD
NUMERO 29562321, Q IEN PROCEDE EN REPRESENTACION DE BOERRINGER INGELHEIM INVERNATIONAL GMBH, CUYAS
FACULTADES CONSTAN EN EL PODER CTORGADO CON FECHA QUINCE DE JULIO DEL DOS MIL SIEZ, DEBIDAMENTE | EGALIZADO
POR EL MINIST I%J;" DE RELACICNES ESTERIORES CON FECHA VEINTITRES DE JULIO DEL DOS ML DIEZ, QUE SE INSERTA, ====
LA GOMPARE;LIENTE ES INTELIGENTE EN EL IDIOMA CASTELLANO, QUIEN SE OBUGA CON CAPACIDAD, LIBERTAD Y
CONOCIT\fﬁﬂTO SUFICIENTE DE CONFORMIDAD CON EL EXAMEN QUE LE HE EFECTUADO DE LO QUE DOY FE; Y ME ENTREGC

UNA MINWTA QUE ARCHIVO EN SU LEGAJO RESPECTIVO BAJO EL NUMERG DE ORDEN CORRESPONDIENTE Y CUYO TENOR
LITERAES COMO SIGUE: = ===z e LS

MIBOTA; === me=sszams e — S -
SFROR NOTARIO: === <=a SRR sssmss

SIRVASE EXTENDER EN SU REGISTRO DE ESCRITURAS PUBLICAS UNA DE DELEGACION DE PODER QUE OTORGA LA SENOhA

" IVETTE LUQUE CARDENAS, IDENTIFICADA CON DNi N° 29562321, DE NACIONALIDAD PERUANA, ESTADO CiVIL CASADA,
" OCUPACION"ABQGADO Y CON DOMICILIO EN AV. REPUBLICA DE PANAMA 1° 3531, OFICINA 1203, SAN ISIDRO, QUIEN ACTUA EN
¢ 'REPRESENTACION DE BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH, UNA EMPRESA CONSTITUIDA Y EXISTENTE BAJO LAS

EYES DE ALEMANIA, CON DOMICILIO EN BINGER STRASSE 173, 55216 INGELHEIM Al RHEN, ALEMANIA, SEGUN PODER
OTORGADO CON FECHA 13 BE OCTUBRE DE 2009, Y A QUIEN EN ADELANTE SE LE DENOMIMARA EL PODERDANTE; A FAVOR DEL
SEROR CARLOS REINALDO OLARTE, IDENTIFICADO CON CEDULA N° 79.782, 747, A QUIEN EN ADELANTE SE LE DENCMINARA EL
APODERADO; EN LOS SIGUIENTES TERMINOS Y CONDICIONES: ==== === S=szss===sTemns #ssmezszzzzaas i
PRIMERO: CON FECHA 15 DE JULIO DE 2010, LA EMPRESA BOEHRINGER INGELHEIM IN'TERNATIONAL GMBH, UNA EMPRESA
CONSTITUIDA Y EXISTENTE BAJO LAS LEYES DE ALEMANIA, CON DOMICILIO EN BINGER STRASSE 173, 55216 INGELHEIM AM.
RHEIN, ALEMANIA, OTORGO PODER A FAVCR DE EL PODERDANTE, EL CUAL USTED SERIOR NOTARIC SE SERVIRA INSERTAR, ==
SEGUNDO: POR EL PRESENTE DOCUMENTO, EL PODERDANTE DELEGA PODER A FAVOR DE EL APODERADO PARA QUE
REPRESENTE EN LA REPUBLICA DE COLOMBIA A LA SOCIEDAD BOEHRINGER INGELHEI IN TERNATIONAL GMBH, TAl. COMO
CONSTA EN EL PODER ADJUNTO, ANTE CUALQUIER AUTORIDAD ADMINISTRATIVA O JUDICIAL, INCLUYERNDC LA SECRETARIA Y
TRIBUNAL DE JUSTICIA DE LA COMUMIDAD ANDINA, PARA EL INICIO, TRAMITACION, OBTENCION, DEFENSA Y HACER RESPETAR
TODAS Y CUALQUIERA DE LAS PATENTES DE INVENCION, MCDELOS DE UTILIDAD, DISEROS INDUSTRIALES, MARCAS, LEMAS
COMERCIALES, NOMBRES COMERCIALES, PROTECCION TE DATOS DE PRUEBA, PROTECCION DE SECRETOS EMPRESARIALES,
BERECHOS DE AUTOR, REGISTRO [E NOMBRES DE DOMINIO, O SEGUIMIENTO DE PROCEDIMIENTOS EN MATERIAS TALES
COMO PROPIEDAD INTELECTUAL. ========s=== = ====

Av. Juan de Arona N° 545 Altura Cdra. 31 de la Av. Arequipa — San lsidro
Central: 719 - 1667/ 719~ 1668/ 719 - 1669 / Telefax.: 717 - 1034
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TESTIMONIO

| | FEE - '
|

EL E!‘\POEERADO ACTUANDO EN FORMA INDIVIDUAL FOBRA DEMANDAR, RECONVENIR, CONTESTAR DEMANDAS Y
RECONVENCIONES, PRESENTAR TODO TIPG DE SGLICITUBES, RECURSOS, RESPUESTAS U OPOSICIONES, PRESENTAR TODO
T:PO; DE RECURSOS DE IMPUGNACION, PRESENT‘?/DECLARACEONES, JURADAS O NO, PRESENTAR CUALQUIER OTRO -
RECURSO O REMEDIO PROCESAL PERMITIDO POR LEY, PAGAR IMPUESTOS Y ANUALIDADES, SOLICITAR TESTIMONIOS, -
RENUNCIAR A L.OS DERECHOS DE REGISTRO SORE UN ELEMENTO DE LA PROPIEDAD INDUSTRIAL, DESISTIRSE DEL PROCESO

Y DF LA PRETENSION, ALLANARSE A'LA PRETENSION, CONCILIAR, TRANSIGIR, SOMETER ‘A ARBITRAJE LAS PRETENSIONES
CONFROVERTIDAS EN EL PROCESO, SOMCITAR Y EJECUTAR MEDIDAS : CAUTELARES ASl COMO VISITAS INSPECTIVAS,
RATIFICAR LOS ACTOS JURIDICOS PRofgzéxLEs SUSCRITOS CON ANTERIORIDAD AL OTORGAMIENTO Y/O PRESENTACION DEL
PRESENTE PODER, SUSTITUIR- O DELEGAR LA REPRESENTACION, | REVOCAR LOS: PODERES OTORGADOS, RECIBIR
NOTIFICACIONES EN NOMBRE DE LACOMPARIA Y LOS DEMAS ACTOS QUE EXPRESE LA LEY, =zsm=s seszsssssssmoszssssonos
AGREGUE USTED SENOR NOTARI®, LAS CLAUSULAS DE LEY, E INSERTE EL PODER AL GUE SE HA HECHO REFERENCIA, s==ms==
LItA; 21 DE JULIO DE 2010, =5 ; ' : s==sms=soomes : s
FIRMADO .- UNA FIRMA ILEGIBYE - ====: : _ sz==zz s==
ABOGADC QUE AUTORIZA 0N SELLO QUE DICE.- JURGEN STROBACHFLORIAN.- ABOGADG - C.AL: 30548.- UNA FIRMA ILEGIBLE - -
INSERTO UNO: TRADUCGION OFICIAL = ' : =

. MARIO GINO BENVENWTO MURGUIA, ABCGADO NOTARIO DE LiMA, CERTIFICO QUE HE 'IEENIDO A LA VISTA LA TRADUCCION

OFICIAL DEL PODEX ESPECIAL, DEBIDAMENTE { EGALIZADG POR EL M;ENISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES CON FECHA
VEINTITRES DE JUFIO DEL DOS MIL DIEZ, CUYD TENOR LITERAL ES COMO :SIGUE: ““““““““ S mmss=ssmozann
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TESTIMONIO —'

INBERTO. = ==ssssmsiooszocass
DE CONFORMIDAD CON LA LEY DEL NOTARIADO ART]CULO 59, JNCISO 0y TRANSCRIBO ===
CODISO PROCESAL CIVIL: ;"ARTICULO 74°- FACULTADES GENERALES LA REPRESENTACION JUDICIAL CONFIERE AL
REPF‘ESENTANTE LAS ATRIBUCIONES Y POTESTADES GENERALES OUE CORRESPONDEN AL REPRESENTADO, SALVO)
AQUF LLAS PARA LAS QUE LA LEY EXIGE FACULTADES EXPRESAS. LA REPRESENTACION SE ENTIENDE OTORGADA PARA TODRO
EL PROCESO INCLUSC PARA LA EJECUCION DE LA SENTENCIA Y EL COBRD DE COSTAS Y COSTOS, LEGITIMANDO AL
REPF\ESENTANTE PARA SU INTERVENGION EN EL PROCESO Y REALIZACION DE TODOS LOS ACTCS DEL MISMO, SALVO
AQUELLOS QUE REQUIERAN LA ZNTERVENCION PERSONAL Y DIRECTA DEL REPRESENTADC ' = == "
CODIGO PROCESAL CWIL: "ARTICULO 75~ FACULTADES ESPECIALES.- SE REQUIERE Fl OTORGAMIENTC DE FACULTADES
’ ESPFC!ALES PARA REALIZAR T(}DOS LOS ACTOS DE DISPOSICION DE DERECHOS bUSTAN TIVOS ¥ PARA  DEMANDAR,
RECONVENIR CONTESTAR DEMANDAS Y RECONVENCIONES, DES!STIRSE DEL PROCESO Y DE LA PRETENSION, ALLANARSE A
LA F‘PETENSION CONCILIAR, TRANSIGIR, SOMETER A ARBITRAJE LAS PRF1 ENSIOMES CONTROVERTIDAS EN EL PROCESO,
SUSTITUIR O DELEGAR LA REPRESENTACION PROCESAL ¥ F‘ARA LOS DEMAS ACTOS QUE EXPRESE LA LEY. EL
OTORGAMIENTO DE FACULTADES ESPECIALES SE RIGE POR EL PRINC!PIO DE LITERALIDAD. NO SE PRESUME LA °
EXISIENC!A DE FACULTADES ESPECH ALES NG CONFERIDAS EXPL CITAMENTE— ! smsEsssTaumSsesss=smcsssssonsssmaTIoann ,
CONCLUSION; ==smzz===== N

FORMALIZADO EL INSTRUMENTO LA COMPAREC!ENTE LE DIO LECTURA, DESF‘UES O LO CUAL SE AFIRMA Y RATIFICA EN SU
CONTENIDO, DECLARANDO QUE SE TRATA DE UN AgIQ_\jALIDO Y NO SIMULADO, MANIFESTANDO IGUALMENTE CONOCER LOS

ANTECEDENTES YO TITULCS QUE SE OR|G/|I,\IHN POR EL PRES[:z TE INSTRUMENTO ¥ DECLARANDO RECONOCER COMO SUYA
LA FIRI\/IA CE LA MINUTA QUE LA ORIGINA = ==

DEJQ CONSTANCIA DE HABER ADVERTIDO A LA INTERESADA DE\L\(\)U EFECTOS LEGALES DEL PRESENTE INSTRUMENTO
NOTARIAL. : == :
LA PRESENTE ESCRITURA PU9/CA SE INICIA EN LA FOJA DE PAP&:\ NOTARIAL CON NUMERO DE SERIE B N0706090 Y

;  CONCLUYE EN LA FOJA DE PAFEL NOTARIAL CON NUMERO DE SERIE B N OTOBGQS{VUELTA !}E’LO QUE DOY FE. ==z===z=azz=s

. FIRMADO: JANNE IVETTE LU?{;E CARDENAS.- UNA HUELLA DIGITAL - UN FIRNA ILEGIB BLEZ FIRMO EL VEINTISESS DE JULIO DEL
LD g S o e U —— LARE———

4{533 (VUEL
\RL)NA [%’ US HOJAS, SELLC, SIGNO Y FIRMO EN LIMA VEI‘\IF

(1 DE NOTARKOS DE LIMA CRRTIRICA== 7
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;;e’ﬁ_f» :B;i‘(a f‘[au{ 2aiel
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o / & CONSULADO GENERAL DE commam
\:”‘ o ’“‘}‘; : Lima — Peru o
S |

e _ o '
}4(])3 : Lima, 02 Agosto 2010

El : suscrito Cénsul Gener?al Consulares hace constar que  el(ay sefior (a)
JULIA' ADELA MOREANO DE DUENAS - DIRECION DE TRAMITES

CONSULARES. Cuya firma aparece al pie del pr esente documento desempeiiaba las
fun( iones alli indicadas.

-El suscrito Cénsul General no asume responsabilidad algtma por ¢l contenido de este
documento

Pago Impuesto de Timbre US$10.00
Y derechos consulares US$15.00

é(’yL/ L'/L/,.]l .s(‘/ f\
JAIRO MONTES MOBENO
Consul General

Direccion: Jorge Basadre 1580 TEL. (511) 4410530- 4410954 Fax: 2213661-4416922-4218029
Sitio Web: http:/Avww.embajadacolombia. org.pe/htmlf - consuladogeneral@embaiadacaiombia.org.pe

Peri no es miembro del convenio de Apostilla.
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Case: P01-2585
fof2

Cottctancinmns e

Assignment of Priority Rights

For good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged,
the undersigned (the “Assignors™)

Joanne VAN RYN, Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger Strasse
173, 55216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of Canada

John Edward PARK, Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger
Strasse 173, 55216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of the USA

Norbert HAUEL, Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger Strasse
173, 55216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of Germany

Ulrich KUNZ, Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger Strasse 173,
55216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of Germany

Keith CANADA, Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc., 900 Ridgebury Road,
Ridgefield, CT 06877, USA, a citizen of the USA

Sanjaya SINGH, Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc., 900 Ridgebury Road,
Ridgefield, CT 06877, USA, a citizen of the USA ;
Alisa WATERMAN, Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc., 900 Ridgebury
Road, Ridgefield, CT 06877, USA, a citizen of the USA

Appplicants/inventors of an invention related to:

“ANTICOAGULANT ANTIDOTES”

for which a first application was filed in USA
Serial No.: US 61/383914
Filing Date: September 17, 2010

do hereby assign, and transfer all my/our rights, title and interest in and to the same to
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH

residing in

Binger Strasse 173, 55216 Ingelheim am Rhein, Germany

to whom assignment has been made of all rights and title to the said invention for the following
territories:

Argentina, Brazil, Canada, Chile, China, Colombia, Ecuador, Egypt, India,
Indonesia, Mexico, Nigeria, Pakistan, Peru, South Africa, Taiwan, Thailand, Uruguay,
Venezuela, Viet Nam, GCC Member States and the United Arabian Emirates

aforesaid without any restriction whatever.
Done and signed at

Ot

J oanne VAN RYN Date

C?? G — e 200

\jdv%ard PARK Date

AHoc Dec. 6, Zedo
f G Norbert HAUEL Date

A2
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Ulrich KUNZ

Keith CANADA

Alisa WATERMAN

b T

Q’/{ 6 1540
Date
Date
Date
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NORUACAL

IR,
B

Urkundenrolle | UR 828 / 2010 , I UZ870/2010
Notariat 1 Biberach a.d. RiR* Tel. 07351/180310*Fax 07351/180366

B

Notarielle Beglaubigung
Vorstehende, vor mir vollzogene Unterschrift von

1. Herm Dr. John Edward Park,
geboren am 11.11.1962,
wohnhaft in 88447 Warthausen, Erlenweg 22,

- ausgewiesen durch amerikanischen Reisepass -

2. Herrn Dr. Norbert Hans Hauel,
geboren am 08.06.1950,
wohnhaft in 88433 Schemmerhofen, Marderweg 12,

- persénlich bekannt -
3. Herrn Dr. Ulrich Kunz,
geboren am 22.03.1967,
wohnhaft in 88400 Biberach, Sophie-von-La-Roche-Weg 1,

- ausgewiesen durch Reisepass -

beglaubige ich hiermit 6ffentlich.

Biberac? a.d. Rig&, den 07.12.2010
/7 i
/4

F
g

Notar 55'

e

(GroR) | |

WNOTWBBC01SU001 \NOAHGroup\Work\NOAHWord\REFOOOO1\DOKNOTAR\UZ_URKUN\U08701 0A.UO1
«Dokument_Nr»




§§ KostO Gegenstand Geschaftswert Betrag

.. §§ 45 I, 141, 32 KostO Unterschriftsbeglaubigung 50.000,00 € 33,00€
- §§ 581, 141, 32 KostO Auswartsgebiihr 50.000,00 € 30,00 €
§§ 581, 141, 32 KostO  Auswirtsgebiihr 50.000,00 € 30,00 €
Umsatzsteuer 19,00% aus 93,00 € 17,67 €

Summe: 110,67 €

Rechnungs-Nr.:

105560
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Conformity of the above copy with the original
is hereby certified.

heim am Rhein, the 23" day of March 2012 /Ge

L~
“7

4 4
Notary pubﬁg

APOSTILLE

(Convention de L.a Haye du 5 octobre 1961)

1. Land: Bundesrepublik Deutschland
Diese 6ffentliche Urkunde

2. ist unterschrieben von Horst Heintskill
3. in seiner Eigenschaft als Notar
4. sie ist versehen mit dem Horst Heintskill - Notar in Ingelheim am
Siegel/Stempel Rhein
Kostenrechnung:
Gebiihr fiir die Erteilung Bestatigt
der Legalisation
Wert: 3.000,00€ 5. in Mainz 6. am 29.03.2012
JVKostO v. 26.7.1957
i.V.m. § 45 KostO 7. durch die Prasidentin des Landgerichts

Geblhr: 10,00 €
8. unter Nr. 465/2012

% 29.08.12
9. Siegel/Stempel 10. Unterschrift

Wil elm
arliese Dicke

Justizbeschaftigte




Case: P01-2585
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Assignment of Priority Rights

‘For good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged,
the undersigned (the “Assignors”)

Joanne VAN RYN, Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger Strasse
173, 55216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of Canada
John Edward PARK, Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger
Strasse 173, 55216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of the USA
Norbert HAUEL, Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger Strasse
173, 55216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of Germany
Ulrich KUNZ, Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger Strasse 173,
55216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of Germany
Keith CANADA, Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc., 900 Ridgebury Road,
Ridgefield, CT 06877, USA, a citizen of the USA
Sanjaya SINGH, Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc., 900 Ridgebury Road,
Ridgefield, CT 06877, USA, a citizen of the USA
Alisa WATERMAN, Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc., 900 Ridgebury
Road, Ridgefield, CT 06877, USA, a citizen of the USA

Appplicants/inventors of an invention related to:
“ANTICOAGULANT ANTIDOTES”

for which a first application was filed in USA
Serial No.: US 61/383914
Filing Date: September 17, 2010

do hereby assign, and transfer all my/our rights, title and interest in and to the same to
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH

residing in

Binger Strasse 173, 55216 Ingelheim am Rhein, Germany

to whom assignment has been made of all rights and title to the said invention for the following
territories:

Argentina, Brazil, Canada, Chile, China, Colombia, Ecuador, Egypt, India,
Indonesia, Mexico, Nigeria, Pakistan, Peru, South Africa, Taiwan, Thailand, Uruguay,
Venezuela, Viet Nam, GCC Member States and the United Arabian Emirates

aforesaid without any restriction whatever.
Done and signed at

( }4 // B Dec 2010

Joanne VKKL RYN Date
John Edward PARK Date
Norbert HAUEL Date

.12




Case: P01-2585
2 Qf 2

Ulrich KUNZ 4 Date
“M& QWZ\ (2115 (i

" Keith CANADA Date
gcﬁ(;ﬁfg Q’W%Q/ ?2—-1 13 }‘LGEQ

Sanjaya SINGH Date
(ias WOEAMan B]i3/2010

Alisa WATERMAN Date

Personally appeared, Joanne VAN RYN, Keith CANADA, Sanjaya SINGH, and Alisa WATERMAN signers
and sealers of the foregoing instrument and acknowledged the same to be their free act and deed before me this

T4 4 day of December, 2010.
\ \%{/N
)

eatne E. ROGERS { Y /

‘ ~( Notdry Public
5
£
|

\. My Commission Expires: 11/30/2011

-




Cdnformity of the above copy with the original

Kostenrechnung:
Gebdihr fur die Erteilung
der Legalisation

Wert: 3.000,00 €
JVKostO v. 26.7.1957
i.V.m. § 45 KostO

GebUhr: 10,00 €
ithelm

Justizbeschaftigte

Ingelheim am Rhein, the 23" day of March 2012 /Ge

is hereby certified.

-

A
Notary pum

2.

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Land: Bundesrepublik Deutschland
Diese offentliche Urkunde

ist unterschrieben von Horst Heintskill

in seiner Eigenschaft als Notar

sie ist versehen mit dem Horst Heintskill - Notar in Ingelheim am

Siegel/Stempel Rhein
Bestitigt
in Mainz 6. ‘am 29.03.2012
durch die Prasidentin des Landgerichts
unter Nr. 464/2012
Siegel/Stempel 10. Unterschrift

R 22 L

arliese Dicke




Case: P01-2585
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—
Assignment of Inventors

, For good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged,
the unders1gned (the “Assignors™)

Joanne VAN RYN, Boehringer Ingelhelm GmbH, Corporate Patents, Binger Strasse
173, 55216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of Canada

John Edward PARK, Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger
Strasse 173, 55216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of the USA

Norbert HAUEL, Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger Strasse
173, 55216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of Germany

Ulrich KUNZ, Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger Strasse 173,
55216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of Germany

Tobias LITZENBURGER, Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger
Strasse 173, 55216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of Germany

Keith CANADA, Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc., 900 Ridgebury Road,
Ridgefield, CT 06877, USA, a citizen of the USA

Sanjaya SINGH, Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc., 900 Ridgebury Road,
Ridgefield, CT 06877, USA, a citizen of the USA

Alisa WATERMAN, Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc., 900 Rldgebury
Road, Ridgefield, CT 06877, USA, a citizen of the USA

inventor/s of an invention related to:

“ANTICOAGULANT ANTIDOTES”

for which first applications were filed in Europe and USA
Serial No.: EP 10151239.0 and US 61/383914
Filing Date: January 20, 2010 and September 17, 2010

do hereby assign, and transfer all my/our rights, title and interest in and to the same to
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH

residing in

Binger Strasse 173, 55216 Ingelheim am Rhein, Germany

to whom assignment has been made of all rights and title to the said invention for the following
territories:

Argentina, Brazil, Canada, Chile, China, Colombia, Ecuador, Egypt, India,
Indonesia, Mexico, Nigeria, Pakistan, Peru, South Africa, Taiwan, Thailand, Uruguay,
Venezuela, Viet Nam, GCC Member States and the United Arabian Emirates

aforesaid without any restriction whatever.
Done and signed at

-~ s ‘w\‘g . <7 -
‘ : ) |5 Ve 20|10
J oanne VﬁR’YN Date
John Edward PARK Date

.02




Case: P01-2585
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Norbert HAUEL ' ’ Date
Ulrichh KUNZ Date
Tobias LITZENBURGER Date
- A .
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ANTICOAGULANT ANTIDOTES

BACKGROUND OF THE INVENTION

TECHNICAL FIELD
The present invention pertains to the field of medicine, in particular to the field of

anticoagulant therapy.

BACKGROUND INFORMATION

Anticoagulants are substances that prevent coagulation; that is, they stop blood from
clotting. Anticoagulants are widely used in human therapy as a medication for thrombotic
disorders, for example primary and secondary prevention of deep vein thrombosis,

pulmonary embolism, myocardial infarctions and strokes in those who are predisposed.

An important class of oral anticoagulants acts by antagonizing the effects of vitamin K, for
example the coumarins which include warfarin. A second class of compounds inhibit
coagulation indirectly via a cofactor such as antithrombin Ill or heparin cofactor Il. This
includes several low molecular weight heparin products which catalyse the inhibition of
predominantly factor Xa (and to a lesser degree thrombin) via antithrombin Il (bemiparin,
certoparin, dalteparin, enoxaparin, nadroparin, parnaparin, reviparin, tinzaparin), Smaller
chain oligosaccharides (fondaparinux, idraparinux) inhibit only factor Xa via antithrombin
Ill. Heparinoids (danaparoid, sulodexide, dermatan sulfate) act via both cofactors and
inhibit both factor Xa and thrombin. A third class represents the direct inhibitors of
coagulation. Direct factor Xa inhibitors include apixaban, edoxaban, otamixaban,
rivaroxaban, and direct thrombin inhibitors include the bivalent hirudins (bivalirudin,

lepirudin, desirudin), and the monovalent compounds argatroban and dabigatran.

As blood clotting is a biological mechanism to stop bleeding, a side effect of anticoagulant
therapy may be unwanted bleeding events. It is therefore desirable to provide an antidote
to be able to stop such anticoagulant-related bleeding events when they occur (Zikria and
Ansell, Current Opinion in Hematology 2009, 16(5): 347-356). One way to achieve this is
by neutralizing the activity of the anticoagulant compound present in the patient after

administration.
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Currently available anticoagulant antidotes are protamine (for neutralization of heparin)
and vitamin K for neutralization of vitamin K antagonists like warfarin. Fresh frozen plasma
and recombinant factor Vlla have also been used as non-specific antidotes in patients
under low molecular weight heparin treatment, suffering from major trauma or severe
hemorrhage (Lauritzen, B. et al, Blood, 2005, 607A-608A.). Also reported are protamine
fragments (US Patent No. 6,624,141) and small synthetic peptides (US Patent No.
6,200,955) as heparin or low molecular weight heparin antidotes; and thrombin muteins
(US Patent No. 6,060,300) as antidotes for thrombin inhibitor. Prothrombin intermediates
and derivatives have been reported as antidotes to hirudin and synthetic thrombin
inhibitors (US Patent Nos. 5,817,309 and 6,086,871). For direct factor Xa inhibitors,
inactive factor Xa analogs have been proposed as antidotes (W02009042962).
Furthermore, recombinant factor Vlla has been used to reverse the effect of indirect
antithrombin Il dependent factor Xa inhibitors such as fondaparinux and idraparinux
(Bijsterveld, NR et al, Circulation, 2002, 106: 2550-2554; Bijsterveld, NR et al, British J. of
Haematology, 2004 (124): 653-658). A review of methods of anticoagulant reversal is
provided in Schulman and Bijsterveld, Transfusion Medicine Reviews 2007, 21(1): 37-48.

There is a need to provide improved antidotes for anticoagulant therapy, and in particular

to provide antidotes for direct thrombin inhibitors like dabigatran for which no specific

antidotes have been disclosed so far.

BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION

In one aspect, the present invention relates to an antibody molecule capable of

neutralizing the activity of an anticoagulant.

In a further aspect, the antibody molecule has binding specificity for the anticoagulant.

In a further aspect, the anticoagulant is a direct thrombin inhibitor, a Factor Xa inhibitor, or

a vitamin K antagonist.
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In a further aspect, the anticoagulant is dabigatran, argatroban, melagatran, ximelagatran,
hirudin, bivalirudin, lepirudin, desirudin, apixaban, otamixaban, edoxaban, rivaroxaban,

defibrotide, ramatroban, antithrombin I, or drotrecogin alpha.

In a further embodiment, the anticoagulant is a disubstituted bicyclic heterocycle of

general formula

Ra—A—Het—B—Ar—E , (I)

wherein

A denotes a carbonyl or sulphonyl group linked to the benzo, pyrido or thieno moiety of

the group Het,

B denotes an ethylene group in which the methylene group linked to the group Ar may be

replaced by an oxygen or sulphur atom or by an -NR- group, wherein

R1 denotes a hydrogen atom or a C,4-alkyl group,

E denotes an R,NH-C(=NH)- group wherein

R, denotes a hydrogen atom, a hydroxy, C1_g-alkoxycarbonyl,
cyclohexyloxycarbonyl, phenyl-C4_z-alkoxycarbonyl, benzoyl, p-C1_3-alkyl-benzoyl

or pyridinoyl group, whilst the ethoxy moiety in the 2-position of the abovementioned

C1_g-alkoxycarbonyl group may additionally be substituted by a C4_3-alkylsulphonyl
or 2-(C4_3-alkoxy)-ethyl group,

Ar denotes a 1,4-phenylene group optionally substituted by a chlorine atom or by a

methyl, ethyl or methoxy group or it denotes a 2,5-thienylene group,

Het denotes a 1-(C4_3-alkyl)-2,5-benzimidazolylene, 1-cyclopropyl-2,5-benzimidazolylene,

2,5-benzothiazolylene, 1-(C1_3-alkyl)-2,5-indolylene, 1-(C4_3-alkyl)-
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2,5-imidazo[4,5-b]pyridinylene, 3-(C1.3-alkyl)-2,7-imidazo[1,2-a]pyridinylene or 1-(C1_3-al-
kyl)-2,5-thieno[2,3-d]imidazolylene group and

Ra. denotes an R;NR3- group wherein

R is a Cq.4-alkyl group which may be substituted by a carboxy, C1_g-al-
kyloxycarbonyl, benzyloxycarbonyl, C4_3-alkylsulphonylaminocarbonyl or

1H-tetrazol-5-yl group,

a Co_g-alkyl group substituted by a hydroxy, benzyloxy, carboxy-C4_3-alkylamino,
C1_3-alkoxycarbonyl-C1_3-alkylamino, N-(C4_3z-alkyl)-carboxy-C4_3-alkylamino or
N-(C1-3-alkyl)-C4_3-alkoxycarbonyl-C4_3-alkylamino group, whilst in the

abovementioned groups the carbon atom in the a-position to the adjacent nitrogen

atom may not be substituted,

Rg3 denotes a C3_7-cycloalkyl group, a propargyl group, wherein the unsaturated
part may not be linked directly to the nitrogen atom of the RoNR3 group, a phenyl

group optionally substituted by a fluorine or chlorine atom, or by a methyl or
methoxy group, a pyrazolyl, pyridazolyl or pyridinyl group optionally substituted by a

methyl group or

Ro and Rg3 together with the nitrogen atom between them denote a 5- to

7-membered cycloalkyleneimino group, optionally substituted by a carboxy or

C1-4-alkoxycarbonyl group, to which a phenyl ring may additionally be fused,

the tautomers, the stereocisomers and the salts thereof.

In a further embodiment, the anticoagulant is a compound selected from

(@) 2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzthiazole-5-carboxylic acid-N-phenyl-N-(2-

carboxyethyl)-amide,



10

15

20

25

30

WO 2011/089183 PCT/EP2011/050749

(b) 2-[N-(4-amidinophenyl)-N-methyl-aminomethyl]-benzthiazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(c) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(d) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-(3-hydroxycarbonylpropyl)-amide,

(e) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(2-
pyridyl)-N-(hydroxycarbonylmethyl)-amide,

(f) 1-Methyl-2-[2-(2-amidinothiophen-5-yl)ethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(2-
pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(g) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(2-
pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(h) 1-Methyl-2-[2-(4-amidinophenyl)ethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-
N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(i) 1-Methyl-2-[2-(4-amidinophenyl)ethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-phenyl-N-(2-
hydroxycarbonylethyl)-amide,

(j) 1-Methyl-2-[2-(4-amidinophenyl)ethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-phenyl-N-[2-
(1H-tetrazol-5-yl)ethyl]-amide,

(k) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-[2-(1H-tetrazol-5-yl)ethyl]-amide,

(1) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-N-methyl-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic
acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,
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(m) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-N-methyl-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic
acid-N-(3-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(n) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-N-methyl-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic
acid-N-phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(0) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-[(N-hydroxycarbonylethyl-N-methyl)-2-aminoethyl]-amide,

(p) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(3-
fluorophenyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(9) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(4-
fluorophenyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(r) 1-Methyl-2-[N-(4-amidino-2-methoxy-phenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-ylI-
carboxylic acid-N-phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(s) 1-Methyl-2-[N-(4-amidino-2-methoxy-phenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-
carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(t) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)aminomethyl]-indol-5-yl-carboxylic acid-N-phenyl-N-(2-

methoxycarbonylethyl)-amide,

(u) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)aminomethyl]-thieno[2.3-d]imidazol-5-yl-carboxylic
acid-N-phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(v) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(w) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(2-
pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,
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(x) 1-Methyl-2-[N-(4-amidino-2-methoxy-phenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-
carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(y) 1-Methyl-2-[N-[4-(N-n-hexyloxycarbonylamidino)phenyl]- aminomethyl]-benzimidazol-
5-yl-carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-ethoxycarbonylethyl)-amide, and

the tautomers, stereoisomers and the salts thereof.

In another aspect, the present invention relates to an antibody molecule against

dabigatran, dabigatran exetilate, and/or an O-acylglucuronide of dabigatran.

In a further aspect, the antibody molecule is a polyclonal antibody, a monoclonal antibody,
a human antibody, a humanized antibody, a chimeric antibody, a fragment of an antibody,
in particular a Fab, Fab’, or F(ab’), fragment, a single chain antibody, in particular a
single chain variable fragment (scFv), a domain antibody, a nanobody, a diabody, or a
DARPIn.

In a further aspect, the present invention relates to an antibody molecule as described

above for use in medicine.

In a further aspect, the present invention relates to an antibody molecule as described

above for use in the therapy or prevention of side effects of anticoagulant therapy.

In a further aspect, the side effect is a bleeding event.

In a further aspect, the present invention relates to a method of treatment or prevention of
side effects of anticoagulant therapy, comprising administering an effective amount of an

antibody molecule as described above to a patient in need thereof.

In another aspect, the present invention relates to a kit comprising an antibody molecule

as described, together with a container and a label.
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1: Increased time to clotting seen with increased concentrations of dabigatran
using the thrombin clotting time assay. The 200 nM concentration resulted in an ~5-fold
elevation in clotting time over baseline and was used in the first and second set of
experiments. The 500 nM concentration (supratherapeutic) was used in the last set of

experiments.

Figure 2: Four different antibodies to dabigatran (A-D) all neutralized the prolonged
clotting time of dabigatran in human plasma. Baseline clotting in human plasma was 10.9
seconds, when 200 nM dabigatran was preincubated with plasma, clotting was prolonged
to 51 seconds. Each antibody was added to plasma preincubated with 200 nM of
dabigatran and further incubated for 5 min. The thrombin clotting time was then initiated
by addition of thrombin. Each antibody could reverse the clotting time of dabigatran to
different degrees. The most concentrated solution resulted in the largest reversal of

anticoagulant activity.

Figure 3: The effect of increasing concentrations of polyclonal antibody (antibody D)
added to human plasma that had been preincubated with 200 nM dabigatran was
measured. Baseline clotting time was 11 seconds, addition of dabigatran prolonged
clotting to 63.7 seconds. The effect of increasing dilutions of antibody on reversing the
prolonged thrombin clotting time with dabigatran was then tested. The lowest
concentration reduced the thrombin clotting time to 43.9 seconds. Higher concentrations
completely reduced the thrombin clotting time to baseline levels and resulted in complete
neutralization of the anticoagulant effect of dabigatran. Addition of a non specific rabbit
polyclonal antibody (square) had no effect on reversing the anticoagulant effect of

dabigatran.

Figure 4: The effect of increasing concentrations of polyclonal antibody (antibody D)
added to human plasma that had been preincubated with 500 nM dabigatran was
measured. Baseline clotting time was 10.9 seconds, addition of this higher concentration
of dabigatran prolonged clotting to 111.7 seconds (~10-fold increase). The effect of a 1:2
dilution of antibody or stock solution reversed the prolonged thrombin clotting time with

dabigatran in a concentration dependent manner. The highest concentration also
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completely reversed the thrombin clotting time to baseline levels and resulted in complete
neutralization of the anticoagulant effect of even supratherapeutic concentrations of

dabigatran.

Figure 5: Sequences of variable regions of anti-dabigatran antibody molecule heavy

chains.

Figure 6: Sequences of variable regions of anti-dabigatran antibody molecule light chains.

Figure 7: A mouse monoclonal antibody (Clone 22) reverses the anticoagulant effect of
dabigatran in human plasma and in human whole blood. Increasing concentrations of
mouse antibody were added to human plasma or whole blood that had been preincubated
with 30 nM dabigatran. The assay was initiated by the addition of 1.5 — 2 U/mL of
thrombin and clotting time was measured. 100% dabigatran activity was defined as the
difference in clotting time in the presence and absence of compound. The antibody dose

dependently inhibited the dabigatran mediated prolongation of clotting time.

Figure 8: A mouse Fab generated from the Clone 22 antibody reverses the
anticoagulant effect of dabigatran in human plasma. Increasing concentrations of mouse
Fab were added to human plasma that had been preincubated with 7 nM dabigatran. The
intact antibody was also tested as a positive control. The assay was initiated by the
additon of 0.4 U/mL of thrombin and clotting time was measured. 100% inhibition was
defined as the complete block of the dabigatran mediated increase in clotting time. The
Fab dose dependently inhibited the dabigatran induced prolongation in clotting time in

human plasma.

Figure 9: A mouse monoclonal antibody (Clone 22) reverses the anticoagulant effect of
dabigatran acylglucuronide in human plasma. Increasing concentrations of mouse
antibody were added to human plasma that had been preincubated with 7 nM of
dabigatran acylglucuronide or dabigatran. The assay was initiated by the additon of 0.4
U/mL of thrombin and clotting time was measured. 100% inhibition was defined as the
complete block of the compound mediated increase in clotting time. The antibody dose
dependently inhibited the dabigatran acylglucuronide induced prolongation in clotting time

in human plasma.
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Figure 10: A humanized Fab (Fab 18/15) reverses the anticoagulant effect of dabigatran
in human plasma. Increasing concentrations of Fab 18/15 were added to human plasma
that had been preincubated with 7 nM dabigatran. The assay was initiated by the additon
of 0.4 U/mL of thrombin and clotting time was measured. 100% inhibition was defined as
the complete block of the dabigatran mediated increase in clotting time. The Fab dose
dependently inhibited the dabigatran induced prolongation in clotting time in human

plasma.

Figure 11: The ex vivo whole blood thrombin clotting time (3.0 U/mL thrombin) in rats
receiving dabigatran as a continuous infusion with a bolus administration of equimolar Fab
at t=0. The line with solid circles represents vehicle treatment without drug. The line with
solid squares represents dabigatran anticoagulant activity without Fab. The line with solid
triangles represents anticoagulant activity after administration of Fab. Data are expressed

as the mean = SE, n=4 animals per treatment group.

Figure 12: The ex vivo whole blood aPTT in rats receiving dabigatran as a continuous
infusion with a bolus administration of equimolar Fab at t=0. The solid circles represents
vehicle treatment without drug. The line with solid squares represents dabigatran
anticoagulant activity without Fab. The line with solid triangles represents anticoagulant
activity after administration of Fab. Data are expressed as the mean + SE, n=4 animals

per treatment group.

Figure 13: The ex vivo whole blood thrombin clotting time (3.0 U/mL thrombin) in rats
receiving dabigatran as a continuous infusion with a bolus administration of increasing
doses of Fab at t=0. The line with solid circles represents vehicle treatment without drug.
The line with solid squares represents dabigatran anticoagulant activity without Fab. The
line with solid triangles represents anticoagulant activity after equimolar administration of
Fab and the dashed line 50% of equimolar dose. Data are expressed as the mean * SE,

n=4 animals per treatment group.
Figure 14: The ex vivo whole blood aPTT in rats receiving dabigatran as a continuous

infusion with a bolus administration of increasing doses of Fab at t=0. The solid circles

represents vehicle treatment without drug. The line with solid squares represents
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dabigatran anticoagulant activity without Fab. The line with solid triangles represents
anticoagulant activity after administration of equimolar Fab and the dashed line 50% of

equimolar dose. Data are expressed as the mean = SE, n=4 animals per treatment group.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

In one aspect, the present invention relates to an antibody molecule capable of

neutralizing the activity of an anticoagulant.

Antibodies (also known as immunoglobulins, abbreviated 1g) are gamma globulin proteins
that can be found in blood or other bodily fluids of vertebrates, and are used by the
immune system to identify and neutralize foreign objects, such as bacteria and viruses.
They are typically made of basic structural units - each with two large heavy chains and
two small light chains - to form, for example, monomers with one unit, dimers with two
units or pentamers with five units. Antibodies can bind, by non-covalent interaction, to
other molecules or structures known as antigens. This binding is specific in the sense that
an antibody will only bind to a specific structure with high affinity. The unique part of the
antigen recognized by an antibody is called an epitope, or antigenic determinant. The part
of the antibody binding to the epitope is sometimes called paratope and resides in the so-
called variable domain, or variable region (Fv) of the antibody. The variable domain
comprises three so-called complementary-determining region (CDR’s) spaced apart by

framework regions (FR’s).

Within the context of this invention, reference to CDR’s is based on the definition of
Chothia (Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 1987, 196: 901-917), together with Kabat ( E.A.
Kabat, T.T. Wu, H. Bilofsky, M. Reid-Miller and H. Perry, Sequence of Proteins of

Immunological Interest, National Institutes of Health, Bethesda (1983)).

The art has further developed antibodies and made them versatile tools in medicine and
technology. Thus, in the context of the present invention the terms “antibody molecule” or
“antibody” (used synonymously herein) do not only include antibodies as they may be

found in nature, comprising e.g. two light chains and two heavy chains, or just two heavy
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chains as in camelid species, but furthermore encompasses all molecules comprising at
least one paratope with binding specificity to an antigen and structural similarity to a

variable domain of an immunoglobulin.

Thus, an antibody molecule according to the invention may be a polyclonal antibody, a
monoclonal antibody, a human antibody, a humanized antibody, a chimeric antibody, a
fragment of an antibody, in particular a Fv, Fab, Fab’, or F(ab’), fragment, a single chain
antibody, in particular a single chain variable fragment (scFv), a Small Modular

Immunopharmaceutical (SMIP), a domain antibody, a nanobody, a diabody.

Polyclonal antibodies represent a collection of antibody molecules with different amino
acid sequences and may be obtained from the blood of vertebrates after immunization

with the antigen by processes well-known in the art.

Monoclonal antibodies (mMAb or moAb) are monospecific antibodies that are identical in
amino acid sequence. They may be produced by hybridoma technology from a hybrid cell
line (called hybridoma) representing a clone of a fusion of a specific antibody-producing B
cell with a myeloma (B cell cancer) cell (Kohler G, Milstein C. Continuous cultures of fused
cells secreting antibody of predefined specificity. Nature 1975;256:495-7.). Alternatively,
monoclonal antibodies may be produced by recombinant expression in host cells
(Norderhaug L, Olafsen T, Michaelsen TE, Sandlie I. (May 1997). "Versatile vectors for
transient and stable expression of recombinant antibody molecules in mammalian cells.".
J Immunol Methods 204 (1): 77-87; see also below).

For application in man, it is often desirable to reduce immunogenicity of antibodies
originally derived from other species, like mouse. This can be done by construction of
chimeric antibodies, or by a process called “humanization”. In this context, a “chimeric
antibody” is understood to be an antibody comprising a sequence part (e.g. a variable
domain) derived from one species (e.g. mouse) fused to a sequence part (e.g. the
constant domains) derived from a different species (e.g. human). A “humanized antibody”
is an antibody comprising a variable domain originally derived from a non-human species,
wherein certain amino acids have been mutated to resemble the overall sequence of that
variable domain more closely to a sequence of a human variable domain. Methods of

chimerisation and -humanization of antibodies are well-known in the art (Billetta R,
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Lobuglio AF. “Chimeric antibodies”. Int Rev Immunol. 1993;10(2-3):165-76; Riechmann L,
Clark M, Waldmann H, Winter G (1988). "Reshaping human antibodies for therapy".
Nature: 332:323.).

Furthermore, technologies have been developed for creating antibodies based on
sequences derived from the human genome, for example by phage display or using
transgenic animals (WO 90/05144; D. Marks, H.R. Hoogenboom, T.P. Bonnert, J.
McCafferty, A.D. Griffiths and G. Winter (1991) "By-passing immunisation. Human
antibodies from V-gene libraries displayed on phage." J.Mol.Biol., 222, 581-597; Knappik
et al., J. Mol. Biol. 296: 57-86, 2000; S. Carmen and L. Jermutus, "Concepts in antibody
phage display". Briefings in Functional Genomics and Proteomics 2002 1(2):189-203;
Lonberg N, Huszar D. "Human antibodies from transgenic mice". Int Rev Immunol.
1995;13(1):65-93.; Briiggemann M, Taussig MJ. "Production of human antibody
repertoires in transgenic mice”. Curr Opin Biotechnol. 1997 Aug;8(4):455-8.). Such

antibodies are “human antibodies” in the context of the present invention.

Antibody molecules according to the present invention also include fragments of
immunoglobulins which retain antigen binding properties, like Fab, Fab’, or F(ab’),
fragments. Such fragments may be obtained by fragmentation of immunoglobulins e.g. by
proteolytic digestion, or by recombinant expression of such fragments. For example,
immunoglobulin digestion can be accomplished by means of routine techniques, e.g.
using papain or pepsin (WO 94/29348), or endoproteinase Lys-C (Kleemann, et al, Anal.
Chem. 80, 2001-2009, 2008). Papain or Lys-C digestion of antibodies typically produces
two identical antigen binding fragments, so-called Fab fragments, each with a single
antigen binding site, and a residual Fc fragment. Pepsin treatment yields an F(ab'),.
Methods of producing Fab molecules by recombinant expression in host cells are outlined

in more detail below.

A number of technologies have been developed for placing variable domains of
immunoglobulins, or molecules derived from such variable domains, in a different
molecular context. Those should be also considered as “antibody molecules” in
accordance with the present invention. In general, these antibody molecules are smaller in
size compared to immunoglobulins, and may comprise a single amino acid chain or be

composed of several amino acid chains. For example, a single-chain variable fragment
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(scFv) is a fusion of the variable regions of the heavy and light chains of immunoglobulins,
linked together with a short linker, usually serine (S) or glycine (G) (WO 88/01649; WO
91/17271; Huston et al; International Reviews of Immunology, Volume 10, 1993, 195 -
217). “Single domain antibodies” or ,nanobodies” harbour an antigen-binding site in a
single Ig-like domain (WO 94/04678; WO 03/050531, Ward et al., Nature. 1989 Oct
12;341(6242):544-6; Revets et al., Expert Opin Biol Ther. 5(1):111-24, 2005). One or
more single domain antibodies with binding specificity for the same or a different antigen
may be linked together. Diabodies are bivalent antibody molecules consisting of two
amino acid chains comprising two variable domains (WO 94/13804, Holliger et al., Proc
Natl Acad Sci U S A. 1993 Jul 15;90(14):6444-8). Other examples for antibody-like
molecules are immunoglobulin super family antibodies (IgSF; Srinivasan and Roeske,
Current Protein Pept. Sci. 2005, 6(2): 185-96). A different concept leads to the so-called
Small Modular Immunopharmaceutical (SMIP) which comprises a Fv domain linked to
single-chain hinge and effector domains devoid of the constant domain CH1

(WO 02/056910).

In a further aspect, an antibody molecule of the invention may even only have remote
structural relatedness to an immunoglobulin variable domain, or no such relation at all, as
long as it has a certain binding specificity and affinity comparable to an immunoglobulin
variable domain. Such non-immunoglobulin “antibody mimics”, sometimes called “scaffold
proteins”, may be based on the genes of protein A, the lipocalins, a fibronectin domain, an
ankyrin consensus repeat domain, and thioredoxin (Skerra, Current Opinion in
Biotechnology 2007, 18(4): 295-304). A preferred embodiment in the context of the
present invention are designed ankyrin repeat proteins (DARPiIn’s; Steiner et al., J Mol
Biol. 2008 Oct 24;382(5): 1211-27; Stumpp MT, Amstutz P. Curr Opin Drug Discov Devel.
2007 Mar;10(2):153-9).

The antibody molecule may be fused (as a fusion protein) or otherwise linked (by covalent
or non-covalent bonds) to other molecular entities having a desired impact on the
properties of the antibody molecule. For example, it may be desirable to improve
pharmacokinetic properties of antibody molecules, stability e.g. in body fluids such as
blood, in particular in the case of single chain antibodies or domain antibodies. A number
of technologies have been developed in this regard, in particular to prolong half-life of

such antibody molecules in the circulation, such as pegylation (WO 98/25971; WO
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98/48837; WO 2004081026), fusing or otherwise covalently attaching the antibody
molecule to another antibody molecule having affinity to a serum protein like albumin (WO
2004041865; WO 2004003019), or expression of the antibody molecule as fusion protein

with all or part of a serum protein like albumin or transferrin (WO 01/79258).

In a further aspect, the antibody molecule has binding specificity for the anticoagulant.
“Binding specificity” means that the antibody molecule has a significantly higher binding

affinity to the anticoagulant than to structurally unrelated molecules.

Affinity is the interaction between a single antigen-binding site on an antibody molecule
and a single epitope. It is expressed by the association constant Ka = Kass/Kaiss, OF the

dissociation constant Kp = Kgiss/Kass -

In one aspect of the invention, the antibody binds to the anticoagulant with an affinity, as
determined e.g. by surface plasmon resonance analysis (Malmqvist M., "Surface plasmon
resonance for detection and measurement of antibody-antigen affinity and kinetics.", Curr
Opin Immunol. 1993 Apr;5(2):282-6.), with a Kp value ranging from 0.1 pM to 100 uM,
preferably 1 pM to 100 uM, preferably 1 pM to 1 uM. Antibody affinity can also be
measured using kinetic exclusion assay (KinExA) technology (Darling, R.J., and Brault P-
A., “Kinetic exclusion assay technology: Characterization of Molecular Interactions.”
ASSAY and Drug Development Technologies. 2004, Dec 2(6): 647-657).

The binding affinity of an antibody molecule may be enhanced by a process known as
affinity maturation (Marks et al., 1992, Biotechnology 10:779-783; Barbas, et al., 1994,
Proc. Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813; Shier et al., 1995, Gene 169:147-155). Affinity

matured antibodies are therefore also embraced in the present invention.

In a further aspect of the invention, the antibody molecule is capable of neutralizing the
activity of the anticoagulant. That is, upon binding to the antibody molecule, the
anticoagulant is no longer able to exert its anticoagulant activity, or exerts this activity at a
significantly decreased magnitude. Preferably, the anticoagulant activity is decreased at
least 2fold, 5fold, 10fold, or 100fold upon antibody binding, as determined in an activity
assay which is appropriate for the anticoagulant at issue, particularly a clotting assay that

is sensitive to thrombin, such as the ecarin clotting time or the thrombin clotting time (H.
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Bounameaux, Marbet GA, Lammle B, et al. “Monitoring of heparin treatment. Comparison
of thrombin time, activated partial thromboplastin time, and plasma heparin concentration,
and analysis of the behaviour of antithrombin III”. American Journal of Clinical Pathology
1980 74(1): 68-72).

For manufacturing the antibody molecules of the invention, the skilled artisan may choose
from a variety of methods well known in the art (Norderhaug et al., J Immunol Methods
1997, 204 (1): 77-87; Kipriyanow and Le Gall, Molecular Biotechnology 26: 39- 60, 2004;
Shukla et al., 2007, J. Chromatography B, 848(1): 28-39).

Anticoagulants are well-known in the art, as outlined above. In a further aspect of the
invention, the anticoagulant is a direct thrombin inhibitor, a Factor Xa inhibitor, or a vitamin
K antagonist. Examples of vitamin K antagonists are the coumarins, which include
warfarin. Examples of indirect predominantly factor Xa inhibitors are the heparin group of
substances acting through activation of antithrombin Il including several low molecular
weight heparin products (bemiparin, certoparin, dalteparin, enoxaparin, nadroparin,
parnaparin, reviparin, tinzaparin), certain oligosaccharides (fondaparinux, idraparinux),
heparinoids (danaparoid, sulodexide, dermatan sulfate), and the direct factor Xa inhibitors
(apixaban, otamixaban, rivaroxaban). Examples of thrombin inhibitors include the bivalent
hirudins (bivalirudin, lepirudin, desirudin), and the monovalent compounds argatroban and

dabigatran.

Thus, in a further aspect, the anticoagulant is dabigatran, argatroban, melagatran,
ximelagatran, hirudin, bivalirudin, lepirudin, desirudin, apixaban, edoxaban, otamixaban,

rivaroxaban, defibrotide, ramatroban, antithrombin Ill, or drotrecogin alpha.
In a further embodiment, the anticoagulant is a disubstituted bicyclic heterocycle of of

general formula

Ra—A—Het—B—Ar—E , (I)

wherein
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A denotes a carbonyl or sulphonyl group linked to the benzo, pyrido or thieno moiety of

the group Het,

B denotes an ethylene group in which the methylene group linked to the group Ar may be

replaced by an oxygen or sulphur atom or by an -NR- group, wherein

R1 denotes a hydrogen atom or a C,4-alkyl group,

E denotes an R,NH-C(=NH)- group wherein

R, denotes a hydrogen atom, a hydroxy, C1_g-alkoxycarbonyl,
cyclohexyloxycarbonyl, phenyl-C4_z-alkoxycarbonyl, benzoyl, p-C1_3-alkyl-benzoyl

or pyridinoyl group, whilst the ethoxy moiety in the 2-position of the abovementioned

C1_g-alkoxycarbonyl group may additionally be substituted by a C4_3-alkylsulphonyl
or 2-(C4_3-alkoxy)-ethyl group,

Ar denotes a 1,4-phenylene group optionally substituted by a chlorine atom or by a

methyl, ethyl or methoxy group or it denotes a 2,5-thienylene group,

Het denotes a 1-(C4_3-alkyl)-2,5-benzimidazolylene, 1-cyclopropyl-2,5-benzimidazolylene,
2,5-benzothiazolylene, 1-(C1_3-alkyl)-2,5-indolylene, 1-(C4_3-alkyl)-
2,5-imidazo[4,5-b]pyridinylene, 3-(C1.3-alkyl)-2,7-imidazo[1,2-a]pyridinylene or 1-(C1_3-al-
kyl)-2,5-thieno[2,3-d]imidazolylene group and

R. denotes an R;NR3- group wherein

R is a Cq.4-alkyl group which may be substituted by a carboxy, C1_g-al-
kyloxycarbonyl, benzyloxycarbonyl, C4_3-alkylsulphonylaminocarbonyl or

1H-tetrazol-5-yl group,

a Co_g-alkyl group substituted by a hydroxy, benzyloxy, carboxy-C4_3-alkylamino,
C1_3-alkoxycarbonyl-C1_3-alkylamino, N-(C4_gz-alkyl)-carboxy-C4_3-alkylamino or

-17-



10

15

20

25

30

WO 2011/089183 PCT/EP2011/050749

N-(C1-3-alkyl)-C4_3-alkoxycarbonyl-C4_3-alkylamino group, whilst in the

abovementioned groups the carbon atom in the a-position to the adjacent nitrogen

atom may not be substituted,

Rg3 denotes a C3_7-cycloalkyl group, a propargyl group, wherein the unsaturated
part may not be linked directly to the nitrogen atom of the RoNR3 group, a phenyl

group optionally substituted by a fluorine or chlorine atom, or by a methyl or
methoxy group, a pyrazolyl, pyridazolyl or pyridinyl group optionally substituted by a

methyl group or

Ro and Rg3 together with the nitrogen atom between them denote a 5- to

7-membered cycloalkyleneimino group, optionally substituted by a carboxy or

C1-4-alkoxycarbonyl group, to which a phenyl ring may additionally be fused,

the tautomers, the stereoisomers and the salts thereof. Compounds of formula (1),
preparation of these compounds and their use as anticoagulants has been described in
WO 98/37075.

In a further embodiment, the anticoagulant is a compound selected from

(@) 2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzthiazole-5-carboxylic acid-N-phenyl-N-(2-

carboxyethyl)-amide,

(b) 2-[N-(4-amidinophenyl)-N-methyl-aminomethyl]-benzthiazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(c) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(d) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-(3-hydroxycarbonylpropyl)-amide,
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(e) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(2-
pyridyl)-N-(hydroxycarbonylmethyl)-amide,

(f) 1-Methyl-2-[2-(2-amidinothiophen-5-yl)ethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(2-
pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(g) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(2-
pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(h) 1-Methyl-2-[2-(4-amidinophenyl)ethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-
N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(i) 1-Methyl-2-[2-(4-amidinophenyl)ethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-phenyl-N-(2-
hydroxycarbonylethyl)-amide,

(j) 1-Methyl-2-[2-(4-amidinophenyl)ethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-phenyl-N-[2-
(1H-tetrazol-5-yl)ethyl]-amide,

(k) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-[2-(1H-tetrazol-5-yl)ethyl]-amide,

(1) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-N-methyl-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic
acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(m) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-N-methyl-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic
acid-N-(3-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(n) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-N-methyl-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic
acid-N-phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(0) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-[(N-hydroxycarbonylethyl-N-methyl)-2-aminoethyl]-amide,
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(p) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(3-
fluorophenyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(9) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(4-
fluorophenyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(r) 1-Methyl-2-[N-(4-amidino-2-methoxy-phenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-ylI-
carboxylic acid-N-phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(s) 1-Methyl-2-[N-(4-amidino-2-methoxy-phenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-
carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(t) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)aminomethyl]-indol-5-yl-carboxylic acid-N-phenyl-N-(2-

methoxycarbonylethyl)-amide,

(u) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)aminomethyl]-thieno[2.3-d]imidazol-5-yl-carboxylic
acid-N-phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(v) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(w) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(2-
pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(x) 1-Methyl-2-[N-(4-amidino-2-methoxy-phenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-
carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(y) 1-Methyl-2-[N-[4-(N-n-hexyloxycarbonylamidino)phenyl]- aminomethyl]-benzimidazol-
5-yl-carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-ethoxycarbonylethyl)-amide, and

the tautomers, stereoisomers and the salts thereof, all of which have been described in
WO 98/37075.
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A preferred anticoagulant in the context of the present invention is dabigatran (CAS
211914-51-1, N-[2-(4-Amidinophenylaminomethyl)-1-methyl-1H-benzimidazol-5-
ylcarbonyl]-N-(2-pyridyl)-beta-alanine) having the chemical formula (l1):

¢
N
Y\N
N H

NH

NH,

O
HOW

O N~ (1h

Dabigatran is known from WO 98/37075, which discloses compounds with a thrombin-
inhibiting effect and the effect of prolonging the thrombin time, under the name 1-Methyl-
2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-

10 (2-hydroxycarbonylethyl)-amide. See also Hauel et al. J Med Chem 2002, 45 (9): 1757
66.

Dabigatran is applied as a prodrug of formula (l11):

NH

CH, NH
N )\ NN
\th 07 o CH,
O N H
EtO N
AN 11|
Y\/ \O ()
@) N .~

The compound of formula Il (named dabigatran etexilate, CAS 211915-06-9; ethyl 3-[(2-
{[4-(hexyloxycarbonylamino-imino-methyl)-phenylamino]-methyl}-1-methyl-1H-

15

benzimidazole-5-carbonyl)-pyridin-2-yl-amino]-propionate) is converted into the active

-21-



10

15

20

25

30

WO 2011/089183 PCT/EP2011/050749

compound (1) after entering the body. A preferred polymorph of dabigatran etexilate is

dabigatran etexilate mesylate.

The main indications for dabigatran are the post-operative prevention of deep-vein
thrombosis, the treatment of established deep vein thrombosis and the prevention of
strokes in patients with atrial fibrillation (Eriksson et al., Lancet 2007, 370 (9591): 949-56;
Schulman S et al, N Engl J Med 2009, 361 (24): 2342-52; Connolly S et al., N Engl J Med
2009, 361 (12): 1139-51; Wallentin et al., Lancet 2010, 376 (9745): 975-983).

In the human body, glucuronidation of the carboxylate moiety is the major human
metabolic pathway of dabigatran (Ebner et al., Drug Metab. Dispos. 2010, 38(9):1567-75).
It results in the formation of the 1-O-acylglucuronide (beta anomer). The 1-O-
acylglucuronide, in addition to minor hydrolysis to the aglycon, may undergo
nonenzymatic acyl migration in aqueous solution, resulting in the formation of the 2-O-, 3-
O-, and 4-O-acylglucuronides. Experiments with the purified 1-O-acylglucuronide and its
isomeric rearrangement products revealed equipotent prolongation of the activated partial

thromboplastin time compared with dabigatran.

In another aspect of the invention, the antibody molecule binds both to dabigatran and

dabigatran etexilate.

In another aspect of the invention, the antibody molecule binds both to dabigatran and O-

acylglucuronides of dabigatran, in particular the 1-O-acylglucuronide of dabigatran.

In another aspect of the invention, the antibody molecule binds furthermore to the 2-O-, 3-

O-, and 4-O-acylglucuronides of dabigatran.
In another aspect of the invention, the antibody molecule is capable of neutralizing the
activity of dabigatran and O-acylglucuronides of dabigatran, in particular the 1-O-

acylglucuronide of dabigatran.

In another aspect of the invention, the antibody molecule has binding specificity for

dabigatran and comprises CDR sequences as depicted in Figures 5 and 6.
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In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises heavy chain CDR
sequences as depicted in Figure 5, and light chain CDR sequences as depicted in Figure
6.

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain
variable domain sequence as depicted in Figure 5, and a light chain variable domain

sequence as depicted in Figure 6.

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain
variable domain sequence depicted with the designation DBG 13 VH in Figure 5, and a
light chain variable domain sequence as depicted with the designation DBG 13 VK in

Figure 6.

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain
variable domain sequence depicted with the designation DBG 14 VH in Figure 5, and a
light chain variable domain sequence as depicted with the designation DBG 14 VK in

Figure 6.

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain
variable domain sequence depicted with the designation DBG 22 VH in Figure 5, and a
light chain variable domain sequence as depicted with the designation DBG 22 VK in

Figure 6.

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain
variable domain sequence depicted with the designation Eng VH# 14 in Figure 5, and a
light chain variable domain sequence as depicted with the designation Eng VK# 11 in

Figure 6.

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain
variable domain sequence depicted with the designation Eng VH# 15 in Figure 5, and a
light chain variable domain sequence as depicted with the designation Eng VK# 17 in

Figure 6.
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In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain
variable domain sequence depicted with the designation Eng VH# 15 in Figure 5, and a
light chain variable domain sequence as depicted with the designation Eng VK# 18 in

Figure 6.

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain
variable domain sequence depicted with the designation Eng VH# 31 in Figure 5, and a
light chain variable domain sequence as depicted with the designation Eng VK# 18 in

Figure 6.

In another aspect of the invention, the antibody molecule has binding specificity for
dabigatran and comprises a heavy chain variable domain with a CDR1 selected from the
group consisting of SEQ ID NO: 1 and SEQ ID NO: 2, a CDR2 selected from the group
consisting of SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7,
and SEQ ID NO: 8, and a CDR3 selected from the group consisting of SEQ ID NO: 9 and
SEQ ID NO: 10, and a light chain variable domain with a CDR1 selected from the group
consisting of SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, and SEQ ID NO: 13, a CDR2 of SEQ ID
NO: 14, and a CDRS3 of SEQ ID NO: 15.

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain
variable domain with a CDR1 of SEQ ID NO: 1, a CDR2 selected from the group
consisting of SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, and SEQ ID NO: 8, a CDRS3 of SEQ ID NO:
10, and a light chain variable domain with a CDR1 of SEQ ID NO: 13, a CDR2 of SEQ ID
NO: 14, and a CDRS3 of SEQ ID NO: 15.

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain
variable domain with a CDR1 of SEQ ID NO: 1, a CDR2 of SEQ ID NO: 7, a CDR3 of
SEQ ID NO: 10, and a light chain variable domain with a CDR1 of SEQ ID NO: 13, a
CDR2 of SEQ ID NO: 14, and a CDR3 of SEQ ID NO: 15.

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain
variable domain with a CDR1 of SEQ ID NO: 1, a CDR2 of SEQ ID NO: 5, a CDR3 of
SEQ ID NO: 10, and a light chain variable domain with a CDR1 of SEQ ID NO: 11, a
CDR2 of SEQ ID NO: 14, and a CDR3 of SEQ ID NO: 15.
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variable domain selected from the group consisting of SEQ ID NOs: 16, 18, 20, 22, 24,

and 26, and a light chain variable domain selected from the group consisting of SEQ ID

Nos: 17,19, 21, 23, 25, and 27.

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain

variable domain of SEQ ID NO: 16, and a light chain variable domain of SEQ ID No:

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain

variable domain of SEQ ID NO: 18, and a light chain variable domain of SEQ ID No:

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain

variable domain of SEQ ID NO: 20, and a light chain variable domain of SEQ ID No:

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain

variable domain of SEQ ID NO: 22, and a light chain variable domain of SEQ ID No:

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain

variable domain of SEQ ID NO: 24, and a light chain variable domain of SEQ ID No:

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain

variable domain of SEQ ID NO: 24, and a light chain variable domain of SEQ ID No:

In another aspect of the invention, the antibody molecule comprises a heavy chain

variable domain of SEQ ID NO: 26, and a light chain variable domain of SEQ ID No:

In another aspect of the invention, the antibody molecule is a scFv molecule. In this

17.

19.

21.

23.

25.

27.

27.

format, the variable domains disclosed herein may be fused to each other with a suitable
linker peptide, e.g. selected from the group consisting of SEQ ID Nos: 28, 29, 30, or 31.
The construct may comprise these elements in the order, from N terminus to C terminus,
(heavy chain variable domain)-(linker peptide)-(light chain variable domain), or (light chain

variable domain)-(linker peptide)-( heavy chain variable domain).
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In another aspect of the invention, the antibody molecule is a scFv molecule comprising
SEQ ID NO: 32, or SEQ ID NO: 33. In another aspect of the invention, the antibody
molecule is a scFv molecule consisting of SEQ ID NO: 32, or SEQ ID NO: 33.

Processes are known in the art which allow recombinant expression of nucleic acids
encoding sFv constructs in host cells (like E. coli, Pichia pastoris, or mammalian cell lines,
e.g. CHO or NSO0), yielding functional scFv molecules (see e.g. Rippmann et al., Applied
and Environmental Microbiology 1998, 64(12): 4862-4869; Yamawaki et al., J. Biosci.
Bioeng. 2007, 104(5): 403-407; Sonoda et al., Protein Expr. Purif. 2010, 70(2): 248-253).

In particular, the scFv antibody molecules of the invention can be produced as follows.
The constructs can be expressed in different E. coli strains like W3110, TG1, BL21,
BL21(DE3), HMS174, HMS174(DE3), MM294 under control of an inducible promoter. This
promoter can be chosen from lacUV5, tac, T7, trp, trc, T5, araB. The cultivation media are
preferably fully defined according to Wilms et al., 2001(Wilms et al., Biotechnology and
Bioengineering 2001, 73(2): 95-103) , Delisa et al., 1999 (Delisa et al., Biotechnology
and Bioengineering 1999, 65(1): 54-64) or equivalent. However, supplementation of the
batch medium and / or feed medium with amino acids such as isoleucine, leucine, lysine,
methionine, phenylalanine, threonine, tryptophan and valin or complex media components
such as soy peptone or yeast extract may be beneficial. The process for fermentation is
performed in a fed-batch mode. Conditions: Temperature 20 — 40 °C, pH 5.5 -7.5, DO is
kept above 20%. After consumption of the initial carbon source the culture is fed with the
feed media stated above (or equivalent). When a dry cell weight of 40 to 100 g/L is
reached in the fermenter the culture is induced with an appropriate inducer corresponding
to the used promoter system (e.g. IPTG, lactose, arabinose). The induction can either be
performed as a pulsed full induction or as a partial induction by feeding the respective
inducer into the fermenter over a prolonged time or a combination thereof. The production
phase should last 4 hours at least. The cells are recovered by centrifugation in bowl
centrifuges, tubular bowl centrifuges or disc stack centrifuges, the culture supernatant is

discarded.
The E. coli cell mass is resuspended in 4- to 8-fold amount of lysis buffer (phosphate or

Tris buffer, pH 7-8.5). Cell lysis is preferably performed by high pressure homogenization

followed by recovery of the pellet by centrifugation in bowl, tubular bowl or disc stack
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centrifuges. Pellet containing scFv inclusion bodies is washed 2-3 times with 20 mM Tris,
150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2 M Urea, 0.5% Triton X-100, pH 8.0 followed by two wash
steps using 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 8.0. scFv inclusion bodies are
finally recovered by centrifugation in bowl, tubular bowl or disc stack centrifuges.
Solubilisation of scFv inclusion bodies can be performed in 100 mM Glycine/NaOH, 5 mM
EDTA, 20 mM dithiothreitol, pH 9.5-10.5 containing chaotropic agents such as 6 M
Guanidine-HCI or 8-10 mM Urea. After incubation for 30-60 minutes solution is centrifuged
and supernatant containing the target protein recovered for subsequent refolding.
Refolding is preferably performed in fed batch mode by diluting the protein solution 1:10-
1:50 in refolding buffer to a final protein concentration of 0.1-0.5 mg/ml. Refolding buffer
can contain 50-100 mM Tris and/or 50-100 mM Glycine, 50-150 mM NaCl, 1-3 M urea,
0.5-1 M arginine, 2-6 mM of redox system such as e.g. cytein/ cystine or oxidized/reduced
glutathione, pH 9.5-10.5. After incubation for 24-72 h at 4°C refolding solution is optionally
filtrated using a 0.22 ym filter, diluted and pH adjusted to pH 7.0-8.0. Protein is separated
via cation exchange chromatography in binding mode (e.g. Toyopearl GigaCap S-650M,
SP Sepharose FF or S HyperCel™) at pH 7.0-8.5. Elution is performed by a linear
increasing NaCl gradient. Fractions containing the target protein are pooled and
subsequently separated on anion exchange column in non-binding mode (e.g. Toyopearl
GigaCap Q-650M, Q-Sepharose FF, Q HyperCel™) followed by a cation exchange
polishing step (eg. SP Sepharose HP). Fractions containing the target protein with a purity
level of minimally 90% are pooled and formulated by diafiltration or size exclusion
chromatography in PBS. Identity and product quality of the produced scFv molecule are
analysed by reducing SDS-PAGE where the scFv can be detected in one major band of
approx. 26 kDa. Further assays for characterization of the scFv include mass
spectrometry, RP-HPLC and SE-HPLC.

In another aspect of the invention, the antibody molecule is an immunoglobulin, preferably
an immunoglobulin of type IgG1, or effector function knock-out thereof, or IgG4. In another
aspect of the invention, the antibody molecule is an immunoglobulin having a heavy chain
comprising SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 40, or SEQ ID NO: 42, and a light chain
comprising SEQ ID NO: 35 or SEQ ID NO: 43.

In another aspect of the invention, the antibody molecule is an immunoglobulin having a

heavy chain comprising SEQ ID NO: 34, and a light chain comprising SEQ ID NO: 35, or
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a heavy chain comprising SEQ ID NO: 40, and an light chain comprising SEQ ID NO: 35.
In another aspect of the invention, the antibody molecule is an immunoglobulin having a
heavy chain comprising or SEQ ID NO: 42, and a light chain comprising SEQ ID NO: 43.

In another aspect of the invention, the antibody molecule is an immunoglobulin having a
heavy chain consisting of SEQ ID NO: 34, and a light chain consisting of SEQ ID NO: 35,
or a heavy chain consisting of SEQ ID NO: 40, and an light chain consisting of SEQ ID
NO: 35. In another aspect of the invention, the antibody molecule is an immunoglobulin
having a heavy chain consisting of or SEQ ID NO: 42, and a light chain consisting of SEQ
ID NO: 43.

In another aspect of the invention, the antibody molecule is a Fab molecule. In that format,
the variable domains disclosed above may each be fused to an immunoglobulin constant
domain, preferably of human origin. Thus, the heavy chain variable domain may be fused
to a CH, domain (a so-called Fd fragment), and the light chain variable domain may be

fused to a CL domain.

In another aspect of the invention, the antibody molecule is a Fab molecule having a Fd
fragment comprising SEQ ID NO: 36 or SEQ ID NO: 38, and a light chain comprising SEQ
ID NO: 37 or SEQ ID NO: 39. In another aspect of the invention, the antibody molecule is
a Fab molecule having a Fd fragment comprising SEQ ID NO: 36, and a light chain
comprising SEQ ID NO: 37. In another aspect of the invention, the antibody molecule is a
Fab molecule having a Fd fragment comprising SEQ ID NO: 38, and a light chain
comprising SEQ ID NO: 39. In another aspect of the invention, the antibody molecule is a
Fab molecule having a Fd fragment comprising SEQ ID NO: 41, and a light chain
comprising SEQ ID NO: 37. In another aspect of the invention, the antibody molecule is a
Fab molecule having a Fd fragment consisting of SEQ ID NO: 36, and a light chain
consisting of SEQ ID NO: 37. In another aspect of the invention, the antibody molecule is
a Fab molecule having a Fd fragment consisting of SEQ ID NO: 38, and a light chain
consisting of SEQ ID NO: 39. In another aspect of the invention, the antibody molecule is
a Fab molecule having a Fd fragment consisting of SEQ ID NO: 41, and a light chain
consisting of SEQ ID NO: 37.
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Nucleic acids encoding Fab constructs may be used to express such heavy and light
chains in host cells, like E. coli, Pichia pastoris, or mammalian cell lines (e.g. CHO, or
NSO0). Processes are known in the art which allow proper folding, association, and
disulfide bonding of these chains into functional Fab molecules comprising a Fd fragment
and a light chain (Burtet et al., J. Biochem. 2007, 142(6), 665-669; Ning et al., Biochem.
Mol. Biol. 2005, 38: 204-299; Quintero-Hernandez et al., Mol. Immunol. 2007, 44: 1307-
1315; Willems et al. J. Chromatogr. B. Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 2003;786:161-
176.).

In particular, Fab molecules of the invention can be produced in CHO cells as follows.
CHO-DG44 cells (Urlaub,G., Kas,E., Carothers,A.M., and Chasin,L.A. (1983). Deletion of
the diploid dihydrofolate reductase locus from cultured mammalian cells. Cell 33, 405-
412.) growing in suspension in serum-free medium are transfected with expression
constructs encoding heavy and light chain of the Fab molecule using Lipofectamine™ and
Plus™ reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. After 48 hours,
the cells are subjected to selection in medium containing 200ug/mL of the antibiotic G418
and without hypoxanthine and thymidine to generate stably transfected cell populations.
These stable transfectants are subsequently subjected to gene amplification by adding
methotrexate (MTX) in increasing concentrations (up to 100 or 400 nM) into the culture
medium. Once the cells have adapted, they are subjected to fed-batch fermentations over

10 to 11 days to produce Fab protein material.

Suspension cultures of CHO-DG44 cells and stable transfectants thereof are incubated in
chemically defined, serum-free cultivation media. Seed stock cultures are sub-cultivated
every 2-3 days with seeding densities of 3 x10°-2 x 10° cells/mL respectively. Cells are
grown in shake flasks in Multitron HT incubators (Infors) at 5% CO2, 37°C and 120rpm.
For fed-batch experiments, cells are seeded at 3x10° cells/mL into shake flasks in BI-
proprietary production medium without antibiotics or MTX. The cultures are agitated at
120 rpm in 37°C and 5% CO2 which is later reduced to 2% as cell numbers increase.
Culture parameters including cell count, viability, pH, glucose and lactate concentrations
are determined daily and pH is adjusted to pH 7.0 using carbonate as needed. Bl-
proprietary feed solution is added every 24 hrs. Samples from the supernatant are taken

at different time points to dermine the Fab product concentration by ELISA. After 10 to 11
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days, the cell culture fluid is harvested by centrifugation and transferred to the purification

labs.

The Fab molecule is purified from the supematant of the fed-batch cultures by means of
chromatography and filtration. As primary capture step affinity chromatography, e.g.
Protein G or Protein L, are applied. Alternatively, in case of low binding affinities and
capacities, the Fab is captured by cation exchange chromatography (CEX) exploiting the
pl of the molecule. Host cell proteins and contaminants, e.g. DNA or viruses, are removed

by additional orthogonal purification steps.

Identity and product quality of the produced Fab molecule are analysed by electrophoretic
methods, e.g. SDS-PAGE, by which Fab can be detected as one major band of approx.
50 kDa. Further assays for characterization of the Fab product include mass
spectrometry, isoelectric focusing and size exclusion chromatography. Binding activity is

followed by BlAcore analysis.

Quantification of Fab or full-length IgG molecules in the supernatant of the cell cultures is
performed via sandwich enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). The full-length
IgG can be detected using antibodies raised against human-Fc fragment (Jackson
Immuno Research Laboratories) and human kappa light chain (peroxidase-conjugated,
Sigma). The Fab fragment is immobilized by goat polyclonal anti-Human 1gG (H and L,
Novus) and detected by sheep polyclonal antibodies raised against human IgG

(peroxidase-conjugated, The Binding Site).

Fab molecules can also be generated from full-length antibody molecules by enzymatic
cleavage. The advantage of this approach is that platform processes for robust and
efficient fermentation and purification are applicable which are amenable for up-scaling
and high yields at the desired product quality. For purification affinity chromatography
using a recombinant Protein A resin can be used as primary capture step which usually

results in high purities.
For this purpose, the heavy chain encoding Fab sequences are fused to the Fc-region of a

human IgG antibody molecule. The resulting expression constructs are then transfected

into CHO-DG44 cells growing in suspension in serum-free medium using lipofection. After
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48 hours, the cells are subjected to selection in medium containing 200ug/mL of the
antibiotic G418 and without hypoxanthine and thymidine to generate stably transfected
cell populations. These stable transfectants are subsequently subjected to gene
amplification by adding methotrexate (MTX) in increasing concentrations (up to 100 or 400
nM) into the culture medium. Once the cells have adapted, they are subjected to fed-
batch fermentations over 10 to 11 days to produce IgG protein material.

The IgG protein is purified from the culture supernatant by using recombinant Protein A-
affinity chromatography. To obtain the desired neutralizing Fab fragment the full-length
IgG is then incubated in the presence of papain which cleaves the IgG within the hinge
region, thereby releasing two Fab fragments and the Fc-moiety. A Fab molecule
comprising a Fd chain of SEQ ID NO: 41 is an example of a Fab molecule obtained by

papain digestion of a full-length 1gG protein.

The Fab molecule is isolated by affinity chromatography, e.g. Protein G or Protein L.
Alternatively, in case of low binding affinities and capacities, the Fab is captured by cation
exchange chromatography (CEX) exploiting the pl of the molecule. Host cell proteins and
contaminants, e.g. Papain, DNA or viruses, are removed by additional orthogonal

purification steps.

In another aspect of the invention, the antibody molecule is an amino acid sequence

variant of an antibody molecule as described herein.

Amino acid sequence variants of antibodies can be prepared by introducing appropriate
nucleotide changes into the antibody DNA, or by peptide synthesis. Such variants include,
for example, deletions from, and/or insertions into and/or substitutions of, residues within
the amino acid sequences of the antibodies of the examples herein. Any combination of
deletions, insertions, and substitutions is made to arrive at the final construct, provided
that the final construct possesses the desired characteristics. The amino acid changes
also may alter post-translational processes of the humanized or variant antibody, such as

changing the number or position of glycosylation sites.

A useful method for identification of certain residues or regions of the antibody that are
preferred locations for mutagenesis is called "alanine scanning mutagenesis," as
described by Cunningham and Wells (Science, 244:1081-1085 (1989)). Here, a residue or
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group of target residues are identified (e.g., charged residues such as arg, asp, his, lys,
and glu) and replaced by a neutral or negatively charged amino acid (typically alanine) to
affect the interaction of the amino acids with antigen. Those amino acid locations
demonstrating functional sensitivity to the substitutions then are refined by introducing
further or other variants at, or for, the sites of substitution. Thus, while the site for
introducing an amino acid sequence variation is predetermined, the nature of the mutation
per se need not be predetermined. For example, to analyze the performance of a mutation
at a given site, alanine scanning or random mutagenesis is conducted at the target codon

or region and the expressed antibody variants are screened for the desired activity.

Amino acid sequence insertions include amino- and/or carboxyl-terminal fusions ranging
in length from one residue to polypeptides containing a hundred or more residues, as well
as intrasequence insertions of single or multiple amino acid residues. Examples of
terminal insertions include an antibody fused to an epitope tag. Other insertional variants
of the antibody molecule include a fusion to the N- or C-terminus of the antibody of an

enzyme or a polypeptide which increases the serum half-life of the antibody.

Another type of variant is an amino acid substitution variant. These variants have at least
one amino acid residue in the antibody molecule removed and a different residue inserted
in its place. The sites of greatest interest for substitutional mutagenesis include the
hypervariable regions, but FR alterations are also contemplated. Conservative
substitutions are shown in the Table below under the heading of "preferred substitutions".
If such substitutions result in a change in biological activity, then more substantial
changes, denominated "exemplary substitutions", or as further described below in

reference to amino acid classes, may be introduced and the products screened.

Original Residue Exemplary Substitutions Preferred Substitutions
Ala (A) val; leu; ile val
Arg (R) lys; gln; asn lys
Asn (N) gln; his; asp, lys; arg gln
Asp (D) glu; asn glu
Cys (C) ser; ala ser
GIn (Q) asn; glu asn
Glu (E) asp; gin asp
Gly (G) ala ala
His (H) arg; asn; gin; lys; arg
lle (1) leu; val; met; ala; phe; norleucine  leu
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Leu (L) ile; norleucine; val; met; ala; phe ile
Lys (K) arg; gln; asn arg
Met (M) leu; phe; ile leu
Phe (F) tyr; leu; val; ile; ala; tyr
Pro (P) ala ala
Ser (S) thr thr
Thr (T) ser ser
Trp (W) tyr; phe tyr
Tyr (Y) phe;trp; thr; ser phe
Val (V) leu; ile; met; phe ala; norleucine; leu

In protein chemistry, it is generally accepted that the biological properties of the antibody
can be accomplished by selecting substitutions that differ significantly in their effect on
maintaining (a) the structure of the polypeptide backbone in the area of the substitution,
for example, as a sheet or helical conformation, (b) the charge or hydrophobicity of the
molecule at the target site, or (c) the bulk of the side chain. Naturally occurring residues

are divided into groups based on common side-chain properties:

(1) hydrophobic: norleucine, met, ala, val, leu, ile;

(2) neutral hydrophilic: cys, ser, thr;

(3) acidic: asp, glu;

(4) basic: asn, gin, his, lys, arg;

(5) residues that influence chain orientation: gly, pro; and

(6) aromatic: trp, tyr, phe.

Non-conservative substitutions will entail exchanging a member of one of these classes

for another class.

Any cysteine residue not involved in maintaining the proper conformation of the
humanized or variant antibody also may be substituted, generally with serine, to improve
the oxidative stability of the molecule, prevent aberrant crosslinking, or provide for
established points of conjugation to a cytotoxic or cytostatic compound. Conversely,
cysteine bond(s) may be added to the antibody to improve its stability (particularly where

the antibody is an antibody fragment such as an Fv fragment).

A type of substitutional variant involves substituting one or more hypervariable region

residues of a parent antibody (e.g., a humanized or human antibody). Generally, the
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resulting variant(s) selected for further development will have improved biological
properties relative to the parent antibody from which they are generated. A convenient
way for generating such substitutional variants is affinity maturation using phage display.
Briefly, several hypervariable region sites (e.g., 6-7 sites) are mutated to generate all
possible amino substitutions at each site. The antibody variants thus generated are
displayed in a monovalent fashion from filamentous phage particles as fusions to the gene
IIl product of M13 packaged within each particle. The phage-displayed variants are then
screened for their biological activity (e.g., binding affinity). In order to identify candidate
hypervariable region sites for modification, alanine scanning mutagenesis can be
performed to identify hypervariable region residues contributing significantly to antigen
binding. Alternatively, or in addition, it may be beneficial to analyze a crystal structure of
the antigen-antibody complex to identify contact points between the antibody and human
Dabigatran. Such contact residues and neighboring residues are candidates for
substitution according to the techniques elaborated herein. Once such variants are
generated, the panel of variants is subjected to screening as described herein and
antibodies with superior properties in one or more relevant assays may be selected for

further development.

Another type of amino acid variant of the antibody alters the original glycosylation pattern
of the antibody. By "altering" is meant deleting one or more carbohydrate moieties found
in the antibody, and/or adding one or more glycosylation sites that are not present in the

antibody.

In some embodiments, it may be desirable to modify the antibodies of the invention to add
glycosylations sites. Glycosylation of antibodies is typically either N-linked or O-linked. N-
linked refers to the attachment of the carbohydrate moiety to the side chain of an
asparagine residue. The tripeptide sequences asparagine-X-serine and asparagine-X-
threonine, where X is any amino acid except proline, are the recognition sequences for
enzymatic attachment of the carbohydrate moiety to the asparagine side chain. Thus, the
presence of either of these tripeptide sequences in a polypeptide creates a potential
glycosylation site. O-linked glycosylation refers to the attachment of one of the sugars N-
aceylgalactosamine, galactose, or xylose to a hydroxyamino acid, most commonly serine
or threonine, although 5-hydroxyproline or 5-hydroxylysine may also be used. Thus, in

order to glycosylate a given protein, e.g., an antibody, the amino acid sequence of the
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protein is engineered to contain one or more of the above-described tripeptide sequences
(for N-linked glycosylation sites). The alteration may also be made by the addition of, or
substitution by, one or more serine or threonine residues to the sequence of the original

antibody (for O-linked glycosylation sites).

Nucleic acid molecules encoding amino acid sequence variants of the antibody are
prepared by a variety of methods known in the art. These methods include, but are not
limited to, isolation from a natural source (in the case of naturally occurring amino acid
sequence variants) or preparation by oligonucleotide-mediated (or site-directed)
mutagenesis, PCR mutagenesis, and cassette mutagenesis of an earlier prepared variant
or a non-variant version of an antibody molecule as described herein. As outlined above,
the antigen of the antibody molecule of the invention is an anticoagulant. The antigen is
used to generate the antibody molecule, either by immunization of an animal, or by

selecting antibody sequences from sequence libraries, as with phage display methods.

Immunization protocols for animals are well-known in the art. To achieve a proper immune
response, it may be necessary to combine the antigen with an adjuvant, like aluminium
phosphate, aluminium hydroxide, squalene, or Freund’s complete/incomplete adjuvant.
The antigens in the context of the present invention, like dabigatran, are mostly
comparably small organic molecules, which sometimes do not stimulate antibody
formation upon administration to an animal. It may therefore be necessary to attach the

antigen to a macromolecule, as a hapten.

In a further aspect, the present invention relates to an antibody molecule as described

above for use in medicine.

In a further aspect, the present invention relates to a pharmaceutical composition

comprising an antibody molecule as described before, and a pharmaceutical carrier.

To be used in therapy, the antibody molecule is included into pharmaceutical
compositions appropriate to facilitate administration to animals or humans. Typical
formulations of the antibody molecule can be prepared by mixing the antibody molecule
with physiologically acceptable carriers, excipients or stabilizers, in the form of Iyophilized

or otherwise dried formulations or aqueous solutions or aqueous or non-aqueous
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suspensions. Carriers, excipients, modifiers or stabilizers are nontoxic at the dosages and
concentrations employed. They include buffer systems such as phosphate, citrate, acetate
and other anorganic or organic acids and their salts; antioxidants including ascorbic acid
and methionine; preservatives such as octadecyldimethylbenzyl ammonium chloride;
hexamethonium chloride; benzalkonium chloride, benzethonium chloride; phenol, butyl or
benzyl alcohol; alkyl parabens such as methyl or propyl paraben; catechol; resorcinol;
cyclohexanol; 3-pentanol; and m-cresol); proteins, such as serum albumin, gelatin, or
immunoglobulins; hydrophilic polymers such as polyvinylpyrrolidone or polyethylene glycol
(PEG); amino acids such as glycine, glutamine, asparagine, histidine, arginine, or lysine;
monosaccharides, disaccharides, oligosaccharides or polysaccharides and other
carbohydrates including glucose, mannose, sucrose, trehalose, dextrins or dextrans;
chelating agents such as EDTA; sugar alcohols such as, mannitol or sorbitol; salt-forming
counter-ions such as sodium; metal complexes (e.g., Zn-protein complexes); and/or ionic
or non-ionic surfactants such as TWEEN™ (polysorbates), PLURONICS™ or fatty acid
esters, fatty acid ethers or sugar esters. Also organic solvents can be contained in the
antibody formulation such as ethanol or isopropanol. The excipients may also have a

release-modifying or absorption-modifying function.

In one aspect, the pharmaceutical compositon comprises the antibody molecule in an
aqueous, buffered solution at a concentration of 10-20 mg/ml, or a lyophilisate made from

such a solution.

The preferred mode of application is parenteral, by infusion or injection (intraveneous,
intramuscular, subcutaneous, intraperitoneal, intradermal), but other modes of application

such as by inhalation, transdermal, intranasal, buccal, oral, may also be applicable.

In a further aspect, the present invention relates to an antibody molecule as described
above for use in the therapy or prevention of side effects of anticoagulant therapy, in
particular bleeding events.

In a further aspect, the present invention relates to an antibody molecule as described
above for use in the reversal of an overdosing of an anticoagulant, in particular dabigatran

or dabigatran exetilate.
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In a further aspect, the present invention relates to an antibody molecule as described
above for use as an antidote of an anticoagulant, in particular dabigatran or dabigatran

exetilate.

In a further aspect, the present invention relates to a method of treatment or prevention of
side effects of anticoagulant therapy, comprising administering an effective amount of an

antibody molecule as described above to a patient in need thereof.

In a further aspect, the present invention relates to a method of treatment of an
overdosing event in anticoagulant therapy, comprising administering an effective amount

of an antibody molecule as described above to a patient in need thereof.

The "therapeutically effective amount" of the antibody to be administered is the minimum
amount necessary to prevent, ameliorate, or treat the side effects of anticoagulant
therapy, in particular the minimum amount which is effective to stop bleeding. This can be

achieved with stoichiometric amounts of antibody molecule.

Dabigatran, for example, may achieve a plasma concentration in the magnitude of 200 nM
when given at the recommended dose. When a monovalent antibody molecule with a
molecular weight of ca. 50 kD is used, neutralization may be achieved for example at a
dose of about 1 mg/kg, when given intravenously as a bolus. In another embodiment, the
dose of a Fab molecule applied to a human patient may be 50-1000 mg per application,
for example 100, 200, 500, 750, or 1000 mg. Depending on the situation, e.g. when
dabigatran has been overdosed in a patient, it may be adequate to apply an even higher
dose, e.g. 1250, 1500, 1750 or 2000 mg per application. The appropriate dose may be
different, depending on the type and dose of anticoagulant administered; the time elapsed
since such administration, the nature of the antigen molecule, the condition of the patient,
and other factors. The skilled expert knows methods to establish doses which are both

therapeutically effective and safe.

In a further aspect, the present invention relates to an antibody molecule with binding
affinity to dabigatran and/or dabigatran etexilate. Preferably, the antibody molecule binds
to the dabigatran and/or dabigatran etexilate with an affinity, as determined e.g. by

surface plasmon resonance analysis (Malmqvist M., "Surface plasmon resonance for

-37-



10

15

20

25

30

WO 2011/089183 PCT/EP2011/050749

detection and measurement of antibody-antigen affinity and kinetics. "Curr Opin Immunol.
1993 Apr;5(2):282-6.) or kinetic exclusion assay (KinExA) technology (Darling, R.J., and
Brault P-A., “Kinetic exclusion assay technology: Characterization of Molecular
Interactions.” ASSAY and Drug Development Technologies. 2004, Dec 2(6): 647-657),
with a Kp value ranging from 0.1 pM to 100 uM, preferably 1 pM to 100 pM, more
preferably 1 pMto 1 uM.

The antibody molecules of the invention can also be used for analytical and diagnostic
procedures, for example to determine antigen concentration in samples such as plasma,
serum, or other body fluids. For example, the antigen molecules may be used in an
enzyme-linked immunoadsorbent assay (ELISA), like those described in the examples.
Thus, in a further aspect, the present invention relates to analytical and diagnostic kits
comprising antibody molecules a described herein, and to respective analytical and

diagnostic methods.

In a further aspect, the present invention relates to a method of manufacturing an antibody

molecule of any one of the preceding claims, comprising

(a) providing a host cell comprising one or more nucleic acids encoding said
antibody molecule in functional association with an expression control
sequence,

(b) cultivating said host cell, and

(c) recovering the antibody molecule from the cell culture.

The invention further provides an article of manufacture and kit containing materials useful
for neutralization of oral anticoagulants, particularly direct thrombin inhibitors. The article
of manufacture comprises a container with a label. Suitable containers include, for
example, bottles, vials, and test tubes. The containers may be formed from a variety of
materials such as glass, metal, plastic or combinations thereof. The container holds a
pharmaceutical composition comprising the antibody described herein or dabigatran,
dabigatran etexilate, a prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable salt
thereof. The active agent in the pharmaceutical composition is the particular antibody or
dabigatran, dabigatran etexilate, a prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable

salt thereof. The label on the container of the antibody indicates that the pharmaceutical
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composition is used for neutralizing or partially neutralizing dabigatran, dabigatran

etexilate, a prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable salt thereof in vivo.

The kit of the invention comprises one or more of the containers described above. It may
further include other materials desirable from a commercial and user standpoint, including
other buffers, diluents, filters, needles, syringes, and package inserts with instructions for

use.

In one embodiment of the invention, the kit comprises an antibody of any one the
antibodies described herein or a pharmaceutical composition thereof. For example, the kit
may comprise (1) any one the antibodies described herein or a pharmaceutical

composition thereof, (2) a container and (3) a label.

In another embodiment, the kit comprises an antibody of any one the antibodies described
herein or a pharmaceutical composition thereof, and dabigatran, dabigatran etexilate, a
prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable salt thereof. The form of
dabigatran, dabigatran etexilate, a prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable
salt thereof may be in the form of a solid, liquid or gel. In a preferred embodiment, the
pharmaceutically acceptable salt of dabigatran etexilate is a mesylate salt. In yet another
preferred embodiment, the strength per doage unit of the dabigatran, dabigatran etexilate,
prodrug of dabigatran or pharmaceutically acceptable salt thereof is between about 50 mg
and about 400 mg, about 75 mg and about 300 mg, about 75 mg and 150 mg, or about
110 mg and about 150 mg, given once-a-day (QD) or twice-a-day (BID). For example, the
kit may comprise (1) any one the antibodies described herein or a pharmaceutical
composition thereof, (2) a pharmaceutical composition of dabigatran, dabigatran etexilate,
a prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable salt thereof, (3) a container and
(4) a label.

In an alternate embodiment, the kit comprises (1) a first pharmaceutical composition
comprising dabigatran, dabigatran etexilate, a prodrug of dabigatran or a pharmaceutically
acceptable salt thereof, (2) a second pharmaceutical composition comprising any one the
antibodies described herein or combination thereof, (3) instructions for separate
admininstration of said first and second pharmaceutical compositions to a patient, wherein

said first and second pharmaceutical compositions are contained in separate containers
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and said second pharmaceutical composition is administered to a patient requiring
neutralization or partial neutralization of dabigatran or 1-O-acylglucuronide of dabigatran.
The invention also provides a diagnostic method to neutralize or partially neutralize
dabigatran or 1-O-acylglucuronide of dabigatran in a patient being treated with dabigatran,
dabigatran etexilate, a prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable salt
thereof, comprising administering any one of the antibodies described herein, a
combination thereof or a pharmaceutical composition thereof. Specifically, the invention
provides a method for neutralizing or partially neutralizing dabigatran or 1-O-
acylglucuronide of dabigatran in a patient comprising the steps of (a) confirming that a
patient was being treated with dabigatran, dabigatran etexilate, a prodrug of dabigatran or
a pharmaceutically acceptable salt thereof, and the amount that was taken by the patient;
(b) neutralizing dabigatran or 1-O-acylglucuronide with any one of the antibodies
described herein or combination thereof prior to performing a clotting or coagulation test
or assay wherein dabigatran or the 1-O-acylglucuronide of dabigatran would interfere with
the accurate read out of the test or assay results; (¢) performing the clotting or coagulation
test or assay on a sample taken from the patient to determine the level of clot formation
without dabigatran or 1-O-acylglucuronide of dabigatran present; and (d) adjusting an
amount of dabigatran, dabigatran etexilate, a prodrug of dabigatran or a pharmaceutically
acceptable salt thereof administered to the patient in order to achieve the appropriate
balance between clot formation and degradation in a patient. The molar ratio of antibody
to dabigatran or 1-O-acylglucuronide of dabigatran is in the molar ratio of between 0.1 and
100, preferably between 0.1 and 10. The accurate read out of the test or assay result
may be an accurate read out of fibrinogen levels, activated protein C resistance or related

tests.

EXAMPLES

. PRODUCTION OF POLYCLONAL ANTI-DABIGATRAN ANTIBODIES

For the production of polyclonal anti-dabigatran antibodies, 3 different immunogens were
produced with two different haptens and different molar input ratios of the hapten and the

carrier protein (BSA).
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For the screening, an enzyme horseradish peroxidase (HRP)-conjugate was produced

and an enzyme-immunosorbent assay (ELISA) developed.

Further purification of the polyclonal antibodies was performed by affinity chromatography

on protein A sepharose FF.

1. MATERIALS AND METHODS

Test compound (dabigatran)

Code: dabigatran, zwitter ion
Structural formula: HO O
CH,
/
N
N N />—\ NH
= N N
| H
~ o NH,
C25H25N703
molecular weight: 471.5 g/mol

11 HAPTEN USED FOR SYNTHESIS OF IMMUNOGEN AND TRACER
Code: Hapten1
Structural formula
of ligand: s

N
OYE;[ /: \ < > {(NH
N N
§ N " NH,
(0]

C30H3NgO2 * HCI
molecular weight: 577.13 g/mol

x HCI
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Code: Hapten?2
Structural formula
of ligand:

H
AN N
(6] N .=
Co7H31NgO2 * HCI
molecular weight: 550.07 g/mol

x HCI

1.2 SYNTHESIS OF HAPTENS

The haptens Hapten1 and Hapten2 were synthesized as follows:

Hapten1 2-[(4-Carbamimidoyl-phenylamino)-methyl]-1-methyl-1H-benzoimidazole-5-
carboxylic acid [2-(4-amino-butylcarbamoyl)-ethyl]-phenyl-amide

NH
AN
H N H NH
HZN/\/\/ Y\/
o)

2

10

1a 3-[(4-Methylamino-3-nitro-benzoyl)-phenyl-amino]-propionic acid methyl ester

T

NH
OYE:[ +'_O
\
_0 N o}
H,C \H/V
O
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To a solution of 4-methylamino-3-nitro-benzoic acid chloride (23.3 mmol) and 3-phenyl-
amino-propionic acid methyl ester (23.3 mmol) in 80 mL dry tetrahydrofuran (THF)
triethylamine (50.2 mmol) was added dropwise under stirring at room temperature. After
three hours the rection mixture was evaporated to dryness, the remaining solid triturated
with water and the solid product isolated through filtration.

Yield: 99%

C1sH19N30s5 (357.36)

TLC (silica gel; Dichloromethane/ethanol 19:1): R¢= 0.48

1b 3-[(3-Amino-4-methylamino-benzoyl)-phenyl-amino]-propionic acid methyl ester

T
NH

The nitro group of product 1a was reduced by hydrogenation at room temperature in
ethanol with Pd (10% on charcoal) as catalyst.

Yield: 99%

C1sH21N303 (327.38)

TLC (silica gel; Dichloromethane/ethanol 9:1): R¢= 0.23

Mass spectrum (ESI): [M+H]" = 328

1c 3-({3-[2-(4-Cyano-phenylamino)-acetylamino]-4-methylamino-benzoyl}-phenyl-

amino)-propionic acid methyl ester
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: S
0 \© N

The product of 1b (23.2 mmol) and N-(4-cyano-phenyl)-glycine (23.2 mmol) were coupled
with CDI (23.2 mmol) in dry THF at room temperature. After completion of the reaction the
mixture was evaporated to dryness and the crude product was used without further
purification.

Yield: 97%

C27H27NsO4 (485.54)

Mass spectrum (ESI): [M+H]" = 486

1d 3-({2-[(4-Cyano-phenylamino)-methyl]-1-methyl-1H-benzoimidazole-5-carbonyl}-
phenyl-amino)-propionic acid methyl ester

A solution of the product of 1¢ (22.6 mmol) in 100 mL concentrated acetic acid was
heated to reflux for one hour. The solution was then evaporated to dryness, the remaining
solid triturated with water and under stirring the pH was adjusted to about 8-9. The crude
product was isolated through extraction with ethyl acetate and purified by chromatography
on silica gel (eluent: dichloromethane/ethanol 1:1).

Yield: 58%

C27H25Ns03 (467.52)

TLC (silica gel; Dichloromethane/ethanol 9:1): R¢= 0.71

Mass spectrum (ESI): [M+H]" = 468
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1e 3-({2-[(4-Cyano-phenylamino)-methyl]-1-methyl-1H-benzoimidazole-5-carbonyl}-

phenyl-amino)-propionic acid

To a solution of the product of 1d (13.0 mmol) in 100mL methanol sodium hydroxide (20.0
mmol) was added. The mixture was stirred for 2.5 hours at 40°C and then evaporated to
dryness. The remaining solid was stirred with 100 mL water and the pH was adjusted to
10  about 6 with concentrated acetic acid. The precipitated product was isolated by filtration,
washed with water and dried at 60°C.
Yield: 88%
CasH23Ns03 (453.49)
TLC (silica gel; Dichloromethane/ethanol 9:1): R¢= 0.33
15 Mass spectrum (ESI): [M+H]" = 454

af {4-[3-({2-[(4-Cyano-phenylamino)-methyl]-1-methyl-1H-benzoimidazole-5-

carbonyl}-phenyl-amino)-propionylamino]-butyl}-carbamic acid tert-butyl ester

o)

s
N
>\
H.C H
H S%OKNWNYVN@

?—|SC o)

20

A solution of the product of 1e (5.23 mmol), 2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium tetrafluoroborate (TBTU, 5.23 mmol) and N-methyl-morpholin (5.23

mmol) in 20 mL DMF was stirred at room temperature for 30 minutes. Then (4-amino-
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butyl)-carbamic acid tert-butyl ester (5.23 mmol) was added and the mixture stirred at
room temperature for another 24 hours. The mixture was then diluted with water (100 mL)
and the product was isolated through extraction with ethyl acetate.

Yield: 92%

CssH41N7O4 (623.75)

TLC (silica gel; Dichloromethane/ethanol 9:1): R¢= 0.51

19 2-[(4-Carbamimidoyl-phenylamino)-methyl]-1-methyl-1H-benzoimidazole-5-
carboxylic acid [2-(4-amino-butylcarbamoyl)-ethyl]-phenyl-amide

e
N

NH
e ave®
H
H
H,N \H/V
ol

2

The product of 1f (4.81 mmol) was dissolved in a saturated solution of HCI in ethanol (250
mL), the mixture stirred at room temperature over night and then evaporated to dryness at
30°C. The remainig raw material was dissolved in 200 mL dry ethanol, then ammonium
carbonate (48.1 mmol) was added and the mixture stirred at room temperature over night.
After evaporation of the solvent the remaining raw material was triturated with ca. 5 mL
ethanol, the undissolved material separated by filtration and the solvent evaporated at
30°C. The product was then dissolved in 30 mL water, the solution stirred with ca.2g
charcoal, filtered and evaporated to dryness.
Yield: 90%
CaoH3sNsO, (540.67)
TLC (reversed phase RP-8; methanol/5% aqueous NaCl solution 9:1): R¢=0.79
Mass spectrum (ESI): [M+H]" = 541

[M+CI]" = 575/7

Hapten2 2-[(4-Carbamimidoyl-phenylamino)-methyl]-1-methyl-1H-benzoimidazole-5-
carboxylic acid [2-(2-amino-ethylcarbamoyl)-ethyl]-pyridin-2-yl-amide
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o / NH
H NH
N N
HZN/\/ W | AN
O N .=

2

2a 3-({2-[(4-Cyano-phenylamino)-methyl]-1-methyl-1H-benzoimidazole-5-carbonyl}-

pyridin-2-yl-amino)-propionic acid

CH CH

3 3

/ /
N N
o) 7\ o) 7\
AN N N —N S N N —N
H . H
HSC\/OWN ~ HOWN -~
0 N o) N

To a solution of sodium hydroxide (50.0 mmol) in 500 mL ethanol and 50 mL water was
added 3-({2-[(4-Cyano-phenylamino)-methyl]-1-methyl-1H-benzoimidazole-5-carbonyl}-

10 pyridin-2-yl-amino)-propionic acid ethyl ester (41.4 mmol). The mixture was stirred at room
temperature for three hours, then ca. 350 mL ethanol were distilled off, ca. 100 mL water
was added and the pH was adjusted to 6. Then diethylether (50 mL) was added and the
mixture stirred over night. The product was isolated by filtration and used without further
purification.

15 Yield: 78%

CasH22NsO3 (454.48)

2b {2-[3-({2-[(4-Cyano-phenylamino)-methyl]-1-methyl-1H-benzoimidazole-5-
carbonyl}-pyridin-2-yl-amino)-propionylamino]-ethyl}-carbamic acid tert-butyl ester

20

3

s
N
o 2\
0 N H —N
H.C J\ H
/\/N N
e e
3C o) N~
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A solution of the product of 2a (2.20 mmol), 2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium tetrafluoroborate (TBTU, 2.20 mmol) and N-methyl-morpholin (2.20
mmol) in dry tetrahydrofuran (100 mL) was stirred at room temperature for 15 minutes.
Then (2-amino-ethyl)-carbamic acid tert-butyl ester (2.20 mmol) was added and the
mixture stirred at room temperature for another 24 hours. The mixture was then diluted
with 40 mL water, the product was isolated through extraction with ethyl acetate and
purified by chromatography (silica gel; dichloromethane/methanol 15:1).
Yield: 61%
Ca2H3sNsO4 (596.68)
Mass spectrum (ESI): [M+H]" = 597

[M+H] = 595

2c 2-[(4-Carbamimidoyl-phenylamino)-methyl]-1-methyl-1H-benzoimidazole-5-
carboxylic acid [2-(2-amino-ethylcarbamoyl)-ethyl]-pyridin-2-yl-amide

Y@W

HN/\/W\O

The product of 2b (1.34 mmol) was added to a saturated HCI solution in dry ethanol (30

mL). The solution was stirred at room temperature for 5 hours, then evaporated to dryness

at 30°C. Ethanol (30 mL) and ammonium carbonate (13.0 mmol) were added and the
mixture stirred at room temperature over night. The solvent was then evaporated, the

residual material was triturated 5 times with ca. 4 mL of a mixture of

dichloromethane/methanol (30:1), filtered and evaporated in order to separate the product

from inorganic salts.

Yield: 27%

C27H31NgO, (513.61)

Mass spectrum (ESI): [M+CI]" = 548/50
[M+HCI+CI] = 584/6
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[M+H]" = 514
2. CHEMICALS
21 CHEMICALS FOR REAGENT SYNTHESIS
name specification supplier catalogue no.
1,4-Benzoquinone Fluka 12309
Bovines Serum Albumin Serva 11920
(BSA)
1,1’-Carbonyl-di-(1,2,4- Fluka 01861
triazol)
Citric acid analytical grade Riedel-De Haén 33114
N,N- dimethylformamide [for synthesis Merck 322275
(DMF)
Ethanol analytical grade Baker 3006
Freund’s adjuvant (CFA) |Complete Sigma F-5881
Freund’s adjuvant (IFA) [incomplete Sigma F-5506
Glycerine Pure Merck 104093
horseradish peroxidase 25000 U /100 mg Boehringer Mannheim [108090
HRP
H,SO4 analytical grade Riedel-De Haén 30743
KH,PO4 analytical grade Merck A873
NaHCO4 analytical grade Merck 106329
Na,CO4 analytical grade Merck 106392
(NH4)>SO4 analytical grade Merck 101217
o-phenylene diamine 30 mg tablet Sigma P8412
Sodium perborate Pure Riedel-De Haén 11621
[Thymol Pure Merck 3167
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2.2 CHEMICALS FOR ELISA
Name Specification supplier catalogue no.
Citric acid analytical grade Riedel-De Haén (33114
H,SO4 analytical grade Riedel-De Haén 30743
KH,PO4 analytical grade Merck A873
Na,HPO, - 2 H,O analytical grade Merck 6580
NaCl analytical grade Merck 6404
NaOH analytical grade Merck 5498
o-phenylene diamine 30 mg tablet Sigma P8412
Sodium perborate Pure Riedel-De Haén [11621
[Tween 20 Pure Serva 37470
23 BUFFERS FOR ELISA
Name Ingredients use
buffer 1 0.05 M Na,HPQO, / KH,PO, coating
0.15 M NaCl, pH = 7.4
stability: 4 weeks at approximately +4°C
buffer 2 as buffer 1, with 5 g/l BSA assay buffer
stability: 10 days at approximately +4°C
buffer 3 as buffer 1, microplate blocking;
with 5 g/l BSA and 0.1 g/L thimerosal  [storage
stability: 4 weeks at approximately +4°C
buffer 4 0.1 M citric acid, adjusted to pH 5.0 with substrate buffer for
NaOH, o-phenylene diamine
6.5 mmol/L sodium perborate
stability: citric acid:
6 months at approximately +4°C
with perborate:
10 days at approximately +4°C
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wash solution  water, 0.5 g/L Tween 20 microplate washing
stability: 10 days at ambient temperature
stop reagent 2.25 M H,SO, arrests o-phenylene

diamine colour

stability: 5 years at ambient temperature development

Water from an Elgastat Maxima-HPLC ultra pure water processing system was used to

prepare buffer solutions.

3. SYNTHESIS OF IMMUNOGENS

In order to stimulate the immune system of rabbits to produce polyclonal antibodies
against dabigatran, three immunogens (lot. nos. GL256, GL258, and GL262,) were
synthesized by coupling the haptens HAPTEN1 and HAPTEN2 to the carrier protein
bovine serum albumin (BSA) using 1,4-benzoquinone or 1,1°-carbonyl-di-(1,2,4-triazol) as

coupling reagent.

For the synthesis of GL256, 1,4-benzoquinone was used as a homobifunctional
compound with two reactive sites. First it reacts at an acidic pH with amino groups at only
one of the two sites and at an alkaline pH at the other site with minimal polymerization.

GL258 and GL262 were synthesized using 1,1’-carbonyl-di-(1,2,4-triazol) as coupling
reagent with different input ratios of the hapten to the carrier protein.

3.1 SYNTHESIS OF GL256

To the solution of 0.75 yMol BSA in 8.5 mL 0.1 M KH,PQO4-buffer (pH = 4.5), 0.416 mMol
1,4-benzoquinone (in 1.5 mL ethanol) was added and incubated for 1.5 h in the dark at
room temperature. Afterwards the solution passed a sephadex G25 column equilibrated in

0.15 M NacCl to eliminate the excess of 1,4-benzoquinone (final volume 12.5 mL).

2.5 mL (0.15 yMol) of the purified BSA-solution were added slowly under stirring to a
solution of the 525 uMol hapten HAPTEN1 dissolved in 2 mL 0.1 M NaHCO3/Na,CO3-
buffer (pH=8.5). During addition of the BSA solution the pH was adjusted to approximately

8.0. The molar input ratio of the hapten and the carrier protein was 3500:1.
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After incubation at room temperature over night the immunogen was dialysed 6 times
against 1 litre of aqua. dest. Thin-layer chromatography showed that no spots of unbound

hapten remained in the hapten-carrier conjugates.

The immunogen was stored frozen in aliquots at -20°C. The degree of substitution of BSA
with hapten in the supernatant of the immunogen was about 1:18 as determined by UV
absorption spectrometry at 302 nm. The content of immunogen in the final solution was
0.75 mg GL256 / mL

3.2 SYNTHESIS OF GL258

A solution of 158 yMol HAPTENZ in 6.3 mL N,N-dimethylformamide (DMF) was prepared
at room temperature. 158 yMol 1,1’-carbonyl-di-(1,2,4-triazol) was added and incubated
first for 4 hours at 10°C and afterwards for 30 min at room temperature. The chemical
reaction was checked with thin-layer chromatography and was about 20-25%.

Then 0.75 uMol BSA were dissolved in 2 mL 0.13 M NaHCO3 and 1 mL N,N-
dimethylformamide (DMF) was added dropwise under stirring. The pH was adjusted to
approximately 8.3. Afterwards the hapten solution (6.3 mL) and 4 mL 0.13 M NaHCO;
were added dropwise to the BSA solution under stirring and the pH was adjusted to 8.4.
The molar input ratio of the hapten and the carrier protein was 210:1 for the immunogen
GL258.

After incubation at room temperature over night under stirring conditions, the immunogen
was dialysed 6 times against 1 litre of aqua. dest. Thin-layer chromatography showed that

no spots of unbound hapten remained in the hapten-carrier conjugates.

The immunogen was stored frozen in aliquots at -20°C. The degree of substitution of BSA
with hapten in the supernatant of the immunogen was about 1:5 as determined by UV
absorption spectrometry at 302 nm. The content of immunogen in the final solution was
0.28 mg GL258 / mL.

-52-



10

15

20

25

WO 2011/089183 PCT/EP2011/050749

3.3 SYNTHESIS OF GL262

A solution of 225 yMol HAPTENZ in 8.75 mL N,N-dimethylformamide (DMF) was
prepared at room temperature. 225 yMol 1,1’-carbonyl-di-(1,2,4-triazol) was added and
incubated for 4 hours at 10°C. The chemical reaction was checked with thin-layer

chromatography and was about 20-25%.

Then 0.49 uMol BSA were dissolved in 2 mL 0.13 M NaHCO3; and 1 mL N,N-
dimethylformamide (DMF) was added dropwise under stirring. The pH was adjusted to
approximately 8.2. Afterwards the hapten solution (8.75 mL) and 6 mL 0.13 M NaHCO3
were added dropwise to the BSA solution under stirring and the pH was adjusted to 8.3.
The molar input ratio of the hapten and the carrier protein was 460:1 for the immunogen
GL262.

After incubation at room temperature over night under stirring conditions, the immunogen
was dialysed 6 times against 1 litre of aqua. dest. Thin-layer chromatography showed that

no spots of unbound hapten remained in the hapten-carrier conjugates.

The immunogen was stored frozen in aliquots at -20°C. The degree of substitution of BSA
with hapten in the supernatant of the immunogen was about 1:32 as determined by UV
absorption spectrometry at 302 nm. The content of immunogen in the final solution was
0.71 mg GL262 / mL

4, SYNTHESIS OF CONJUGATE

4.1 SYNTHESIS OF GL261

A solution of 37.4 yMol HAPTENZ2 in 1.5 mL N,N-dimethylformamide (DMF) was prepared
at room temperature. 37.5 yMol 1,1’-carbonyl-di-(1,2,4-triazol) was added and incubated
first for 4 hours at 10°C and afterwards for 30 min at room temperature. The chemical

reaction was checked with thin-layer chromatography and was about 20-25%.
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Then 1.125 yMol enzyme horseradish peroxidase (HRP) were dissolved in 0.4 mL 0.13 M
NaHCO; and 0.267 mL N,N- dimethylformamide (DMF) was added dropwise under
stirring. The pH was adjusted to approximately 8.2. Afterwards 0.9 mL of the hapten
solution (22.5 uMol) and 0.57 mL 0.13 M NaHCO; were added dropwise to the HRP
solution under stirring and the pH was adjusted to 8.4. The molar input ratio of the hapten
and the HRP was 20:1 for the HRP conjugate GL261.

After incubation at room temperature over night under stirring conditions, the HRP
conjugate was separated from organic solvents and the excess of hapten by gel
chromatography. The solution passed a sephadex G25 column equilibrated with 0.1 M
phosphate buffer pH 7.0.

The final concentration of hapten-HRP conjugate (tracer, 5.64 mg/mL) was spiked with
BSA vyielding a concentration of about 10 mg/mL, an equal volume of glycerine to prevent
freezing and a thymol crystal to prevent bacterial growth. The tracer solution was labelled
as lot no. GL261 and stored in aliquots at -20°C.

The degree of substitution of HRP with hapten was 1:0.2 as determined by UV

spectroscopy at 302 nm.

The specific activity of the tracer was measured in BSA-blocked microtiter plates using o-
phenylene-diamine (OPD) as substrate and native HRP as reference material. The
mixture of diluted HRP standards or the hapten-HRP conjugate and substrate solution
were incubated for 30 min in the dark, stopped with sulphuric acid and absorption
measured at 490 nm. The remaining activity was 94 % of the native HRP and the specific

activity of the conjugate formulation in glycerine was 611 U/mL.

Summary of tracer specifications:
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type: HAPTEN?2 - horseradish peroxidase
(lot no. GL 261)
protein content: 5.64 mg/mL
specific activity: 108 U/mg 611 U/ml
(substrate Guajacol and H,O,, 25°C)
storage: at approximately -20°C
working dilution: 1:40000
5. IMMUNIZATION AND PRODUCTION OF ANTIBODIES
51 IMMUNIZATION OF RABBITS

Twelve female chinchilla rabbits, 3 months old, were immunized with an emulsion of 100
pg immunogen GL256, GL258 and GL262 in 0.5 mL 0.9 % NaCl solution and 0.5 mL of
complete Freund’s adjuvant (CFA). Several booster immunizations followed in the next
month. For the third immunization 0.5 mL of incomplete Freund’s adjuvant (IFA) was
used. Each immunization was performed at four subcutaneous and four intramuscular

sites.

Group A — immunogen GL256
Rabbit 1 #50
Rabbit 2 #51
Rabbit 3 #52
Rabbit 4 #53

Group B — immunogen GL258
Rabbit 5 #54
Rabbit 6 #55
Rabbit 7 #56
Rabbit 8 #57

Group C — immunogen GL262
Rabbit 9 #46
Rabbit 10 #47
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Rabbit 11 #48
Rabbit 12 #49

Immunization scheme

Day 1 First immunization with 100 yg immunogen / mL per animal
in CFA

Day 29 Second immunization with 100 pg immunogen / mL per
animal
in CFA

Day 57 Third immunization with 100 ug immunogen / mL per animal
in IFA
the rabbit’s state of the healthy might change for the worse
by the use of immunogens GL256 and GL258
rabbit 7 #56 was not treated

Day 67 First bleeding (2 mL per animal)

Day 81 Fourth immunization with 100 yg immunogen / mL per
animal
in CFA

Day 91 Second bleeding (25 mL per animal)

Day 112 Fifth immunization with 100 pg immunogen /mL per animal in
CFA

Day 122 Assignment of the animal numbers was mislaid
Third final bleeding (Exsanguination)*

*Rabbit no. 1-12 were exsanguinated completely 10 days after the fifth immunization.

Exsanguination was performed via a carotid artery under anesthesia with xylazin

(Rompun®, Bayer, Leverkusen, Germany) and ketamine hydrochloride (Ketavet®, Parke-
Davis, Freiburg, Germany).

5.2 ANALYSIS OF RABBIT SERA

Serum was prepared by centrifugation of the coagulated rabbit blood. A protein fraction
was obtained by ammonium sulphate precipitation and desalting through a Sephadex G25

column.
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The individual protein fractions from the rabbit sera were screened for anti-dabigatran titer

by a standard ELISA procedure.

Screening-ELISA:

Step

Procedure

A

protein fractions from each bleeding were adsorbed overnight at ambient
temperature onto microtiter plates (100 pL/well; 1, 2 or 4 pg/mL) in buffer 1.
wash microplates 4 times, 450 pL each

block with 250 uL buffer 3 for at least 1 hour

wash microplates 4 times, 450 pL each

add to each well of microtiter plate in triplicate:

+ 50 uL buffer 2

+ 50 L calibration standards in buffer 2

+ 25 JL dabigatran-horseradish peroxidase (HRP) conjugate GL 261 (tracer)
(1/40000)

seal microplates with adhesive foil, complete sample distribution for all microplates

incubate for 4 h on a shaker at ambient temperature

wash microplates 4 times, 450 pL each

add to each well of microtiter plate 100 yL o-phenylene diamine HCI, 2.7 mg/mL
(one 30 mg tablet in 11 mL buffer 4)

incubate for 30 min in the dark at ambient temperature

add to each well of microtiter plate 100 L H,SO4 (2.25 M)

shake for 5 minutes

read absorbance; test-wavelength: 490 nm, reference-wavelength: 650 nm

5.3

DETECTION OF ANTI-DABIGATRAN ANTIBODIES IN RABBIT SERA

Last three columns: values are for dabigatran
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bleeding 2
rabbit mmunocgene coating
conc CORNG,
[pgfmi] fiol] [Ext] | Y

1 #549 GL256 2 0 1.8412 100%
2.E-142 1.574 a7%%

2.E-11 8,481 25%

2.E-10Q 0.05% 3%

p #51 GL256 1 0 2.183 100%
2.E-12 2.08¢ 5%

2.E-i1 1.815 £5%

2.E-10 0.207 EE)

3 #52 GL25E 2 8 1.513 1009,
2.E-12 1418 S49%

2.E-11 0.728 48%;

2.E-18 0. 107 7%

4 #53 GL256 2 0 1474 100%
2.E-142 1.388 8455

2.E-41 3.848 5836

2.E-10 0142 10%

5 #54 GL258 1 1] 2,114 100%
2.E-12 1.892 a89%

2.E-11 0.648 It

2.E-40 .15 8%

& #55 GL25E 1 8 1,285 1009
2.E-12 0.837 T2%

2.E-11 D.2&5 20%

2.E~1{ 03148 11%

T #55 GL258 2 8 1811 100°%
2.E-12 1.372 85%

2.E-11 0.424 26%

2.E-10 0. 145 9%

B #46 G@GL258 1 1] 1.840 100%
2.E-12 1.290 T9%

2.E-11 3425 285

2.E-10 0128 12%

B #AT SL262 2 0 1.854 100%,
2.E-12 1.534 3%

2.E-#1 0.530 29%

2.E-10 3,254 TdS%

10 #48 GL2G2 2 @ 1.458 1007
2.E-12 1,142 T8%

2.E-H1 §.308 21%

2.E-18 D131 9%

kR #49 GL262 4 g 1.648 1000
2.E-12 1AR3 B5%

2.E-11 0.460 28%

2.E-18 0.257 16%

12 #549 GL262 2 0 1.605 100%
2.E-12 1400 3T%

2.E-#1 0.389 2455

2.E-10 3. 138 Tl
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rabiit immunsgene coating
conec cone.
{g/mi] IMol} [Ext] [o6}
i ? 1 ] 1.588 100%
2E-12 1.442 S1%
2E-11 0.491 1%
2.E-10 0.130 8%
2 ? 4 g 1.375 100%
2.E-12 1.044 78%
2.E-11 0.283 21%
2.E-10 .11 7%
3 7 1 o 1.400 100%
2.E-12 1.081 T7%
2.E-11 0.288 21%
2.E-10 0.097 7 %
4 7 1 g 1.183 100%
2.E-12 0.5882 75%
2E-11 g.398 33%
2.E-10 0.183 15%
5 7 1 & 1.335 100 %
2.E-12 1.068 80%
2.E-11 0.183 14%%
2E-10 0.057 4%
6 ? 4 & 1.214 00 %
2.E-12 8,875 30%
2.E-11 0.250 21%
2.E-1¢ 0.123 3%
7 7 2 g 1.822 T00%
2.E-12 1.792 83%
2.E-11 £8.561 36%
2.E-10 0.188 10%
8 7 2 & 1.234 100%
2.E-12 1.085 88%
2.E-11 06871 B4%
2.E-10 0.147 12%
8 ¥ 1 ] 1.911% 100%
2.E-12 1.862 97%
2.E-14 £.980 5155
2.E-10 0,292 15%
10 ? 1 g 1.933 0%
2.E-12 1.8¢1 $8%
2.E-11 1.055 25%
2.E-10 8.078 4%
11 ? 1 ] 1.874 100%
2.E-12 1.817 97 %
2.E-11 1.538 82%
2.E-10 0.181 10%
12 7 2 ] 1.598 100%
2.E-12 1.4258 39%
2.E-1 0.475 30%
2.E-10 £.050 3%
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After screening of the protein fractions of all rabbits from bleeding 2, it was obvious that
rabbit no. 5 (#54) had the highest titre of anti-dabigatran antibodies with the preferred
hapten HAPTEN2. Furthermore, it was possible to displace the tracer from the antibody

binding sites with only low concentrations of analyte (dabigatran).

For the screening of the final bleeding 3, the displacement of the tracer from the antibody
binding site with low concentrations of analyte (dabigatran) was used as main decision
criteria, because of the missing information about the immunogen used. Therefore rabbits

no. 2, 3 and 5 were used for the further purification.

5.4 PURIFICATION OF POLYCLONAL ANTIBODIES

The anti-serum of rabbit no. 5 (#54) bleeding no. 2 and rabbits no. 2, 3 and 5 bleeding no.
3 (final bleeding) was precipitated with ammonium sulphate. The precipitate was
centrifuged for 30 min at 10°C at 4500 U/min, separated from the solution and re-
dissolved in Tris buffer. This procedure was repeated. Further purification was performed
by affinity chromatography on protein A sepharose FF. The column buffer was 0.01 M Tris
pH =7.5and 0.1 M glycine pH = 3.0 was used for elution. Fractions containing the rabbit
IgG were combined. Protein concentration was determined by UV spectroscopy at

280 nm.

Summary of antibody specifications:

immunogen: HAPTENZ2-BSA (lot no. GL258)
rabbit: no. 5 (#54) serum (bleeding no. 2)
protein content: 1.85 mg/mL

storage: at approximately -20°C
immunogen: HAPTEN1-BSA (GL256) or

HAPTENZ2-BSA (lot no. GL258) or
HAPTENZ2-BSA (lot no. GL262)

rabbit: no. 2 serum collected (final bleeding)
protein content: 3.9 mg/mL
storage: at approximately -20°C
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immunogen: HAPTEN1-BSA (GL256) or
HAPTENZ2-BSA (lot no. GL258) or
HAPTENZ2-BSA (lot no. GL262)

rabbit: no. 3 serum (final bleeding)
protein content: 9.96 mg/mL

storage: at approximately -20°C
immunogen: HAPTEN1-BSA (GL256) or

HAPTENZ2-BSA (lot no. GL258) or
HAPTENZ2-BSA (lot no. GL262)

rabbit: no. 5 serum (final bleeding)
protein content: 5.72 mg/mL
storage: at approximately -20°C

Il. Neutralization of dabigatran

Two series of experiments were performed to show the effect of the antibodies against
dabigatran anticoagulant activity in vitro. The four polyclonal antibodies were received in
the laboratory and further tested in human plasma. This was tested in the functional

assay, the thrombin clotting time.
Assay description:

Briefly human plasma is obtained by taking whole blood into 3.13% sodium citrate. This is
then centrifuged to obtain platelet free plasma and transferred to a separate tube and
frozen until required on the day of the assay. Plasma is thawed at 37°C on the day of the

assay.
The thrombin clotting time is performed as follows. First thrombin is diluted to

manufacturer’s specification (3 IU/mL thrombin) in the buffer provided (Dade Behring Test

kit) and prewarmed to 37°C. It is used within 2 hrs of being prepared. All assays were
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performed on a commercially available CL4 clotting machine (Behnk Electronics,
Norderstadt, Germany). Fifty uL of plasma is pipetted into provided cuvettes with a
magnetic stirrer and allowed to stir for 2 min in the well preheated to 37°C in the CL4
machine. At this point 100 uL of the thrombin solution is added and the time required for
the plasma sample to clot is recorded automatically by the CL4. Dabigatran is
preincubated for 5 min in plasma in the provided cuvettes, before adding thrombin and
starting the measurement. If antibody is also tested (up 50 pL of stock solution), there is a
further 5 minute incubation at 37°C before beginning clotting (i.e. 10 min total incubation
with dabigatran, 5 min total incubation with antibody and then clotting is initiated with

thrombin).

Initially a dabigatran standard curve was performed by adding increasing concentrations
of dabigatran to human plasma and measuring the time to clotting after addition of
thrombin (Figure 1). There was a concentration-dependent increase in the thrombin

clotting time with increasing concentrations of dabigatran.

For the first set of neutralization experiments, a clinically relevant concentration of 200 nM
of dabigatran was added to all plasma samples for neutralization. All 4 antibody
preparations were able to shorten the time to clotting in plasma containing dabigatran
(Figure 2). The extent of neutralization was related to the concentration of protein in each
antibody preparation. The antibody solution with the highest concentration (D) was then
serially diluted and tested for the ability to neutralize 200 nM dabigatran anticoagulant
activity in a separate set of experiments. It can be seen in Figure 3, there was a
concentration dependent inhibition of dabigatran-induced anticoagulant activity with
increasing concentrations of antibody. In addition when a non-specific rabbit polyclonal
antibody (blue square) was added to plasma containing dabigatran, it had no ability to
neutralise the anticoagulant activity. The concentration dependency and the lack of
neutralization of a non specific antibody indicate the reversal of anticoagulation by the

antibody is specific for dabigatran.
However, these concentrations of dabigatran are clinically relevant, and bleeding or

overdoses will probably occur with higher concentrations. Thus the ability of an antibody

to inhibit the anticoagulant activity of the highest concentration of dabigatran (500 nM) in
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the standard curve in Figure 1 was also tested. Figure 4 illustrates that antibody D could

also inhibit high concentrations of dabigatran.

lll. PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF MONOCLONAL
ANTI-DABIGATRAN ANTIBODIES

1. Production of monoclonal anti-dabigatran antibodies and Fabs

Mice were immunized with Hapten1 (see Example 1.1) conjugated to carrier proteins such
as hemocyanin and immunoglobulin and hybridomas were generated according to
standard procedures. Monoclonal antibodies purified from the culture supernatants bound
to dabigatran-protein conjugates and this binding could be competed with dabigatran in
solution with half-maximal inhibition at concentrations in the range of 1 to 10 nM. Fabs
were generated by papain cleavage of the monoclonal antibodies with subsequent

elimination of the Fc domain via Protein A.

The variable regions from the heavy and light chains of the mouse antibodies were cloned
and sequenced using standard methods. The sequences were confirmed by protein
analysis by mass spectrometry and N-terminal sequencing of the antibodies. DNA
constructs encoding chimeric antibodies comprising the specific mouse variable regions
and human IgG constant regions were generated and protein was expressed in HEK 293T

cells and purified.

2. Characterization of monoclonal anti-dabigatran antibodies and Fabs

The sequences of the variable domains of three monoclonal antibody clones are depicted
in Figures 5 and 6. The amino acid sequences of the variable domains of clone 13 are
depicted in Figure 5 (DBG 13 VH, heavy chain, SEQ ID NO: 16) and Figure 6 (DBG 13
VK, light chain, SEQ ID NO: 17). The amino acid sequences of the variable domains of
clone 14 are depicted in Figure 5 (DBG 14 VH, heavy chain, SEQ ID NO: 18) and Figure 6
(DBG 14 VK, light chain, SEQ ID NO: 19).The amino acid sequences of the variable
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domains of clone 22 are depicted in Figure 5 (DBG 22 VH, heavy chain, SEQ ID NO: 20)
and Figure 6 (DBG 22 VK, light chain, SEQ ID NO: 21).

The mouse monoclonal antibody clone 22 was tested for its ability to neutralize dabigatran
anticoagulant activity in human plasma in the thrombin clotting time assay outlined in
Example Il. The antibody completely reversed the dabigatran-mediated prolongation of
thrombin dependent clotting in human plasma in a dose dependent manner (Figure 7).
The antibody also effectively inhibited dabigatran function in human whole blood. A Fab
generated from this antibody blocked dabigatran activity in human plasma demonstrating
that monovalent antigen binding domains can neutralize compound anticoagulant activity.
(Figure 8).

The major metabolic pathway of dabigatran in humans is through the glucuronidation of
the carboxylate moiety. Dabigatran acylglucuronides have been shown to be
pharmacologically active (Ebner et al., Drug Metab. Dispos. 2010, 38(9):1567-75). To test
whether the mouse monoclonal antibody clone 22 could neutralize these metabolites,
dabigatran acylglucuronides were purified from the urine of rhesus monkeys treated with
dabigatran and evalulated in the thrombin clotting time assay. The antibody dose
dependently reversed the dabigatran acylglucuronide-mediated prolongation of thrombin
dependent clotting in human plasma with similar potency to that seen with dabigatran
(Figure 9). Thus the antibody is effective in blocking the anticoagulant activity of

dabigatran metabolites found in humans.

The affinities of the Fab and the mouse-human chimeric antibodies comprising the
variable domains of clones 22, 13 and 14 and human immunoglobulin constant regions
(light chain constant region: SEQ ID NO: 44; heavy chain constant region: SEQ ID NO:
45) were determined using Kinexa technology. A constant concentration of Fab or
chimeric antibody was incubated with various concentrations of dabigatran until
equilibrium was reached. After this incubation the concentration of free antibody was
determined by capturing the antibody on Neutravidin beads coupled with a Biotin-
conjugated dabigatran analog. The captured Fab was detected with an anti-Mouse IgG
(Fab specific) F(ab')2 fragment labeled with FITC. The captured chimeric antibodies were

detected with an anti-human IgG conjugated with Cy5. The dissociation constants were
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calculated using a 1:1 binding model. The results from these experiments are

summarized in the table below.

Affinity of anti-dabigatran antibodies

Antibody Apparent Ky
Clone 22 Fab 48 pM
Clone 22 Chimeric Ab 34 pM
Clone 13 Chimeric Ab 60 pM
Clone 14 Chimeric Ab 46 pM

Both the Fab and the chimeric antibodies bind dabigatran with high affinity.

3. Generation of humanized monoclonal anti-dabigatran antibodies and Fabs

In order to reduce potential immunogenicity following administration in man the mouse
monoclonal antibodies were ‘humanized.” Human framework sequences were selected for
the mouse leads based on the framework homology, CDR structure, conserved canonical
residues, conserved interface packing residues and other parameters. The specific
substitution of amino acid residues in these framework positions can improve various
aspects of antibody performance including binding affinity and/or stability, over that
demonstrated in humanized antibodies formed by "direct swap" of CDRs or HVLs into the
human germline framework regions. Fabs that showed better or equal binding and
improved expression as compared to the chimeric parent Fab were selected for further
characterization. The amino acid sequences of the variable domains of the humanized
Fabs are depicted in Figure 5 (Eng VH 14, SEQ ID NO: 22; ENG VH 15, SEQ ID NO: 24;
and ENG VH 31, SEQ ID NO: 26) and in Figure 6 (Eng VK 11, SEQ ID NO: 23; ENG VK
17, SEQ ID NO: 25; and ENG VK 18, SEQ ID NO: 27). A Fab comprising Eng VH 15 and
Eng VK 18 (light chain: SEQ ID NO: 37; heavy chain: SEQ ID NO: 36) was directly

expressed in CHO cells and purified using Kappa select and Protein G resins.
The Fab comprising Eng VH15 and Eng VK 18 was also converted to a full length 1gG in
the IgG1KO format (light chain: SEQ ID NO: 35; heavy chain: SEQ ID NO: 40). IgG1KO

(knock-out of effector functions) has two mutations in the Fc region, Leu234Ala and
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Leu235Ala, which reduce effector function such as FcgR and complement binding. The
IgG format is described in the literature (see for example Hezareh et al. (2001) Journal of
Virology 75: 12161-12168). The humanized anti-dabigatran antibodies optionally include
specific amino acid substitutions in the consensus or germline framework regions. The
18/15 antibody was expressed in HEK 293T cells or CHO cells and purified. Fab
fragments were generated by either Lys-C or papain cleavage of the intact antibody and

purified with elimination of the Fc domain via Protein A.

4. Characterization of anti-dabigatran Fabs

18/15 Fab fragment generated by Lys-C cleavage of the intact antibody was tested for its
ability to neutralize dabigatran anticoagulant activity in human plasma in the thrombin
clotting time assay outlined in Example 1l. The Fab completely reversed the dabigatran-
mediated prolongation of thrombin dependent clotting in human plasma is a dose
dependent manner with an 1Cs, of 2.6 nM (Figure 10). The directly expressed Fab
fragment and the Fab fragment generated by papain cleavage of the intact antibody also

neutralized dabigatran anticoagulant activity with ICsy’s of 2.6 and 2.7 nM, respectively.

The affinity of 18/15 Fab generated by Lys-C cleavage of the intact antibody and the
directly expressed Fab were determined on a BlAcore instrument utilizing SPR
technology. The Fabs were preincubated with increasing concentrations of dabigatran for
30 minutes at room temperature. The mixture was flowed over a sensor chip coated with
immobilized biotin-conjugated dabigatran analog and the binding of free Fab was
monitored. Using this solution competition assay design, the Kp values of the Fabs for
dabigatran were determined to be 0.16 pM for the Lys-C generated and 0.45 pM for the

directly expressed Fabs.

In vivo experiments with Fab generated by papain cleavage

Rats (male Wistar, ~300 g) were anesthetized with pentobarbital as a bolus (60 mg/kg i.p.)
and a continuous infusion for maintenance anesthesia (20 mg/kg/hri.p.) and were placed
on a 37°C heating pad to maintain internal body temperature. The carotid artery was
isolated and cannulated for blood sampling and the right jugular vein for substance

administration. Dabigatran was initiated as a bolus (0.3 yM/kg) and followed by an
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infusion (0.1 uM/kg/hr) over 20 min to achieve steady state plasma levels. After 20 min,
the Fab was injected i.v. as a single bolus at either equimolar or half equimolar
concentrations via the left jugular vein. Blood samples (1/10 dilution in 3.13% sodium
citrate) are taken at baseline (-20, -2 min) and at varying intervals for 30 min post Fab

injection.

The anticoagulant effects of dabigatran were measured as whole blood clotting times,
including the thrombin time (TT) and activated partial thromboplastin time (aPTT). Briefly,
the thrombin time is performed on a coagulometer by adding 50 yL whole blood into a well
that is prewarmed to 37°C. Thrombin (Siemens Healthcare, Marburg, Germany) in
concentrations of 3.0 U/mL is added (100 uL volume) and the time required to clot the
sample is measured. The whole blood aPTT is performed by prewarming 50 yL whole
blood to 37°C in a coagulometer and adding 50 pL aPTT reagent (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) for 3 min. Clotting time is initiated by the addition of 50 yL 0.025M
prewarmed (37°C) calcium chloride. The time required to clot the whole blood sample is

then recorded.

The results of 18/15 Fab (light chain: SEQ ID NO: 37, heavy chain Fd fragment: SEQ ID
NO: 41; produced by papain cleavage of full immuoglobulin expressed in CHO cells) given
as a single i.v. injection at an equimolar dose to dabigatran are shown in Figure 11 and
12. There was a rapid, almost immediate inhibition of dabigatran anticoagulant activity,
measured both as TT (Figure 11) and aPTT (Figure 12) in this model. Within one minute
of injection, dabigatran anticoagulant activity was completely neutralized back to baseline
levels. This was maintained for over 20 min, despite the ongoing continuous infusion of

i.v. dabigatran.

When the lower dose, half the molar dose of dabigatran was given, there was also an
initial reduction of both TT (Figure 13) and the aPTT (Figure 14). This was however, not
maintained as long as the higher dose under the conditions of the ongoing continous

infusion of dabigatran.

-67-



WO 2011/089183 PCT/EP2011/050749

Thus, these results demonstrate a predictable, dose-dependent and very rapid
neutralization of dabigatran anticoagulant activity after a single i.v. administration of anti-

dabigatran Fab in this animal model.
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1. An antibody molecule capable of neutralizing the activity of an anticoagulant.

The antibody molecule of claim 1 wherein said antibody molecule has binding

specificity for the anticoagulant.

The antibody molecule of claim 1 or 2 wherein the anticoagulant is a direct thrombin

inhibitor, a Factor Xa inhibitor, or a vitamin K antagonist.

The antibody molecule of any one of the preceding claims, wherein the
anticoagulant is dabigatran, argatroban, melagatran, ximelagatran, hirudin,
bivalirudin, lepirudin, desirudin, apixaban, otamixaban, rivaroxaban, defibrotide,
ramatroban, antithrombin Ill, or drotrecogin alpha.

The antibody molecule of any one of the preceding claims, wherein the

anticoagulant is a disubstituted bicyclic heterocycle of of general formula

Ra—A—Het—B—Ar—E , (I)

wherein

A denotes a carbonyl or sulphonyl group linked to the benzo, pyrido or thieno moiety

of the group Het,

B denotes an ethylene group in which the methylene group linked to the group Ar

may be replaced by an oxygen or sulphur atom or by an -NRy- group, wherein

R1 denotes a hydrogen atom or a C,4-alkyl group,

E denotes an R,NH-C(=NH)- group wherein
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R, denotes a hydrogen atom, a hydroxy, C1_g-alkoxycarbonyl,
cyclohexyloxycarbonyl, phenyl-C4_z-alkoxycarbonyl, benzoyl, p-C1.3-alkyl-

benzoyl or pyridinoyl group, whilst the ethoxy moiety in the 2-position of the

abovementioned Cq_g-alkoxycarbonyl group may additionally be substituted

by a Cq_3-alkylsulphonyl or 2-(C1_3-alkoxy)-ethyl group,

Ar denotes a 1,4-phenylene group optionally substituted by a chlorine atom or by a

methyl, ethyl or methoxy group or it denotes a 2,5-thienylene group,

Het denotes a 1-(C4_3-alkyl)-2,5-benzimidazolylene, 1-cyclopropyl-
2,5-benzimidazolylene, 2,5-benzothiazolylene, 1-(C1_3-alkyl)-2,5-indolylene,
1-(C1-3-alkyl)-2,5-imidazo[4,5-b]pyridinylene, 3-(C1_3-alkyl)-
2,7-imidazo[1,2-a]pyridinylene or 1-(C1_3-alkyl)-2,5-thieno[2,3-d]imidazolylene group

and

R. denotes an R;NR3- group wherein

R is a Cq.4-alkyl group which may be substituted by a carboxy, C1_g-al-
kyloxycarbonyl, benzyloxycarbonyl, C4_3-alkylsulphonylaminocarbonyl or

1H-tetrazol-5-yl group,

a Co_g-alkyl group substituted by a hydroxy, benzyloxy, carboxy-C4_3-alkyl-
amino, C4_z-alkoxycarbonyl-C1_3-alkylamino, N-(C4_3-alkyl)-carboxy-
C1_3-alkylamino or N-(C1_3-alkyl)-C_3-alkoxycarbonyl-C1_3-alkylamino
group, whilst in the abovementioned groups the carbon atom in the a-position

to the adjacent nitrogen atom may not be substituted,

R3 denotes a C3_7-cycloalkyl group, a propargyl group, wherein the
unsaturated part may not be linked directly to the nitrogen atom of the RoNR3

group, a phenyl group optionally substituted by a fluorine or chlorine atom, or
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by a methyl or methoxy group, a pyrazolyl, pyridazolyl or pyridinyl group
optionally substituted by a methyl group or

Ro and Rg3 together with the nitrogen atom between them denote a 5- to

7-membered cycloalkyleneimino group, optionally substituted by a carboxy or

C1-4-alkoxycarbonyl group, to which a phenyl ring may additionally be fused,

the tautomers, the stereocisomers and the salts thereof.

The antibody molecule of claim 5, wherein the anticoagulant is a compound selected

(@) 2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzthiazole-5-carboxylic acid-

N-phenyl-N-(2-carboxyethyl)-amide,

(b) 2-[N-(4-amidinophenyl)-N-methyl-aminomethyl]-benzthiazol-5-yl-carboxylic
acid-N-phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(c) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yI-
carboxylic acid-N-phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(d) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-
carboxylic acid-N-phenyl-N-(3-hydroxycarbonylpropyl)-amide,

(e) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-
carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-(hydroxycarbonylmethyl)-amide,

(f) 1-Methyl-2-[2-(2-amidinothiophen-5-yl)ethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic
acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(g) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-
carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,
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(h) 1-Methyl-2-[2-(4-amidinophenyl)ethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-
(2-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(i) 1-Methyl-2-[2-(4-amidinophenyl)ethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(j) 1-Methyl-2-[2-(4-amidinophenyl)ethyl]-benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-[2-(1H-tetrazol-5-yl)ethyl]-amide,

(k) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yI-
carboxylic acid-N-phenyl-N-[2-(1H-tetrazol-5-yl)ethyl]-amide,

(1) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-N-methyl-aminomethyl]-benzimidazol-5-yI-
carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(m) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-N-methyl-aminomethyl]-benzimidazol-5-
yl-carboxylic acid-N-(3-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(n) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-N-methyl-aminomethyl]-benzimidazol-5-
yl-carboxylic acid-N-phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(0) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-

carboxylic acid-N-phenyl-N-[(N-hydroxycarbonylethyl-N-methyl)-2-aminoethyl]

amide,

(p) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-
carboxylic acid-N-(3-fluorophenyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(9) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-
carboxylic acid-N-(4-fluorophenyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(r) 1-Methyl-2-[N-(4-amidino-2-methoxy-phenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-
yl-carboxylic acid-N-phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,
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(s) 1-Methyl-2-[N-(4-amidino-2-methoxy-phenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-
5-yl-carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(t) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)aminomethyl]-indol-5-yl-carboxylic acid-N-
phenyl-N-(2-methoxycarbonylethyl)-amide and

(u) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)aminomethyl]-thieno[2.3-d]imidazol-5-yI-
carboxylic acid-N-phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(v) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yI-
carboxylic acid-N-phenyl-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(w) 1-Methyl-2-[N-(4-amidinophenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-5-yl-
carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(x) 1-Methyl-2-[N-(4-amidino-2-methoxy-phenyl)-aminomethyl]-benzimidazol-
5-yl-carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-hydroxycarbonylethyl)-amide,

(y) 1-Methyl-2-[N-[4-(N-n-hexyloxycarbonylamidino)phenyl]- aminomethyl]-
benzimidazol-5-yl-carboxylic acid-N-(2-pyridyl)-N-(2-ethoxycarbonylethyl)-

amide,

the tautomers, stereoisomers and the salts thereof.

7.  The antibody molecule of claim 2 wherein the anticoagulant is dabigatran.

8.  The antibody molecule of claim 7 which is capable of neutralizing the activity of

dabigatran and 1-O-acylglucuronide of dabigatran.

9.  The antibody molecule of any one of claims 5 to 8 which comprises a heavy chain
variable domain with a CDR1 selected from the group consisting of SEQ ID NO: 1
and SEQ ID NO: 2, a CDR2 selected from the group consisting of SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, and SEQ ID NO: 8,
and a CDR3 selected from the group consisting of SEQ ID NO: 9 and SEQ ID NO:
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10.

11.

12.

13.

10, and a light chain variable domain with a CDR1 selected from the group
consisting of SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, and SEQ ID NO: 13, a CDR2 of SEQ
ID NO: 14, and a CDR3 of SEQ ID NO: 15.

The antibody molecule of claim 9 which comprises a heavy chain variable domain
with a CDR1 of SEQ ID NO: 1, a CDR2 selected from the group consisting of SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, and SEQ ID NO: 8, a CDR3 of SEQ ID NO: 10, and a light
chain variable domain with a CDR1 of SEQ ID NO: 13, a CDR2 of SEQ ID NO: 14,
and a CDR3 of SEQ ID NO: 15.

The antibody molecule of claims 9 or 10 which comprises a heavy chain variable
domain selected from the group consisting of SEQ ID NOs: 16, 18, 20, 22, 24, and
26, and a light chain variable domain selected from the group consisting of SEQ ID
Nos: 17,19, 21, 23, 25, and 27.

The antibody molecule of claim 11 which comprises a heavy chain variable domain
of SEQ ID NO: 16, and a light chain variable domain of SEQ ID No: 17, or a heavy
chain variable domain of SEQ ID NO: 18, and a light chain variable domain of SEQ
ID No: 19, or a heavy chain variable domain of SEQ ID NO: 20, and a light chain
variable domain of SEQ ID No: 21, or a heavy chain variable domain of SEQ ID NO:
22, and a light chain variable domain of SEQ ID No: 23, or a heavy chain variable
domain of SEQ ID NO: 24, and a light chain variable domain of SEQ ID No: 25, or a
heavy chain variable domain of SEQ ID NO: 24, and a light chain variable domain of
SEQ ID No: 27, or a heavy chain variable domain of SEQ ID NO: 26, and a light
chain variable domain of SEQ ID No: 27.

The antibody molecule of any one of the preceding claims which is a polyclonal
antibody, a monoclonal antibody, a human antibody, a humanized antibody, a
chimeric antibody, a fragment of an antibody, in particular a Fab, Fab’, or F(ab’),
fragment, a single chain antibody, in particular a single chain variable fragment
(scFv), a Small Modular Immunopharmaceutical (SMIP), a domain antibody, a

nanobody, a diabody, or a Designed Ankyrin Repeat Protein (DARPIn).
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

The antibody molecule of claim 13 which is a scFv, wherein the heavy chain variable
domain and the light chain variable domain are linked to each other through a linker
peptide selected from the group consisting of SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ
ID NO: 30, and SEQ ID NO: 31.

The antibody molecule of claim 14 which comprises SEQ ID NO: 32, or SEQ ID NO:
33.

The antibody molecule of claim 13 having a heavy chain comprising SEQ ID NO: 34
or SEQ ID NO: 40, and a light chain comprising SEQ ID NO: 35, or having a heavy
chain comprising SEQ ID NO: 42, and a light chain comprising SEQ ID NO: 43.

The antibody of claim 13 which is a Fab molecule having a Fd fragment comprising
SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, or SEQ ID NO: 41, and a light chain comprising
SEQ ID NO: 37 or SEQ ID NO: 39.

The antibody molecule of any one of the preceding claims for use in medicine.
Antibody molecule of any one of the preceding claims for use in the therapy or
prevention of side effects of anticoagulant therapy, and/or for reversal of an
overdosing of an anticoagulant.

Antibody molecule of claim 19, wherein the side effect is a bleeding event.

Method of treatment or prevention of side effects of anticoagulant therapy, or of an
overdosing event in anticoagulant therapy, comprising administering an effective
amount of an antibody molecule of any one of the preceding claims to a patient in

need thereof.

Method of manufacturing an antibody molecule of any one of the preceding claims,

comprising
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

(a) providing a host cell comprising one or more nucleic acids encoding said
antibody molecule in functional association with an expression control
sequence,

(b) cultivating said host cell, and

(c) recovering the antibody molecule from the cell culture.

A kit comprising an antibody of any one of claims 1 to 20, or a pharmaceutical

composition thereof.

A kit comprising:
(a) an antibody of any one of claims 1 to 20, or a pharmaceutical composition
thereof;
(b) a container; and

(c) alabel.

A kit comprising an antibody of any one of claims 7 to 20, and dabigatran,
dabigatran etexilate, a prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable salt

thereof.

The kit according to claim 25, wherein the form of dabigatran, dabigatran etexilate, a
prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable salt thereof is in the form of

a solid, liquid or gel.

The kit according to claim 25, wherein the pharmaceutically acceptable salt of

dabigatran etexilate is a mesylate salt.

The kit according to claim 25 or 27, wherein the strength per dosage unit of the
dabigatran, dabigatran etexilate, a prodrug of dabigatran or a pharmaceutically

acceptable salt thereof is between 75 mg and 300 mg, either QD or BID.
A kit comprising:

(a) an antibody of any one of claims 7 to 20, or a pharmaceutical composition

thereof;
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30.

31.

32.

33.

34.

(b) a pharmaceutical composition of dabigatran, dabigatran etexilate, a
prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable salt thereof;

(c) a container; and

(d) a label.

The kit according to claim 29, wherein the form of dabigatran, dabigatran etexilate, a
prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable salt thereof is in the form of

a solid, liquid or gel.

The kit according to claim 29, wherein the pharmaceutically acceptable salt of

dabigatran etexilate is a mesylate salt.

The kit according to claim 29 or 31, wherein the strength per dosage unit of the
dabigatran, dabigatran etexilate, a prodrug of dabigatran or a pharmaceutically

acceptable salt thereof is between 75 mg and 300 mg, either QD or BID.

A kit comprising:

(a) a first pharmaceutical composition comprising dabigatran, dabigatran
etexilate, a prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable salt
thereof;

(b) a second pharmaceutical composition comprising an antibody of any one of
claims 7 to 20;

(c) instructions for separate admininstration of said first and second
pharmaceutical compositions to a patient,

wherein said first and second pharmaceutical compositions are contained in
separate containers and said second pharmaceutical composition is administered
to a patient requiring neutralization or partial neutralization of dabigatran or 1-O-

acylglucuronide of dabigatran.

A method for neutralizing or partially neutralizing dabigatran or 1-O-acylglucuronide
of dabigatran in a patient being treated with dabigatran, dabigatran etexilate, a
prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable salt thereof, comprising
administering an antibody of any one of claims 7 to 20, or a pharmaceutical

composition thereof.
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35. A method for neutralizing or partially neutralizing dabigatran or 1-O-acylglucuronide
of dabigatran in a patient comprising:

(a) confirming that a patient was being treated with dabigatran, dabigatran
etexilate, a prodrug of dabigatran or a pharmaceutically acceptable salt
thereof, and the amount that was taken by the patient;

(b) neutralizing dabigatran or 1-O-acylglucuronide with an antibody of any one
of claims 7 to 20 prior to performing a clotting or coagulation test or assay
wherein dabigatran or the 1-O-acylglucuronide of dabigatran would
interfere with the accurate read out of the test or assay results;

(c) performing the clotting or coagulation test or assay on a sample taken from
the patient to determine the level of clot formation without dabigatran or 1-
O-acylglucuronide of dabigatran present; and

(d) adjusting an amount of dabigatran, dabigatran etexilate, a prodrug of
dabigatran or a pharmaceutically acceptable salt thereof administered to
the patient in order to achieve the appropriate balance between clot

formation and degradation in a patient.

36. The method according to claims 34 or 35, wherein the amount of antibody to
dabigatran or 1-O-acylglucuronide of dabigatran is in the molar ratio of between 0.1
and 100.

37. The method according to claim 36, wherein the amount of antibody to dabigatran or

1-O-acylglucuronide of dabigatran is in the molar ratio of between 0.1 and 10.
38. The method according to claim 35, wherein the accurate read out of the test or

assay result is an accurate read out of fibrinogen levels, activated protein C

resistance or related tests.
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ANTIDOTOS DE ANTICOAGULANTES

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
CAMPO TECNICO

La presente invencién esté relacionada con el campo de la medicina, en
particular con el campo de la terapia anticoagulante.
INFORMACION DE ANTECEDENTES

Los anticoagulantes son sustancias que previenen la coagulacién; es decir,
impiden que coagule la sangre. Los anticoagulantes se usan ampliamente en
terapia humana como medicacién para trastornos trombéticos, por ejemplo para la
prevencién primaria y secundaria de trombosis venosa profunda, embolia pulmonar,
infartos de miocardio e ictus en las personas predispuestas.

Una clase importante de anticoagulantes orales actla antagonizando los
efectos de la vitamina K, por ejemplo las cumarinas, que incluyen la warfarina. Una
segunda clase de compuestos inhiben la coagulacién indirectamente a través de un
cofactor tal como la antitrombina Ill o el cofactor Il de la heparina. Esta incluye
varios productos de heparina de bajo peso molecular que catalizan la inhibicion
predominantemente del factor Xa (y en un menor grado de la trombina) a través de
la antitrombina Ill (bemiparina, certoparina, dalteparina, enoxaparina, nadroparina,
parnaparina, reviparina, tinzaparina). Oligosacéridos de cadena mas pequena
(fondaparinux, idraparinux) inhiben Unicamente el factor Xa a través de la
antitrombina lll. Los heparinoides (danaparoid, sulodexida, dermatan sulfato) actian
a través de los dos cofactores e inhiben tanto al factor Xa como a la trombina. Una
tercera clase representa los inhibidores directos de la coagulacion. Los inhibidores
directos del factor Xa incluyen apixaban, edoxaban, otamixaban, rivaroxaban, y los
inhibidores directos de la trombina incluyen las hirudinas bivalentes (bivalirudina,
lepirudina, desirudina), y los compuestos monovalentes argatroban y dabigatran.

Como la coagulacién sanguinea es un mecanismo biolégico para detener
las hemorragias, un efecto secundario de la terapia anticoagulante puede ser
acontecimientos hemorrégicos indeseados. Por lo tanto, es deseable proporcionar
un antidoto para poder detener dichos acontecimientos hemorragicos relacionados
con anticoagulantes cuando se producen (Zikria y Ansell, Current Opinion in
Hematology 2009, 16(5): 347-356). Una forma de conseguir esto es mediante la
neutralizacion de la actividad del compuesto anticoagulante presente en el paciente
después de la administracion.
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Son antidotos de anticoagulantes disponibles actualmente protamina (para
la neutralizacion de la heparina) y vitamina K para la neutralizacion de antagonistas
de vitamina K tales como warfarina. También se han usado plasma fresco
congelado y factor Vlla recombinante como antidotos no especificos en pacientes
con tratamiento con heparina de bajo peso molecular, que padecen traumatismos
importantes o hemorragia severa (Lauritzen, B. et al, Blood, 2005, 607A-608A.).
También se presentan fragmentos de protamina (Patente de Estados Unidos N°
6.624.141) y pequefios péptidos sintéticos (Patente de Estados Unidos N°
6.200.955) como antidotos de heparina o de heparina de bajo peso molecular; y
muteinas de trombina (Patente de Estados Unidos N° 6.060.300) como antidotos
para el inhibidor de trombina. Se han presentado intermedios y derivados de
protrombina como antidotos de hirudina e inhibidores de trombina sintéticos
(Patentes de Estados Unidos N° 5.817.309 y 6.086.871). Para inhibidores directos
del factor Xa, se han propuesto analogos inactivos del factor Xa como antidotos
(documento W0O2009042962). Ademas, se ha usado factor Vlla recombinante para
invertir el efecto de inhibidores indirectos del factor Xa dependientes de
antitrombina |ll tales como fondaparinux e idraparinux (Bijsterveld, NR et al,
Circulation, 2002, 106:2550-2554; Bijsterveld, NR et al, British J. of Haematology,
2004(124): 653-658). Se proporciona una revision de métodos de inversién
anticoagulante en Schulman y Bijsterveld, Transfusion Medicine Reviews 2007:
21(1), 37-48.

Existe la necesidad de proporcionar antidotos mejorados para terapias
anticoagulantes y, en particular, para proporcionar antidotos para inhibidores
directos de trombina tales como dabigatran para el que no se han descrito hasta

ahora antidotos especificos.

BREVE COMPENDIO DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una molécula de
anticuerpo capaz de neutralizar la actividad de un anticoagulante.

En un aspecto adicional, la molécula de anticuerpo tiene especificidad de
unién por el anticoagulante.

En un aspecto adicional, el anticoagulante es un inhibidor directo de
trombina, un inhibidor del Factor Xa o un antagonista de vitamina K.

En un aspecto adicional, el anticoagulante es dabigatran, argatroban,

melagatran, ximelagatran, hirudina, bivalirudina, lepirudina, desirudina, apixaban,
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otamixaban, edoxaban, rivaroxaban, defibrotida, ramatroban, antitrombina Ill, o
drotrecogina alfa.

En una realizacion adicional, el anticoagulante es un heterociclo biciclico
disustituido de férmula general

Ry, - A - Het - B - Ar - E , (1)

en la que
A representa un grupo carbonilo o sulfonilo unido al resto benzo, pirido o tieno del
grupo Het,
B representa un grupo etileno en el que el grupo metileno unido al grupo Ar puede
estar reemplazado por un atomo de oxigeno o azufre o por un grupo -NR;-, en el
que
R, representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo Ci.4,
E representa un grupo R,NH-C(=NH)- en el que
Ry representa un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxi, alcoxicarbonilo C_g,
ciclohexiloxicarbonilo, fenil-alcoxicarbonilo Ci.3, benzoilo, p-alquil C;s-
benzoilo o piridinoilo, mientras que el resto etoxi de la posicion 2 del grupo
alcoxicarbonilo Cy4 mencionado anteriormente puede estar sustituido
adicionalmente con un grupo alquil C,.ssulfonilo o 2-(alcoxi C4.3)-€tilo,
Ar representa un grupo 1,4-fenileno opcionalmente sustituido con un atomo de cloro
0 con un grupo metilo, etilo o metoxi o representa un grupo 2,5-tienileno,
Het representa un grupo 1-(alquil Ci.3)-2,5-bencimidazolileno, 1-ciclopropil-
2,5-bencimidazolileno, 2,5-benzotiazolileno, 1-(alquil C4.3)-2,5-indolileno, 1-(alquil
C1.3)-2,5-imidazo[4,5-b]piridinileno, 3-(alquil C+.5)-2,7-imidazo[1,2-a]piridinileno o 1-
(alquil C4.3)-2,5-tieno[2,3-d]imidazolileno y
Ra representa un grupo R:NR3- en el que
Rz es un grupo alquilo C4.4 que puede estar sustituido con un grupo carboxi,
alquiloxicarbonilo Cy.¢, benciloxicarbonilo, alquilsulfonil C.3-aminocarbonilo o
1H-tetrazol-5-ilo,
un grupo alquilo C,.4 sustituido con un grupo hidroxi, benciloxi, carboxi-alquil
Cis-amino, alcoxicarbonil Cis-alquilamino C;3, N-(alquil C;3)-carboxi-
alquilamino C4.3 o N-(alquil C4.3)-alcoxicarbonil Ci.3-alquilamino C;.3, mientras
que en los grupos mencionados anteriormente, el atomo de carbono de la

posicién o con respecto al atomo de nitrégeno adyacente puede estar sin
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sustituir,
Rs representa un grupo cicloalquilo Cs.7, un grupo propargilo, en el que la
parte insaturada puede no estar unida directamente al &tomo de nitrégeno del
grupo RzNR 3, un grupo fenilo opcionalmente sustituido con un atomo de fldor
o cloro, o con un grupo metilo o metoxi, un grupo pirazolilo, piridazolilo o
piridinilo opcionalmente sustituido con un grupo metilo o
Rz y Rs, junto con el atomo de nitrégeno que esta entre ellos, representan un
grupo cicloalquilenoimino de 5 a 7 miembros, opcionalmente sustituido con un
grupo carboxi o alcoxicarbonilo Ci4, con el que puede estar condensado
ademas un anillo de fenilo,
los tautémeros, los estereoisémeros y las sales del mismo.
En una realizacién adicional, el anticoagulante es un compuesto
seleccionado entre
(a) N-fenil-N-(2-carboxietil)-amida del acido 2-[N-(4-amidinofenil)-aminometil]-
benzotiazol-5-carboxilico,
(b) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 2-[N-(4-amidinofenil)-N-metil-
aminometil]-benzotiazol-5-il-carboxilico,
(¢) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-amidinofenil)-
aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,
(d) N-fenil-N-(3-hidroxicarbonilpropil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-amidinofenil)-
aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,
(e) N-(2-piridil)-N-(hidroxicarbonilmetil)-amida  del  acido  1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,
(f) N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[2-(2-amidinotiofen-
5-il)etil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,
(@)  N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida  del  acido  1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,
(h)  N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida  del  acido  1-metil-2-[2-(4-
amidinofenil)etil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,
(i) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[2-(4-amidinofenil)etil]-
bencimidazol-5-il-carboxilico,
(j) N-fenil-N-[2-(1H-tetrazol-5-il)etil]-amida del &cido 1-metil-2-[2-(4-amidinofenil)etil]-
bencimidazol-5-il-carboxilico,
(k) N-fenil-N-[2-(1H-tetrazol-5-il)etil]-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-amidinofenil)-

aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,
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() N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-amidinofenil)-
N-metil-aminometil]-benzimidazol-5-il-carboxilico,

(m)  N-(3-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida  del acido  1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-N-metil-aminometil]-benzimidazol-5-il-carboxilico,

(n) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-amidinofenil)-N-
metil-aminometil]-benzimidazol-5-il-carboxilico,

(0) N-fenil-N-[(N-hidroxicarboniletil-N-metil)-2-aminoetil]-amida del acido 1-metil-2-
[N-(4-amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(p)  N-(3-fluorofenil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(@) N-(4-fluorofenil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(r) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-amidino-2-metoxi-
fenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(s) N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarbonil-etil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-amidino-2-
metoxi-fenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(t) N-fenil-N-(2-metoxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)aminometil]-indol-5-il-carboxilico,

(u) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)aminometil]-tieno[2,3-d]imidazol-5-il-carboxilico,

(v) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-amidinofenil)-
aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(w)  N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida  del  acido  1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(x) N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-amidino-2-
metoxi-fenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(y) N-(2-piridil)-N-(2-etoxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-[4-(N-n-
hexiloxicarbonilamidino)fenil]-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico, y

los tautdbmermos, estereoisdmeros y las sales de los mismos.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una molécula de
anticuerpo dirigida contra dabigatran, exetilato de dabigatran y/o un O-
acilglucurénido de dabigatran.

En un aspecto adicional, la molécula de anticuerpo es un anticuerpo
policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo humano, un anticuerpo

humanizado, un anticuerpo quimérico, un fragmento de un anticuerpo, en particular
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un fragmento Fab, Fab’ o F(ab’),, un anticuerpo monocatenario, en particular un
fragmento variable monocatenario (scFv), un anticuerpo de dominio, un
nanocuerpo, un diacuerpo, o una DARPIn.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una molécula de
anticuerpo como se ha descrito anteriormente para uso en medicina.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una molécula de
anticuerpo como se ha descrito anteriormente para uso en la terapia o prevencién
de efectos secundarios de una terapia anticoagulante.

En un aspecto adicional, el efecto secundario es un acontecimiento
hemorragico.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un método de
tratamiento de efectos secundarios de una terapia anticoagulante, que comprende
administrar una cantidad eficaz de una molécula de anticuerpo como se ha descrito
anteriormente a un paciente que lo necesita.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un kit que comprende
una molécula de anticuerpo segun se describe, junto con un recipiente y una

etiqueta.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: Aumento del tiempo de coagulacion observado con concentraciones
crecientes de dabigatran usando el ensayo de tiempo de coagulacion de la
trombina. La concentracion 200 nM tuvo como resultado una elevacién de ~5 veces
en el tiempo de coagulacion con respecto al valor inicial y se usé en la primera y
segunda serie de experimentos. En la Ultima serie de experimentos se usé la
concentracion 500 nM (supraterapéutica).

Figura 2: Cuatro anticuerpos diferentes contra dabigatran (A-D) neutralizaron el
largo tiempo de coagulacién del dabigatran en plasma humano. La coagulacion
basal en plasma humano fue de 10,9 segundos, cuando se preincubd dabigatran
200 nM con plasma, la coagulacién se prolongé a 51 segundos. Cada anticuerpo se
anadié a plasma preincubado con una concentracién 200 nM de dabigatran y se
incub6 adicionalmente durante 5 min. Después se inicié el tiempo de coagulacion
de la trombina mediante la adiciéon de trombina. Cada anticuerpo pudo invertir el
tiempo de coagulacién del dabigatran en diferentes grados. La solucion mas
concentrada produjo la mayor inversién de actividad anticoagulante.

Figura 3: El efecto de concentraciones crecientes de anticuerpo policlonal
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(anticuerpo D) anadido a plasma humano que se habia preincubado con dabigatran
200 nM. El tiempo de coagulacién basal fue de 11 segundos, la adicion de
dabigatran prolong6 la coagulacion a 63,7 segundos. Después se ensay6 el efecto
de diluciones crecientes de anticuerpo sobre la inversion de la prolongacién del
tiempo de coagulacién de trombina con dabigatran. La concentracién minima redujo
el tiempo de coagulacion de trombina a 43,9 segundos. Las concentraciones
superiores redujeron completamente el tiempo de coagulaciéon de trombina hasta
los niveles basales y dieron como resultado una neutralizacion completa del efecto
anticoagulante de dabigatran. La adicion de un anticuerpo policlonal de conejo no
especifico (cuadrado) no tuvo ningun efecto sobre la inversién del efecto
anticoagulante de dabigatran.

Figura 4: El efecto de concentraciones crecientes de anticuerpo policlonal
(anticuerpo D) ahadido a plasma humano que se habia preincubado con dabigatran
500 nM. EIl tiempo de coagulacién basal fue de 10,9 segundos, la adicion de esta
mayor concentracion de dabigatran prolongé la coagulacion hasta 111,7 segundos
(aumento ~10 veces). El efecto de una dilucién 1:2 de anticuerpo o solucién madre
invirtié la prolongacion del tiempo de coagulacién de trombina con dabigatran de
una manera dependiente de la concentracién. La maxima concentraciéon también
invirti6 completamente el tiempo de coagulacion de trombina a niveles basales y
tuvo como resultado una neutralizacion completa del efecto anticoagulante de
incluso concentraciones supraterapéuticas de dabigatran.

Figura 5: Secuencias de regiones variables de cadenas pesadas de molécula de
anticuerpo anti-dabigatran.

Figura 6: Secuencias de regiones variables de cadenas ligeras de molécula de
anticuerpo anti-dabigatran.

Figura 7: Un anticuerpo monoclonal de raton A (Clon 22) invierte el efecto
anticoagulante del dabigatran en plasma humano y en sangre humana entera. Se
anadieron concentraciones crecientes de anticuerpo de ratén a plasma humano o
sangre entera que se habian preincubado con dabigatran 30 nM. El ensayo se inici6
mediante la adiciéon de 1,5 — 2 U/mL de trombina y se midié el tiempo de
coagulacion. Una actividad de dabigatran del 100% se definié como la diferencia en
tiempo de coagulacién en presencia y ausencia de compuesto. El anticuerpo inhibié
de una manera dependiente de la dosis la prolongacién del tiempo de coagulacion
mediada por dabigatran.

Figura 8: Un Fab de ratén generado a partir del anticuerpo del Clon 22 revierte el
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efecto anticoagulante del dabigatran en plasma humano. Se afhadieron
concentraciones crecientes de Fab de ratén a plasma humano que se habia
preincubado con dabigatran 7 nM. El anticuerpo intacto también se ensay6 como
control positivo. El ensayo se inici6 mediante la adicién de 0,4 U/mL de trombina y
se midi6é el tiempo de coagulacién. La inhibicion de 100% se defini6 como el
bloqgueo completo del aumento en el tiempo de coagulacion mediado por
dabigatran. La dosis de Fab inhibié de una manera dependiente de la dosis la
prolongacion del tiempo de coagulacién inducida por dabigatran en plasma
humano.

Figura 9: Un anticuerpo monoclonal de raton A (Clon 22) invierte el efecto
anticoagulante de acilglucurénido de dabigatran en plasma humano. Se ahadieron
concentraciones crecientes de anticuerpo de ratén a plasma humano que se habia
preincubado con una concentracion 7 nM de acilglucurénido de dabigatran o
dabigatran. El ensayo se inici6 mediante la adicion de 0,4 U/mL de trombina y se
midié el tiempo de coagulacién. La inhibicién de 100% se definié como el bloqueo
completo del aumento en el tiempo de coagulacién mediado por el compuesto. La
dosis de anticuerpo inhibié de una manera dependiente de la dosis la prolongacion
del tiempo de coagulacion inducida por acilglucurénido de dabigatran en plasma
humano.

Figura 10: Un Fab humanizado (Fab 18/15) invierte el efecto anticoagulante del
dabigatran en plasma humano. Se afadieron concentraciones crecientes de Fab
18/15 a plasma humano que se habia preincubado con dabigatran 7 nM. El ensayo
se inici6 mediante la adicion de 0,4 U/mL de trombina y se midi6 el tiempo de
coagulacion. La inhibicién de 100% se defini6 como el bloqueo completo del
aumento en el tiempo de coagulacion mediado por dabigatran. La dosis de Fab
inhibi6 de una manera dependiente de la dosis la prolongaciéon del tiempo de
coagulacion inducida por dabigatran en plasma humano.

Figura 11: El tiempo de coagulaciéon de trombina en sangre entera ex vivo (3,0
U/mL) en ratas que recibieron dabigatran en forma de una infusién continua con
una administracion en bolo de Fab equimolar a t=0. La linea con circulos en negro
representa tratamiento con vehiculo sin farmaco. La linea con cuadrados en negro
representa actividad anticoagulante de dabigatran sin Fab. La linea con triangulos
en negro representa actividad anticoagulante después de la administraciéon de Fab.

Los datos se expresan como la media £ ET, n=4 animales por grupo de tratamiento.
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Figura 12: El aPTT en sangre entera ex vivo en ratas que recibieron dabigatran en
forma de una infusion continua con una administraciéon en bolo de Fab equimolar a
t=0. Los circulos en negro representan tratamiento con vehiculo sin farmaco. La
linea con cuadrados en negro representa actividad anticoagulante de dabigatran sin
Fab. La linea con triangulos en negro representa actividad anticoagulante después
de la administracién de Fab. Los datos se expresan como la media = ET, n=4
animales por grupo de tratamiento.

Figura 13: El tiempo de coagulaciéon de trombina en sangre entera ex vivo (3,0
U/mL) en ratas que recibieron dabigatran en forma de una infusiéon continua con
una administracion en bolo de dosis crecientes de Fab a t=0. La linea con circulos
en negro representa tratamiento con vehiculo sin farmaco. La linea con cuadrados
en negro representa actividad anticoagulante de dabigatran sin Fab. La linea con
triangulos en negro representa actividad anticoagulante después de la
administracion equimolar de Fab y la linea discontinua el 50% de dosis equimolar.
Los datos se expresan como la media £ ET, n=4 animales por grupo de tratamiento.
Figura 14: El aPTT en sangre entera ex vivo (3,0 U/mL) en ratas que recibieron
dabigatran en forma de una infusién continua con una administracion en bolo de
dosis crecientes de Fab a t=0. Los circulos en negro representan tratamiento con
vehiculo sin farmaco. La linea con cuadrados en negro representa actividad
anticoagulante de dabigatran sin Fab. La linea con tridngulos en negro representa
actividad anticoagulante después de la administracién de Fab equimolar y la linea
discontinua el 50% de dosis equimolar. Los datos se expresan como la media = ET,

n=4 animales por grupo de tratamiento.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una molécula de
anticuerpo capaz de neutralizar la actividad de un anticoagulante.

Los anticuerpos (también conocidos como inmunoglobulinas, abreviado Ig)
son proteinas gammaglobulinas que pueden encontrarse en la sangre o en otros
fluidos corporales de vertebrados, y se usan por el sistema inmune para identificar y
neutralizar objetos extrafios, tales como bacterias y virus. Tipicamente estan
hechos de unidades estructurales basicas - cada una con dos cadenas pesadas
grandes y dos cadenas ligeras pequefas - para formar, por ejemplo, monémeros
con una unidad, dimeros con dos unidades o pentameros con cinco unidades. Los

anticuerpos pueden unirse, mediante interaccion no covalente, a otras moléculas o
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estructuras conocidas como antigenos. Esta unién es especifica en el sentido de
que un anticuerpo sélo se unird a una estructura especifica con alta afinidad. La
Unica parte del antigeno reconocida por un anticuerpo se denomina epitopo, o
determinante antigénico. La parte del anticuerpo que se une al epitopo algunas
veces se denomina paratopo y reside en el denominado dominio variable, o region
variable (Fv) del anticuerpo. ElI dominio variable comprende tres denominadas
regiones determinantes de complementariedad (CDR) separadas por regiones
flanqueantes (FR).

Dentro del contexto de esta invencién, la referencia a CDR se basa en la
definicién de Chotia (Chotia y Lesk, J. Mol. Biol. 1987, 196: 901-917), junto con
Kabat ( E.A. Kabat, T.T. Wu, H. Bilofsky, M. Reid-Miller and H. Perry, Sequence of
Proteins of Immunological Interest, National Institutes of Health, Bethesda (1983)).

La técnica ha desarrollado adicionalmente anticuerpos y les ha hecho
herramientas versatiles en medicina y tecnologia. De esta manera, en el contexto
de la presente invencion, las expresiones “molécula de anticuerpo” o “anticuerpo”
(usados como sinénimos en la presente memoria) no incluyen sélo anticuerpos
como pueden encontrarse en la naturaleza, que comprenden, por ejemplo, dos
cadenas ligeras y dos cadenas pesadas, 0 so6lo dos cadenas ligeras como en
especies de camélidos, sino que ademas comprenden todas las moléculas que
comprenden al menos un paratopo con especificidad de unién a un antigeno y
similitud estructural con un dominio variable de una inmunoglobulina.

De esta manera, una molécula de anticuerpo de acuerdo con la invencién
puede ser un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico, un fragmento de un
anticuerpo, en particular un fragmento Fv, Fab, Fab’ o F(ab’),, un anticuerpo
monocatenario, en particular un fragmento variable monocatenario (scFv), un
producto inmunofarmacéutico modular pequefio (SMIP), un anticuerpo de dominio,
un nanocuerpo, un diacuerpo.

Los anticuerpos policlonales representan una coleccion de moléculas de
anticuerpo con diferentes secuencias de aminoacidos y pueden obtenerse a partir
de la sangre de vertebrados después de la inmunizacién con el antigeno por
procesos bien conocidos en la técnica.

Los anticuerpos monoclonales (mAb o moAb) son anticuerpos
monoespecificos que son idénticos en secuencia de aminoacidos. Pueden
producirse por tecnologia de hibridoma a partir de una linea celular hibrida



20

25

30

35

11 P01-2585-PCT

(denominada hibridoma) que representa un clon de una fusién de una célula B
productora de anticuerpos especifica con una célula de mieloma (cancer de células
B) (Kohler G, Milstein C. Continuous cultures of fused cells secreting antibody of
predefined specificity. Nature 1975; 256:495-7.). Como alternativa, pueden
producirse anticuerpos monoclonales por expresion recombinante en células
huésped (Norderhaug L, Olafsen T, Michaelsen TE, Sandlie I. (May 1997).
“Versatile vectors for transient and stable expression of recombinant antibody
molecules in mammalian cells.”. J Immunol Methods 204 (1): 77-87; véase también
mas adelante).

Para la aplicacién en el ser humano, con frecuencia es deseable reducir la
inmunogenicidad de anticuerpos procedentes originalmente de otra especie, tal
como el raton. Esto puede hacerse mediante la construccion de anticuerpos
quiméricos, o0 por un proceso denominado “humanizacién”. En este contexto, se
entiende que un “anticuerpo quimérico” es un anticuerpo que comprende una parte
de secuencia (por ejemplo, un dominio variable) procedente de una especie (por
ejemplo, ratén) fusionada a una parte de secuencia (por ejemplo, los dominios
constantes) procedente de una especie diferente (por ejemplo, ser humano). Un
“anticuerpo humanizado” es un anticuerpo que comprende un dominio variable
procedente originalmente de una especie no humana, en el que ciertos
aminodcidos se han mutado para que la secuencia general de ese dominio variable
se parezca mas a una secuencia de un dominio variable humano. En la técnica son
bien conocidos métodos de quimerizacion y humanizacion de anticuerpos (Billetta
R, Lobuglio AF. “Chimeric antibodies”. Int Rev Immunol. 1993;10(2-3):165-76;
Riechmann L, Clark M, Waldmann H, Winter G (1988). “Reshaping human
antibodies for therapy”. Nature: 332:323.).

Ademas, se han desarrollado tecnologias para crear anticuerpos basandose
en secuencias derivadas del genoma humano, por ejemplo por presentacion en
fagos o usando animales transgénicos (documento WO 90/05144; D. Marks, H.R.
Hoogenboom, T.P. Bonnert, J. McCafferty, A.D. Griffiths and G. Winter (1991) “By-
passing immunisation. Human antibodies from V-gene libraries displayed on phage.”
J.Mol.Biol., 222, 581-597; Knappik et al., J. Mol. Biol. 296: 57-86, 2000; S. Carmen y
L. Jermutus, “Concepts in antibody phage display”. Briefings in Functional
Genomics and Proteomics 2002 1(2):189-203; Lonberg N, Huszar D. “Human
antibodies from transgenic mice”. Int Rev Immunol. 1995;13(1):65-93.; Briiggemann
M, Taussig MJ. “Production of human antibody repertoires in transgenic mice”. Curr



20

25

30

35

12 P01-2585-PCT

Opin Biotechnol. 1997 Aug;8(4):455-8.). Estos anticuerpos son “anticuerpos
humanos” en el contexto de la presente invencion.

Las moléculas de anticuerpo de acuerdo con la presente invencion también
incluyen fragmentos de inmunoglobulinas que conservan propiedades de unién a
antigenos, tales como fragmentos Fab, Fab’ o F(ab’),. Estos fragmentos pueden
obtenerse por fragmentacion de inmunoglobulinas, por ejemplo, por digestién
proteolitica, o por expresion recombinante de dichos fragmentos. Por ejemplo, la
digestion de inmunoglobulinas puede realizarse por medio de técnicas rutinarias,
por ejemplo, usando papaina o pepsina (documento WO 94/29348), o
endoproteinasa Lys-C (Kleemann, et al, Anal. Chem. 80, 2001-2009, 2008). La
digestién con papaina o Lys-C de anticuerpos produce tipicamente dos fragmentos
idénticos de unién a antigeno, denominados fragmentos Fab, cada uno con un
Unico sitio de unidon al antigeno, y un fragmento Fc residual. El tratamiento con
pepsina produce un F(ab’),. Mas adelante se presentan con mas detalle métodos
para producir moléculas de Fab por expresion recombinante en células
hospedadoras.

Se han desarrollado varias tecnologias para poner dominios variables de
inmunoglobulinas, o moléculas derivadas de estos dominios variables, en un
contexto molecular diferente. Estas también deben considerarse “moléculas de
anticuerpo” de acuerdo con la presente invencion. En general, estas moléculas de
anticuerpo son de menor tamafo que las inmunoglobulinas, y pueden comprender
una sola cadena de aminoacidos o estar compuestas de varias cadenas de
aminoacidos. Por ejemplo, un fragmento variable monocatenario (scFv) es una
fusion de las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de
inmunoglobulinas, unidas entre si con un enlazador corto, normalmente serina (S) o
glicina (G) (documentos WO 88/01649; WO 91/17271; Huston et al; International
Reviews of Immunology, Volume 10, 1993, 195 - 217). Los “anticuerpos de un solo
dominio” 0 “nanocuerpos” llevan un sitio de unién a antigeno en un solo dominio de
tipo Ig (documentos WO 94/04678; WO 03/050531, Ward et al., Nature. 1989 Oct
12;341(6242):544-6; Revets et al., Expert Opin Biol Ther. 5(1):111-24, 2005). Uno o
mas anticuerpos de un solo dominio con especificidad de unién por el mismo
antigeno o por un antigeno diferente pueden unirse entre si. Los diacuerpos son
moléculas de anticuerpo bivalentes que consisten en dos cadenas de aminoacidos
que comprenden dos dominios variables (documento WO 94/13804, Holliger et al.,
Proc Natl Acad Sci U S A. 1993 Jul 15;90(14):6444-8). Otros ejemplos de moléculas
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semejantes a anticuerpos son los anticuerpos de la superfamilia de las
inmunoglobulinas (IgSF; Srinivasan y Roeske, Current Protein Pept. Sci. 2005, 6(2):
185-96). Un concepto diferente conduce a los denominados productos
inmunofarmacéuticos modulares pequefios (SMIP) que comprenden un dominio Fv
unido a una bisagra monocatenaria y dominios efectores que carecen del dominio
constante CH1 (documento WO 02/056910).

En otro aspecto, una molécula de anticuerpo de la invencién puede tener
incluso Unicamente una relacion estructural remota con un dominio variable de
inmunoglobulina, o no tener ninguna relacion en absoluto, siempre que tenga cierta
especificidad de unién y afinidad comparables a un dominio variable de
inmunoglobulina. Dicho “mimético de anticuerpo” que no es una inmunoglobulina,
que algunas veces se denomina “proteina de andamiaje”, puede basarse en los
genes de proteina A, las lipocalinas, un dominio de fibronectina, un dominio de
repeticion consenso de ankirina y tiorredoxina (Skerra, Current Opinion in
Biotechnology 2007, 18(4): 295-304). Una realizacién preferida en el contexto de la
presente invencion son proteinas de repeticion de ankirina (DARPIn; Steiner et al., J
Mol Biol. 2008 Oct 24;382(5): 1211-27; Stumpp MT, Amstutz P. Curr Opin Drug
Discov Devel. 2007 Mar;10(2):153-9).

La molécula de anticuerpo puede estar fusionada (como una proteina de
fusién) o unida de otra manera (mediante enlaces covalentes o0 no covalentes) a
otras entidades moleculares que tienen un impacto indeseado sobre las
propiedades de la molécula de anticuerpo. Por ejemplo, puede ser deseable
mejorar las propiedades farmacocinéticas de las moléculas de anticuerpo, por
ejemplo, la estabilidad en fluidos corporales tales como la sangre, en particular en
el caso de anticuerpos monocatenarios o anticuerpos de dominio. A este respecto
se han desarrollado varias tecnologias, en particular para prolongar la semivida de
dichas moléculas de anticuerpo en la circulacion, tales como la pegilacion
(documentos WO 98/25971; WO 98/48837; WO 2004081026), la fusion o la unién
covalente de otra manera de la molécula de anticuerpo a otra molécula de
anticuerpo que tenga afinidad por una proteina del suero tal como albumina
(documentos WO 2004041865; WO 2004003019), o la expresion de la molécula de
anticuerpo como una proteina de fusidén con todo o parte de una proteina del suero
tal como albumina o transferrina (documento WO 01/79258).

En un aspecto adicional, la molécula de anticuerpo tiene especificidad de
unién por el anticoagulante. “Especificidad de unién” significa que la molécula de
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anticuerpo tiene una afinidad de unién significativamente mayor por el
anticoagulante que por moléculas no relacionadas estructuralmente.

Afinidad es la interaccion entre un solo sitio de unién a antigeno en una
molécula de anticuerpo y un solo epitopo. Se expresa por la constante de
asociacion K, = ku/kgis, 0 la constante de disociacion Kp = Kgis/Kas.

En un aspecto de la invencién, el anticuerpo se une al anticoagulante con
una afinidad, determinada por analisis de resonancia de plasmoén de superficie
(Malmqvist M., “Surface plasmon resonance for detection and measurement of
antibody-antigen affinity and kinetics.”, Curr Opin Immunol. 1993 Apr;5(2):282-6.),
con un valor de Kp que varia de 0,1 pM a 100 uM, preferiblemente de 1 pM a 100
uM, preferiblemente de 1 pM a 1 uM. La afinidad de un anticuerpo también puede
medirse usando la tecnologia del ensayo de exclusion cinética (KinExA) (Darling,
R.J., and Brault P-A., “Kinetic exclusion assay technology: Characterization of
Molecular Interactions.” ASSAY and Drug Development Technologies. 2004, Dec
2(6): 647-657).

La afinidad de unién de una molécula de anticuerpo puede aumentarse por
un proceso conocido como maduracion de afinidad (Marks et al., 1992,
Biotechnology 10:779-783; Barbas, et al., 1994, Proc. Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-
3813; Shier et al., 1995, Gene 169:147-155). Por lo tanto, también se incluyen en la
presente invencién anticuerpos madurados por afinidad.

En un aspecto adicional de la invencion, la molécula de anticuerpo es capaz
de neutralizar la actividad del anticoagulante. Es decir, tras la unién a la molécula
de anticuerpo, el anticoagulante ya no puede ejercer su actividad anticoagulante, o
ejerce esta actividad a una magnitud reducida significativamente. Preferiblemente,
la actividad anticoagulante se reduce al menos 2 veces, 5 veces, 10 veces o 100
veces tras la unién al anticuerpo, como se determina en un ensayo de actividad que
es apropiado para el anticoagulante en cuestion, particularmente un ensayo de
coagulacion que es sensible a trombina, tal como el tiempo de coagulacion de
ecarina o el tiempo de coagulacién de trombina (H. Bounameaux, Marbet GA,
Lammle B, et al. “Monitoring of heparin treatment. Comparison of thrombin time,
activted partial thromboplastin time, and plasma heparin concentration, and analysis
of the behaviour of antithrombin III”. American Journal of Clinical Pathology
1980 74(1): 68-72).

Para fabricar las moléculas de anticuerpo de la invencion, el experto en la

materia puede elegir entre una diversidad de métodos bien conocidos en la técnica
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(Norderhaug et al., J Immunol Methods 1997, 204 (1): 77-87; Kipriianow y Le Gall,
Molecular Biotechnology 26: 39- 60, 2004; Shukla et al., 2007, J. Chromatography
B, 848(1): 28-39).

Los anticoagulantes son bien conocidos en la técnica, como se ha indicado
anteriormente. En un aspecto adicional de la invencién, el anticoagulante es un
inhibidor directo de trombina, un inhibidor del Factor Xa o un antagonista de
vitamina K. Un ejemplo de antagonista de vitamina K son las cumarinas, que
incluyen la warfarina. Son ejemplos de inhibidores indirectos predominantemente
del factor Xa el grupo de sustancias de heparina que actian mediante la activacion
de la antitrombina Ill, incluyendo varios productos de heparina de bajo peso
molecular (bemiparina, certoparina, dalteparina, enoxaparina, nadroparina,
parnaparina, reviparina, tinzaparina), ciertos oligosacaridos (fondaparinux,
idraparinux), heparinoides (danaparoid, sulodexida, dermatan sulfato), y los
inhibidores directos del factor Xa (apixaban, otamixaban, rivaroxaban). Los
ejemplos de inhibidores de trombina incluyen las hirudinas bivalentes (bivalirudina,
lepirudina, desirudina), y los compuestos monovalentes argatroban y dabigatran.

De esta manera, en un aspecto adicional, el anticoagulante es dabigatran,
argatroban, melagatran, ximelagatran, hirudina, bivalirudina, lepirudina, desirudina,
apixaban, edoxaban, otamixaban, rivaroxaban, defibrotida, ramatroban,
antitrombina lll, o drotrecogina alfa.

En una realizacion adicional, el anticoagulante es un heterociclo biciclico
disustituido de formula general

Ra—A—Het—B—Ar—E , (1)

en la que
A representa un grupo carbonilo o sulfonilo unido al resto benzo, pirido o tieno del
grupo Het,
B representa un grupo etileno en el que el grupo metileno unido al grupo Ar puede
estar reemplazado por un 4tomo de oxigeno o azufre o por un grupo -NR;-, en el
que
R, representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo Cy.4,
E representa un grupo R,NH-C(=NH)-, en el que
Ry representa un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxi, alcoxicarbonilo Cy.g,
ciclohexiloxicarbonilo, fenil-alcoxicarbonilo C,.3, benzoilo, p-alquil C4.3-benzoilo
o piridinoilo, mientras que el resto etoxi de la posicion 2 del grupo
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alcoxicarbonilo C;g mencionado anteriormente puede estar sustituido
adicionalmente con un grupo alquil C,.s-sulfonilo o 2-(alcoxi C;.3)-etilo,
Ar representa un grupo 1,4-fenileno opcionalmente sustituido con un atomo de cloro
0 con un grupo metilo, etilo o metoxi o representa un grupo 2,5-tienileno,
Het representa un grupo 1-(alquil C4.3)-2,5-bencimidazolileno, 1-ciclopropil-
2,5-bencimidazolileno, 2,5-benzotiazolileno, 1-(alquil C4.3)-2,5-indolileno, 1-(alquil
C1.3)-2,5-imidazo[4,5-b]piridinileno, 3-(alquil C4.3)-2,7-imidazo[1,2-a]piridinileno o 1-
(alquil Cy.3)-2,5-tieno[2,3-d]imidazolileno y
Ra representa un grupo RoNRs-, en el que
R. es un grupo alquilo Cy4 que puede estar sustituido con un grupo carboxi,
alquiloxicarbonilo Cy¢, benciloxicarbonilo, alquilsulfonil C4.3-aminocarbonilo o
1H-tetrazol-5-ilo,
un grupo alquilo C,.4 sustituido con un grupo hidroxi, benciloxi, carboxi-alquil
Cis-amino, alcoxicarbonil Cjs-alquilamino C;3, N-(alquil C;3)-carboxi-
alquilamino C,3 o N-(alquil C;.3)-alcoxicarbonil C,s-alquilamino C,.3, mientras
que en los grupos mencionados anteriormente, el atomo de carbono de la
posicion o con respecto al atomo de nitrégeno adyacente puede estar sin
sustituir,
Rs representa un grupo cicloalquilo Cs.7, un grupo propargilo, en el que la
parte insaturada puede no estar unida directamente al &tomo de nitrégeno del
grupo RoNR 3, un grupo fenilo opcionalmente sustituido con un atomo de fltor
o cloro, o con un grupo metilo 0 metoxi, un grupo pirazolilo, piridazolilo o
piridinilo opcionalmente sustituido con un grupo metilo o
R. y Rs junto con el atomo de nitrégeno que esta entre ellos representan un
grupo cicloalquilenoimino de 5 a 7 miembros, opcionalmente sustituido con un
grupo carboxi o alcoxicarbonilo Cy4, con el que puede estar condensado
ademas un anillo de fenilo,
los tautémermos, los estereoisémeros y las sales del mismo. Los compuestos de
formula (1), la preparacion de estos compuestos y su uso como anticoagulantes se
han descrito en el documento WO 98/37075.
En una realizacién adicional, el anticoagulante es un compuesto
seleccionado entre
(a) N-fenil-N-(2-carboxietil)-amida del acido 2-[N-(4-amidinofenil)-aminometil]-
benzotiazol-5-carboxilico,
(b) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 2-[N-(4-amidinofenil)-N-metil-
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aminometil]-benzotiazol-5-il-carboxilico,

(¢) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-amidinofenil)-
aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(d) N-fenil-N-(3-hidroxicarbonilpropil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-amidinofenil)-
aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(e) N-(2-piridil)-N-(hidroxicarbonilmetil)-amida  del  &acido  1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(f) N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[2-(2-amidinotiofen-
5-il)etil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(@)  N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida  del  acido  1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(h)  N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida  del  acido  1-metil-2-[2-(4-
amidinofenil)etil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(i) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[2-(4-amidinofenil)etil]-
bencimidazol-5-il-carboxilico,

(j) N-fenil-N-[2-(1H-tetrazol-5-il)etil]-amida del &cido 1-metil-2-[2-(4-amidinofenil)etil]-
bencimidazol-5-il-carboxilico,

(k) N-fenil-N-[2-(1H-tetrazol-5-il)etil]-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-amidinofenil)-
aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

() N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-amidinofenil)-
N-metil-aminometil]-benzimidazol-5-il-carboxilico,

(m)  N-(3-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida  del acido  1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-N-metil-aminometil]-benzimidazol-5-il-carboxilico,

(n) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-amidinofenil)-N-
metil-aminometil]-benzimidazol-5-il-carboxilico,

(0) N-fenil-N-[(N-hidroxicarboniletil-N-metil)-2-aminoetil]-amida del acido 1-metil-2-
[N-(4-amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(p)  N-(3-fluorofenil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(@) N-(4-fluorofenil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(r) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-amidino-2-metoxi-
fenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(s) N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-amidino-2-

metoxi-fenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,



20

25

18 P01-2585-PCT

(t) N-fenil-N-(2-metoxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)aminometil]-indol-5-il-carboxilico,

(u) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)aminometil]-tieno[2,3-d]imidazol-5-il-carboxilico,

(v) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-amidinofenil)-
aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(w)  N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida  del = &cido  1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(x) N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-amidino-2-
metoxi-fenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(y) N-(2-piridil)-N-(2-etoxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-[4-(N-n-
hexiloxicarbonilamidino)fenil]-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico, y

los tautdmeros, estereoisémeros y las sales de los mismos, habiéndose descrito
todos ellos en el documento WO 98/37075.

Un anticoagulante preferido en el contexto de la presente invencién es
dabigatran  (CAS  211914-51-1,  N-[2-(4-amidinofenilaminometil)-1-metil-1 H-
bencimidazol-5-ilcarbonil)- N-(2-piridil)-beta-alanina) que tiene la férmula quimica
(n:

NH

CH NH,

O N

HO N
A
W @ (I1)
o) N~

El dabigatran se conoce del documento WO 98/37075, que describe
compuestos con un efecto inhibidor de trombina y el efecto de prolongar el tiempo
de la trombina, con el nombre N-(2-piridil)-N-(2-etoxicarboniletil)-amida del acido 1-
metil-2-[N-(4-amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico. Véase también
Hauel et al. J Med Chem 2002, 45 (9): 1757—66.

Dabigatran se aplica como un profarmaco de formula (ll1):
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El compuesto de férmula Il (denominado dabigatran etexilato, CAS 211915-
06-9; 3-[(2-{[4-(hexiloxicarbonilamino-imino-metil)-fenilamino]-metil}-1-metil-1 H-
bencimidazol-5-carbonil)-piridin-2-il-amino]-propionato de etilo) se convierte en el
compuesto activo (ll) después de entrar en el cuerpo. Un polimorfo preferido de
etoxilato de dabigatran es etexilato-mesilato de dabigatran.

Las indicaciones principales del dabigatran son la prevencién postoperatoria
de la trombosis venosa profunda, el tratamiento de una trombosis venosa profunda
establecida y la prevencioén de ictus en pacientes con fibrilaciéon auricular (Eriksson
et al., Lancet 2007, 370 (9591): 949-56; Schulman S et al, N Engl J Med 2009, 361
(24): 2342-52; Connolly S et al.,N Engl J Med 2009, 361 (12): 1139-51; Wallentin et
al., Lancet 2010, 376 (9745): 975-983).

En el cuerpo humano, la ruta metabdlica humana principal del dabigatran es
la glucuronidacion del resto carboxilato (Ebner et al., Drug Metab. Dispos. 2010,
38(9):1567-75). Tiene como resultado la formacién del 1-O-acilglucurénido
(anémero beta). ElI 1-O-acilglucurénido, ademas de una hidrélisis minoritaria para
dar el aglicon, puede experimentar una migracién de acilo no enzimatica en
solucién acuosa, dando como resultado la formaciéon de los 2-O-, 3-O-, y 4-O-
acilglucurénidos. Los experimentos con el 1-O-acilglucurénido purificado y sus
productos de reordenacion isoméricos revelaron una prolongacion equipotente del
tiempo de tromboplastina parcial activada en comparacién con dabigatran.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo se une tanto a
dabigatran como a dabigatran etexilato.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo se une tanto a
dabigatran como a O-acilglucurénidos de dabigatran, en particular el 1-O-
acilglucurénido de dabigatran.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo se une ademas a
los 2-O-, 3-O- y 4-O-acilglucurénidos de dabigatran.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo es capaz de
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neutralizar la actividad de dabigatran y O-acilglucurénidos de dabigatran, en
particular el 1-O-acilglucurénido de dabigatran.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo tiene
especificidad de unién por dabigatran y comprende las secuencias de CDR que se
representan en las Figuras 5 y 6.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo comprende las
secuencias de CDR de cadena pesada que se representan en la Figura 5, y las
secuencias de CDR de cadena ligera que se representan en la Figura 6.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo comprende una
secuencia de dominio variable de cadena pesada como se representa en la Figura
5, y un dominio variable de cadena ligera como se representa en la Figura 6.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo comprende una
secuencia de dominio variable de cadena pesada como se representa con la
denominacion DBG 13 VH en la Figura 5, y una secuencia de dominio variable de
cadena ligera como se representa con la denominacion DBG 13 VK en la Figura 6.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo comprende una
secuencia de dominio variable de cadena pesada como se representa con la
denominacion DBG 14 VH en la Figura 5, y una secuencia de dominio variable de
cadena ligera como se representa con la denominacién DBG 14 VK en la Figura 6.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo comprende una
secuencia de dominio variable de cadena pesada como se representa con la
denominacion DBG 22 VH en la Figura 5, y una secuencia de dominio variable de
cadena ligera como se representa con la denominacion DBG 22 VK en la Figura 6.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo comprende una
secuencia de dominio variable de cadena pesada como se representa con la
denominacion Eng VH# 14 en la Figura 5, y una secuencia de dominio variable de
cadena ligera como se representa con la denominaciéon Eng VK# 11 en la Figura 6.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo comprende una
secuencia de dominio variable de cadena pesada como se representa con la
denominacion Eng VH# 15 en la Figura 5, y una secuencia de dominio variable de
cadena ligera como se representa con la denominacion Eng VK# 17 en la Figura 6.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo comprende una
secuencia de dominio variable de cadena pesada como se representa con la
denominacion Eng VH# 15 en la Figura 5, y una secuencia de dominio variable de

cadena ligera como se representa con la denominacion Eng VK# 18 en la Figura 6.
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En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo comprende una
secuencia de dominio variable de cadena pesada como se representa con la
denominacion Eng VH# 31 en la Figura 5, y una secuencia de dominio variable de
cadena ligera como se representa con la denominacion Eng VK# 18 en la Figura 6.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo tiene
especificidad de unién por dabigatran y comprende un dominio variable de cadena
pesada con una secuencia de CDR1 seleccionada entre el grupo que consiste en la
SEC ID N2 1 y la SEC ID N2 2, una CDR2 seleccionada entre el grupo que
consiste en la SEC ID N°: 3, SEC ID N%: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N%: 6, SEC ID N
7,y SEC ID N2 8, y una CDRS3 seleccionada entre el grupo que consiste en la SEC
ID N2: 9 y SEC ID N2 10, y un dominio variable de cadena ligera con una CDR1
seleccionada entre el grupo que consiste en la SEC ID N% 11, SEC ID N2 12,y
SEC ID N®: 13, una CDR2 de la SEC ID N°: 14, y una CDR3 de la SEC ID N®: 15.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena pesada con una CDR1 de la SEC ID N2 1, una CDR2
seleccionada entre el grupo que consiste en la SEC ID N 6, SEC ID N%: 7, y SEC
ID N°: 8, una CDR3 de la SEC ID N2: 10, y un dominio variable de cadena ligera con
una CDR1 de la SEC ID N2 13, una CDR2 de la SEC ID N% 14, y una CDR3 de la
SEC ID N¢: 15.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena pesada con una CDR1 de la SEC ID N2 1, una CDR2
de la SEC ID N% 7, una CDRS de la SEC ID N2 10, y un dominio variable de
cadena ligera con una CDR1 de la SEC ID N2: 13, una CDR2 de la SEC ID N®%: 14,y
una CDR3 de la SEC ID N¢: 15.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena pesada con una CDR1 de la SEC ID N2 1, una CDR2
de la SEC ID N2 5, una CDRS3 de la SEC ID N2 10, y un dominio variable de
cadena ligera con una CDR1 de la SEC ID N2: 11, una CDR2 de la SEC ID N%: 14,y
una CDR3 de la SEC ID N¢: 15.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena pesada seleccionado entre el grupo que consiste en las
SEC ID N@: 16, 18, 20, 22, 24 y 26, y un dominio variable de cadena ligera
seleccionado entre el grupo que consiste en las SEC ID N%: 17, 19, 21, 23, 25y 27.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena pesada de la SEC ID N% 16, y un dominio variable de
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cadena ligera de la SEC ID N¢: 17.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena pesada de la SEC ID N?: 18, y un dominio variable de
cadena ligera de la SEC ID N¢: 19.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena pesada de la SEC ID N2 20, y un dominio variable de
cadena ligera de la SEC ID N¢: 21.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena pesada de la SEC ID N?: 22, y un dominio variable de
cadena ligera de la SEC ID N¢: 23.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena pesada de la SEC ID N?: 24, y un dominio variable de
cadena ligera de la SEC ID N¢: 25.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena pesada de la SEC ID N?: 24, y un dominio variable de
cadena ligera de la SEC ID N¢:; 27.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena pesada de la SEC ID N°: 26, y un dominio variable de
cadena ligera de la SEC ID N¢:; 27.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo es una molécula
de scFv. En este formato, los dominios variables descritos en la presente memoria
pueden fusionarse entre si con un péptido enlazador adecuado, por ejemplo
seleccionado entre el grupo que consiste en las SEC ID N2 28, 29, 30 o 31. La
construccion puede comprender estos elementos en el orden, desde el extremo N
al extremo C, (dominio variable de cadena pesada)-(péptido enlazador)-(dominio
variable de cadena ligera), o (dominio variable de cadena ligera)-(péptido
enlazador)-(dominio variable de cadena pesada).

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo es una molécula
de scFv que comprende la SEC ID N%: 32 o la SEC ID N2 33. En otro aspecto de la
invencion, la molécula de anticuerpo es una molécula de scFv que consiste en la
SEC ID N2: 32 0 la SEC ID N2: 33.

En la técnica se conocen procesos que permiten la expresién recombinante
de acidos nucleicos que codifican construcciones de sFv en células hospedadoras
(tales como E. coli, Pichia pastoris o lineas de células de mamifero, por ejemplo
CHO o NSO0), produciendo moléculas de scFv funcionales (véase, por ejemplo,
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Rippmann et al., Applied and Environmental Microbiology 1998, 64(12): 4862-4869;
Yamawaki et al., J. Biosci. Bioeng. 2007, 104(5): 403-407; Sonoda et al., Protein
Expr. Purif. 2010, 70(2): 248-253).

En particular, las moléculas de scFv de la invencion pueden producirse
como se indica a continuacién. Las construcciones pueden expresarse en
diferentes cepas de E. coli tales como W3110, TG1, BL21, BL21(DE3), HMS174,
HMS174(DE3) y MM294 bajo el control de un promotor inducible. Este promotor
puede elegirse entre lacUV5, tac, T7, trp, trc, T5 y araB. Los medios de cultivo
preferiblemente estdn completamente definidos de acuerdo con Wilms et al,
2001(Wilms et al., Biotechnology and Bioengineering 2001, 73(2): 95-103) , DeLisa
et al., 1999 (Delisa et al., Biotechnology and Bioengineering 1999, 65(1): 54-64) o
equivalente. Sin embargo, puede ser beneficioso el suplemento del medio del lote
y/o el medio de alimentaciéon con aminoacidos tales como isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina o componentes de medios
complejos tales como peptona de soja o extracto de levadura. El proceso de
fermentacion se realiza en modo de lote alimentado. Condiciones: Temperatura 20
—40 °C, pH 5,5 - 7,5, el valor de DO se mantiene por encima de 20%. Después del
consumo de la fuente de carbono inicial, el cultivo se alimenta con el medio de
alimentacién indicado anteriormente (o equivalente). Cuando se alcanza un peso
celular seco de 40 a 100 g/L en el fermentador, el cultivo se induce con un inductor
apropiado que corresponde al sistema promotor usado (por ejemplo IPTG, lactosa,
arabinosa). La induccién puede realizarse como una inducciéon completa pulsatil o
como una induccién parcial mediante el suministro del inductor respectivo al
fermentador durante un periodo de tiempo prolongado o una combinacién de ambos
métodos. La fase de produccién debe durar al menos 4 horas. Las células se
recuperan por centrifugacién en decantadores centrifugos o decantadores
centrifugos tubulares o centrifugas verticales, y se desecha el sobrenadante del
cultivo.

La masa de células E. coli se resuspende en una cantidad de 4 a 8 veces
mayor de tampén de lisis (tampédn fosfato o Tris, pH 7-8.5). La lisis celular
tipicamente se realiza por homogeneizacién a alta presién seguido de recuperacion
del sedimento por centrifugacion en un decantador centrifugo, decantador
centrifugo tubular o centrifuga vertical. El sedimento que contiene cuerpos de
inclusién de scFv se lava 2-3 veces con Tris 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM,
Urea 2 M, Triton X-100 al 0,5%, pH 8,0 seguido de dos etapas de lavado usando
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Tris 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, pH 8,0. Los cuerpos de inclusion de scFv
finalmente se recuperan por centrifugacion en decantadores centrifugos,
decantadores centrifugos tubulares o centrifugas verticales. La solubilizacion de los
cuerpos de inclusion de scFv puede realizarse en Glicina 100 mM/NaOH, EDTA 5
mM, ditiotreitol 20 mM, pH 9,5-10,5 que contiene agentes caotropicos tales como
Guanidina 6 M-HCI o Urea 8-10 mM. Después de la incubacién durante 30-60
minutos, la solucién se centrifuga y el sobrenadante que contiene la proteina diana
se recupera para el replegamiento posterior. El replegamiento preferiblemente se
realiza en modo de lote alimentado diluyendo la solucién de proteina 1:10-1:50 en
tampén de replegamiento hasta una concentracién final de proteina de 0,1-0,5
mg/ml. El tamp6n de replegamiento puede contener Tris 50-100 mM y/o Glicina 50-
100 mM, NaCl 50-150 mM, urea 1-3 M, arginina 0,5-1 M, y una concentraciéon 2-6
mM de sistema redox tal como, por ejemplo, cisteina/cistina o glutatién
oxidado/reducido, pH 9,5-10,5. Después de la incubacion durante 24-72 h a 4°C, la
solucién de replegamiento opcionalmente se filtra usando un filtro de 0,22 um, se
diluye y el pH se ajusta a pH 7,0-8,0. La proteina se separa mediante cromatografia
de intercambio catiénico en modo de unién (por ejemplo Toyopearl GigaCap S-
650M, SP Sepharose FF o S HyperCel™) a pH 7,0-8,5. La elucién se realiza
mediante un gradiente de NaCl creciente lineal. Las fracciones que contienen la
proteina diana se reunen y posteriormente se separan en una columna de
intercambio anidénico en modo de no unién (por ejemplo Toyopearl GigaCap Q-
650M, Q-Sepharose FF, Q HyperCel™) seguido de una etapa de refinado de
intercambio catiénico (por ejemplo SP Sepharose HP). Las fracciones que
contienen la proteina diana con un nivel de pureza de 90% como minimo se rednen
y se formulan por diafiltracion o cromatografia de exclusion molecular en PBS. La
identidad y la calidad del producto de la molécula de scFv producida se analizan
mediante SDS-PAGE reductora en la que el scFv puede detectarse en una banda
principal de aproximadamente 26 kDa. Otros ensayos para la caracterizaciéon del
scFv incluyen espectrometria de masas, RP-HPLC y SE-HPLC.

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo es una
inmunoglobulina, preferiblemente una inmunoglobulina de tipo IgG1, o un knock-out
de funcién efectora de la misma, o IgG4. En otro aspecto de la invencién, la
molécula de anticuerpo es una inmunoglobulina que tiene una cadena pesada que
comprende la SEC ID N2: 34, la SEC ID N®: 40 o la SEC ID N2 42, y una cadena
ligera que comprende la SEC ID N2: 35 o la SEC ID N®: 43.
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En otro aspecto de la invenciéon, la molécula de anticuerpo es una
inmunoglobulina que tiene una cadena pesada que comprende la SEC ID N2 34, y
una cadena ligera que comprende la SEC ID N 35, o una cadena pesada que
comprende la SEC ID N®: 40, y una cadena ligera que comprende la SEC ID N2: 35.
En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo es una inmunoglobulina
que tiene una cadena pesada que comprende la SEC ID N% 42, y una cadena
ligera que comprende la SEC ID N%: 43

En otro aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo es una
inmunoglobulina que tiene una cadena pesada que comprende la SEC ID N2 34, y
una cadena ligera que comprende la SEC ID N% 35, o una cadena pesada que
comprende la SEC ID N®: 40, y una cadena ligera que comprende la SEC ID N2: 35.
En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo es una inmunoglobulina
que tiene una cadena pesada que comprende la SEC ID N®% 42, y una cadena
ligera que comprende la SEC ID N®: 43.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo es una molécula
de Fab. En este formato, cada uno de los dominios variables descritos
anteriormente puede fusionarse a un dominio constante de inmunoglobulina,
preferiblemente de origen humano. De esta manera, el dominio variable de cadena
pesada puede fusionarse a un dominio CH; (un denominado fragmento Fd), y el
dominio variable de cadena ligera puede fusionarse a un dominio CL.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo es una molécula
de Fab que tiene un fragmento de Fd que comprende la SEC ID N%: 36 6 SEC ID
N¢: 38, y una cadena ligera que comprende la SEC ID N 37 6 SEC ID N2 39. En
otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo es una molécula de Fab que
tiene un fragmento de Fd que comprende la SEC ID N®: 36, y una cadena ligera que
comprende la SEC ID N 37. En otro aspecto de la invencién, la molécula de
anticuerpo es una molécula de Fab que tiene un fragmento de Fd que comprende la
SEC ID N@: 38, y una cadena ligera que comprende la SEC ID N2 39. En otro
aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo es una molécula de Fab que
tiene un fragmento de Fd que comprende la SEC ID N%: 41, y una cadena ligera que
comprende la SEC ID N2 37. En otro aspecto de la invencién, la molécula de
anticuerpo es una molécula de Fab que tiene un fragmento de Fd que comprende la
SEC ID N2 36, y una cadena ligera que consiste en la SEC ID N 37. En otro
aspecto de la invencién, la molécula de anticuerpo es una molécula de Fab que
tiene un fragmento de Fd que comprende la SEC ID N®: 38, y una cadena ligera que
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consiste en la SEC ID N2 39. En otro aspecto de la invencién, la molécula de
anticuerpo es una molécula de Fab que tiene un fragmento de Fd que comprende la
SEC ID N®: 41, y una cadena ligera que comprende la SEC ID N: 37.

Pueden usarse &cidos nucleicos que codifican construcciones de Fab para
expresar dichas cadenas pesada y ligera en células hospedadoras tales como E.
coli, Pichia pastoris, o lineas celulares de mamifero (por ejemplo CHO, o NSO0). En
la técnica se conocen procesos que permiten un plegamiento apropiado, asociacion
y formacién de enlaces disulfuro de estas cadenas en moléculas de Fab funcionales
que comprenden un fragmento Fd y una cadena ligera (Burtet et al., J. Biochem.
2007, 142(6), 665-669; Ning et al., Biochem. Mol. Biol. 2005, 38: 204-299; Quintero-
Hernandez et al., Mol. Immunol. 2007, 44: 1307-1315; Willems et al. J. Chromatogr.
B. Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 2003;786:161-176.).

En particular, pueden producirse moléculas de Fab de la invencién en
células CHO como se indica a continuacion. Se transfectan células CHO-DG44
(Urlaub,G., Kas,E., Carothers,A.M., y Chasin,L.A. (1983). “Deletion of the diploid
dihidrofolate reductase locus from cultured mammalian cells”. Cell 33, 405-412.) que
crecen en suspension en medio sin suero, con construcciones de expresion que
codifican la cadena pesada y la cadena ligera de la molécula de Fab usando
reactivo Lipofectamina™ y Plus™ (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Después de 48 horas, las células se someten a selecciéon en medio que
contiene 200 pg/mL del antibiético G418 y sin hipoxantina y timidina para generar
poblaciones celulares transfectadas de manera estable. Estos transfectantes
estables posteriormente se someten a amplificacion génica mediante la adicién de
metotrexato (MTX) en concentraciones crecientes (hasta 100 o0 400 nM) al medio de
cultivo. Una vez que se han adaptado las células, se someten a fermentaciones de
lote alimentado durante 10 a 11 dias para producir material proteico Fab.

Se incuban cultivos en suspensién de células CHO-DG44 y transfectantes
estables de las mismas en medio de cultivo sin suero, definido quimicamente. Los
cultivos de stock de siembra se sub-cultivan cada 2-3 dias con densidades de
siembra de 3 x 10°-2 x 10° células/ml, respectivamente. Las células se cultivan en
matraces de agitacion en incubadores Multitron HT (Infors) con 5% de CO2, a 37°C
y 120 rpm.

Para los experimentos de lote alimentado, las células se siembran a 3x10°
células/ml en matraces de agitacion en medio de producciéon patentado Bl sin
antibiéticos o MTX. Se agitan los cultivos a 120 rpm a 37°C y 5% de CO2, que se
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reduce después al 2% a medida que aumenta el nimero de células. Los
parametros de cultivo que incluyen el recuento celular, la viabilidad, el pH, y las
concentraciones de glucosa y lactato se determinan diariamente y el pH se ajusta a
pH 7,0 usando lo que se necesite de carbonato. Se anade solucién de alimentacién
patentada Bl cada 24 h. Se recogen muestras del sobrenadante a diferentes puntos
de tiempo para determinar la concentracion de producto de Fab por ELISA.
Después de 10 a 11 dias, se recoge el fluido de cultivo celular por centrifugacién y
se transfiere a los laboratorios de purificacion.

La molécula de Fab se purifica del sobrenadante de los cultivos de lote
alimentado por medio de cromatografia y filtracion. Como etapa de captura
primaria, se aplica cromatografia de afinidad, por ejemplo, Proteina G o Proteina L.
Como alternativa, en caso de bajas afinidades de unién y bajas capacidades, el Fab
se captura por cromatografia de intercambio catiénico (CEX) explotando el pl de la
molécula. Las proteinas y los contaminantes de la célula hospedadora, por ejemplo
ADN o virus, se retiran por etapas de purificacién ortogonal adicionales.

La identidad y la calidad de producto de la molécula de Fab producida se
analizan por métodos electroforéticos, por ejemplo SDS-PAGE, mediante la que el
Fab puede detectarse como una banda principal de aproximadamente 50 kDa.
Otros ensayos para la caracterizacion del producto de Fab incluyen espectrometria
de masas, enfoque isoeléctrico y cromatografia de exclusién molecular. La actividad
de union se sigue mediante analisis BlAcore.

La cuantificacion de las moléculas de Fab o de IgG de longitud completa en
el sobrenadante de los cultivos celulares se realiza mediante ensayo en
inmunoabsorbente ligado a enzima de tipo sandwich (ELISA). La IgG de longitud
completa puede detectarse usando anticuerpos inducidos contra un fragmento Fc
humano (Jackson Immuno Research Laboratories) y cadena ligera kappa humana
(conjugada con peroxidasa, Sigma). El fragmento Fab se inmoviliza mediante IgG
policlonal de cabra anti-Humana (H y L, Novus) y se detecta por anticuerpos
policlonales de oveja inducidos contra IgG humana (conjugada con peroxidasa, The
Binding Site).

También pueden generarse moléculas de Fab a partir de moléculas de
anticuerpo de longitud completa por escisiébn enzimética. La ventaja de esta
estrategia es que se pueden aplicar procesos de plataforma para una fermentacion
y purificacion solida y eficaz que son susceptibles del aumento a escala y altos
rendimientos en la calidad del producto deseada. Para la purificaciéon por
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cromatografia de afinidad, puede usarse una resina de Proteina A recombinante
como etapa de captura primaria que normalmente da como resultado altas purezas.

Para este fin, las secuencias de Fab que codifican cadenas pesadas se

fusionan a la regidbn Fc de una molécula de anticuerpo IgG humana. Las
construcciones de expresion resultantes después se introducen por transfeccion en
células CHO-DG44 que crecen en suspensién en medio sin suero usando
lipofeccién. Después de 48 horas, las células se someten a selecciéon en medio que
contiene 200 pg/mL del antibiético G418 y sin hipoxantina y timidina para generar
poblaciones celulares transfectadas de manera estable. Estos transfectantes
estables posteriormente se someten a amplificacién génica mediante la adicion de
metotrexato (MTX) en concentraciones crecientes (hasta 100 o0 400 nM) al medio de
cultivo. Una vez que se han adaptado las células, se someten a fermentaciones de
lote alimentado durante 10 a 11 dias para producir material proteico IgG.
La proteina IgG se purifica del sobrenadante de cultivo usando cromatografia de
afinidad con Proteina A recombinante. Para obtener el fragmento Fab neutralizador
deseado, la IgG de longitud completa después se incuba en presencia de papaina,
que escinde la IgG dentro de la region de bisagra, liberando de esta manera dos
fragmentos Fab y el resto Fc. Una molécula Fab que comprende una cadena Fd de
SEC ID N®: 41 es un ejemplo de una molécula de Fab obtenida mediante digestion
con papaina de una proteina IgG de longitud completa.

La molécula de Fab se aisla por cromatografia de afinidad, por ejemplo
Proteina G o Proteina L. Como alternativa, en caso de bajas afinidades de unién y
bajas capacidades, el Fab se captura por cromatografia de intercambio catiénico
(CEX) explotando el pl de la molécula. Las proteinas y los contaminantes de la
célula hospedadora, por ejemplo, papaina, ADN o virus, se retiran por etapas de
purificacion ortogonal adicionales.

En otro aspecto de la invencion, la molécula de anticuerpo es una variante
de secuencia de aminoacidos de una molécula de anticuerpo como se describe en
el presente documento.

Pueden prepararse variantes de secuencias de aminoacidos de anticuerpos
mediante la introduccién de cambios de nucleé6tidos apropiados en el ADN del
anticuerpo, o por sintesis de péptidos. Estas variantes incluyen, por ejemplo,
deleciones y/o inserciones y/o sustituciones de restos dentro de las secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos de los ejemplos proporcionados en la presente

memoria. Se realiza cualquier combinacion de deleciones, inserciones y
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sustituciones para conseguir la construccién final, siempre que la construccién final
posea las caracteristicas deseadas. Los cambios de aminoacidos también pueden
alterar procesos postraduccionales del anticuerpo humanizado o variante, tal como
cambiando el nimero de posicién de sitios de glicosilacion.

Un método util para la identificacion de ciertos restos o regiones del
anticuerpo que son localizaciones preferidas para mutagénesis se denomina
“mutagénesis mediante alanina,” como se describe por Cunningham y Wells
(Science, 244:1081-1085 (1989)). En este caso, se identifica un resto o grupo de
restos diana (por ejemplo, restos cargados tales como arg, asp, his, lys y glu) y se
reemplazan por un aminodcido neutro o cargado negativamente (tipicamente
alanina) para afectar a la interaccion de los aminodcidos con el antigeno. Después
se refinan las localizaciones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional
a las sustituciones mediante la introduccién de variantes adicionales u otras
variantes en o para sitios de sustitucién. De esta manera, mientras que el sitio para
introducir una variacién de secuencia de aminodacido esta predeterminado, no
necesita predeterminarse la naturaleza de la mutaciéon per se. Por ejemplo, para
analizar el comportamiento de una mutacion en un sitio dado, se realiza
mutagénesis mediante alanina o mutagénesis aleatoria en el codén o regién diana y
se exploran las variantes de anticuerpo expresadas con respecto a la actividad
deseada.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones amino- y/o
carboxilo-terminales que varian en longitud desde un resto a polipéptidos que
contienen cien 0 mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de uno solo o
multiples restos aminoacidicos. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un
anticuerpo fusionado a un marcador de epitopo. Otras variantes de insercién de la
molécula de anticuerpo incluyen una fusion al extremo N o C del anticuerpo de una
enzima o un polipéptido que aumenta la semivida en suero del anticuerpo.

Otro tipo de variante es una variante de sustitucion de aminoacidos. Estas
variantes tienen al menos un resto aminoacidico en la molécula de anticuerpo
retirada y un resto diferente insertado en su sitio. Los sitios de mayor interés para la
mutagénesis de sustitucion incluyen las regiones hipervariables, pero también se
contemplan alteraciones en FR. En la Tabla proporcionada a continuaciéon se
proporcionan sustituciones conservativas bajo el encabezamiento de “sustituciones
preferidas”. Si estas sustituciones ocasionan un cambio en la actividad bioldgica,

pueden introducirse cambios mas sustanciales, denominados “sustituciones
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ejemplares”, o como se describe mas adelante en relacién con las clases de
aminoacidos, y pueden explorarse los productos.

Resto Original ~ Sustituciones Ejemplares Sustituciones Preferidas
Ala (A) val; leu; ile val
Arg (R) lys; gin; asn lys
Asn (N) gln; his; asp, lys; arg gln
Asp (D) glu; asn glu
Cys (C) ser; ala ser
GIn (Q) asn; glu asn
Glu (E) asp; gln asp
Gly (G) ala ala
His (H) arg; asn; gin; lys; arg
lle (1) leu; val; met; ala; phe; norleucina  leu
Leu (L) ile; norleucina; val; met; ala; phe ile
Lys (K) arg; gln; asn arg
Met (M) leu; phe; ile leu
Phe (F) tyr; leu; val; ile; ala; tyr
Pro (P) ala ala
Ser (S) thr thr
Thr (T) ser ser
Trp (W) tyr; phe tyr
Tyr (Y) phe;trp; thr; ser phe
Val (V) leu; ile; met; phe ala; norleucina; leu

En la quimica de proteinas, generalmente esta aceptado que las
propiedades bioldgicas del anticuerpo pueden conseguirse mediante la seleccién de
sustituciones que difieren significativamente en su efecto sobre el mantenimiento de
(a) la estructura de la cadena principal del polipéptido en el area de la sustitucion,
por ejemplo, como una lamina o conformacion helicoidal, (b) la carga o hidrofobia
de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena lateral. Los restos
naturales se dividen en grupos basandose en propiedades comunes de las cadenas
laterales:

(1) hidréfoba: norleucina, met, ala, val, leu, ile;
(2) hidréfila neutra: cys, ser, thr;
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3
4
5
6) aromatica: trp, tyr, phe.

(3) acida: asp, glu;
(4) basica: asn, gin, his, lys, arg;
(5) restos que influyen en la orientacion de la cadena: gly, pro;y
(6)
Las sustituciones no conservativas incluirdn cambiar un miembro de una de
estas clases por otra clase.

También puede sustituirse cualquier resto de cisteina no implicada en el
mantenimiento de la conformacion apropiada del anticuerpo humanizado o variante,
generalmente por serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula,
prevenir el entrecruzamiento aberrante o proporcionar puntos de conjugacion
establecidos con un compuesto citotéxico o citostatico. Por el contrario, puede
anadirse uno o mas enlaces de cisteina al anticuerpo para mejorar su estabilidad
(particularmente cuando el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo, tal como un
fragmento Fv).

Un tipo de variante de sustitucion implica la sustitucion de uno o mas restos
de region hipervariable de un anticuerpo parental (por ejemplo, anticuerpo
humanizado o humano). Generalmente, la variante o variantes seleccionadas para
el desarrollo adicional tendran mejores propiedades biol6gicas que el anticuerpo
parental a partir del cual se generaron. Una forma conveniente para generar estas
variantes de sustitucion es mediante maduracién de afinidad usando presentacion
en fagos. En resumen, se hacen mutar varios sitios de regiones hipervariables (por
ejemplo 6-7 sitios) para generar todas las posibles sustituciones de aminoacidos en
cada sitio. Las variantes de anticuerpo asi generadas se manifiestan de una
manera monovalente en particulas de fagos filamentosos como fusiones al producto
del gen lll del fago M13 empaquetados dentro de cada particula. Las variantes
presentadas en fagos después se exploran con respecto a su actividad biolégica
(por ejemplo, afinidad de unién). Para identificar sitios de regiones hipervariables
candidatas para la modificacién, puede realizarse mutagénesis mediante alanina
para identificar restos de regién hipervariable que contribuyen significativamente a
la unién al antigeno. Como alternativa, o ademas, puede ser beneficioso analizar
una estructura cristalina del complejo de antigeno-anticuerpo para identificar puntos
de contacto entre el anticuerpo y Dabigatran humano. Estos restos de contacto y
los restos préximos son candidatos para la sustitucién de acuerdo con las técnicas
elaboradas en la presente memoria. Una vez que se han generado estas variantes,

el panel de variantes se somete a la exploracién como se describe en la presente
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memoria y pueden seleccionarse anticuerpos con propiedades superiores en uno o
mas ensayos relevantes para un desarrollo adicional.

Otro tipo de variante de aminoacido del anticuerpo altera el patrén de
glicosilacién original del anticuerpo. Por “alteracién” se entiende la delecién de uno
o mas restos de carbohidrato encontrados en el anticuerpo, y/o la adicion de uno o
mas sitios de glicosilacion que no estan presentes en el anticuerpo.

En algunas realizaciones, puede ser deseable modificar los anticuerpos de
la invencion para anadir sitios de glicosilacion. La glicosilacién de los anticuerpos
tipicamente es una N-glicosilacién o una O-glicosilacién. N-glicosilacion se refiere a
la unién del resto de carbohidrato a la cadena lateral de un resto de asparagina. Las
secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, en la que X
es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento
para la unién enzimatica del resto de carbohidrato a la cadena lateral de
asparagina. De esta manera, la presencia de cualquiera de estas secuencias
tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio de glicosilacion potencial. La O-
glicosilacién se refiere a la uniéon de uno de los azucares N-acetilgalactosamina,
galactosa o xilosa a un hidroxiaminoacido, mas comidnmente serina o treonina,
aunque también puede usarse 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina. De esta manera,
para glicosilar una proteina dada, por ejemplo un anticuerpo, la secuencia de
aminodcidos de la proteina se modifica por ingenieria genética para que contenga
una o mas de las secuencias tripeptidicas descritas anteriormente (para sitios de N-
glicosilacién). La alteracién también puede realizarse mediante la adicién de, o la
sustitucién de, uno o mas restos de serina o treonina en la secuencia del anticuerpo
original (para sitios de O-glicosilacion).

Las moléculas de acido nucleico que codifican variantes de secuencia de
amino&cidos se preparan por una diversidad de métodos conocidos en la técnica.
Estos métodos incluyen, pero sin limitacién, aislamiento a partir de una fuente
natural (en el caso de variantes de secuencia de aminodacidos naturales) o la
preparacion mediante mutagénesis mediada por oligonucleétido (o dirigida),
mutagénesis de PCR y mutagénesis de casete de una variante preparada
previamente o una versién no variante de una molécula de anticuerpo como se
describe en la presente memoria. Como se ha indicado anteriormente, el antigeno
de la molécula de anticuerpo de la invencién es un anticoagulante. El antigeno se
usa para generar la molécula de anticuerpo, por inmunizacién de un animal o por

selecciéon de secuencias de anticuerpo a partir de bibliotecas de secuencias, como
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ocurre con los métodos de presentacion en fagos.

Los protocolos de inmunizacion para animales son bien conocidos en la
técnica. Para conseguir una respuesta inmune apropiada, puede ser necesario
combinar el antigeno con un adyuvante, tal como fosfato de aluminio, hidréxido de
aluminio, escualeno, o adyuvante completo/incompleto de Freund.

Los antigenos en el contexto de la presente invencién, tal como dabigatran,
son en su mayor parte similares a moléculas organicas pequefas, que algunas
veces no estimulan la formaciéon de anticuerpos tras la administracién a un animal.
Por lo tanto, puede ser necesario unir el antigeno a una macromolécula, tal como
un hapteno.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una molécula de
anticuerpo como se ha descrito anteriormente para uso en medicina.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una composiciéon
farmacéutica que comprende una molécula de anticuerpo como se ha descrito
anteriormente, y un vehiculo farmacéutico.

Para ser usada en terapia, la molécula de anticuerpo se incluye en
composiciones farmacéuticas apropiadas para facilitar la administracion a animales
o a seres humanos. Pueden prepararse formulaciones tipicas de la molécula de
anticuerpo mezclando la molécula de anticuerpo con vehiculos, excipientes o
agentes estabilizantes fisiolégicamente aceptables, en forma de formulaciones
liofilizadas o secadas de cualquier otra forma, disoluciones acuosas o suspensiones
acuosas 0 no acuosas. Los vehiculos, excipientes, agentes modificadores o
agentes estabilizantes no son téxicos a las dosificaciones y concentraciones
empleadas. Incluyen sistemas tampén tales como fosfato, citrato, acetato y otros
acidos organicos o inorganicos y sus sales; antioxidantes que incluyen el &cido
ascorbico y la metionina; agentes conservantes tales como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio,
cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil-parabenos tales
como metil o propil-parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-
cresol); proteinas, tales como albumina de suero, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidroéfilos tales como polivinilpirrolidona o polietilenglicol (PEG);
aminodcidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina;
monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos o polisacaridos y otros hidratos de
carbono que incluyen glucosa, manosa, sacarosa, trehalosa, dextrinas o dextranos;

agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes de azlcares tales como manitol o
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sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio; complejos de metales
(por ejemplo, complejos Zn-proteina); y/o tensioactivos iénicos o no idnicos tales
como TWEEN™ (polisorbatos), PLURONICS™ o ésteres de acidos grasos, éteres
de acidos grasos o ésteres de azlcares. En la formulacién del anticuerpo también
pueden estar contenidos disolventes organicos tales como etanol o isopropanol.
Los excipientes también pueden tener una funcién modificadora de la liberacion o
de la absorcién.

En un aspecto, la composicion farmacéutica comprende la molécula de
anticuerpo en una solucidon acuosa tamponada a una concentracion de 10-20
mg/ml, o un liofilizado preparado a partir de dicha solucién.

El modo preferido de aplicacion es parenteral, por infusion o inyeccién
(intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, intradérmica), pero
también pueden ser aplicables otros modos de aplicacién tales como por inhalacion,
transdérmico, intranasal, bucal u oral.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una molécula de
anticuerpo como se ha descrito anteriormente para uso en la terapia o prevencién
de efectos secundarios de terapia anticoagulante, en particular acontecimientos
hemorragicos.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una molécula de
anticuerpo como se ha descrito anteriormente para uso en la inversion de una
sobredosificacion de un anticoagulante, en particular dabigatran o exetilato de
dabigatran.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una molécula de
anticuerpo como se ha descrito anteriormente para uso como un antidoto de
anticoagulante, en particular dabigatran o exetilato de dabigatran.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un método de
tratamiento o prevencion de efectos secundarios de una terapia anticoagulante, que
comprende administrar una cantidad eficaz de una molécula de anticuerpo como se
ha descrito anteriormente a un paciente que lo necesita.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un método de
tratamiento de un evento de sobredosificacion en una terapia anticoagulante, que
comprende administrar una cantidad eficaz de una molécula de anticuerpo como se
ha descrito anteriormente a un paciente que lo necesita.

La “cantidad terapéuticamente eficaz” del anticuerpo a administrar es la

cantidad minima necesaria para prevenir, mejorar, o tratar los efectos secundarios
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de una terapia anticoagulante, en particular, la cantidad minima que es eficaz para
detener la hemorragia. Esto puede conseguirse con cantidades estequiométricas de
molécula de anticuerpo.

El dabigatran, por ejemplo, puede alcanzar una concentracién en plasma en
la magnitud de 200 nM cuando se administra a la dosis recomendada. Cuando se
usa una molécula de anticuerpo monovalente con un peso molecular de
aproximadamente 50 kdal, la neutralizacion puede conseguirse, por ejemplo, a una
dosis de aproximadamente 1 mg/kg, cuando se administra por via intravenosa
como una inyeccion en embolada. En otra realizacion, la dosis de una molécula de
Fab aplicada a un paciente humano puede ser de 50-1000 mg por aplicacién, por
ejemplo 100, 200, 500, 750 6 1000 mg. Dependiendo de la situacion, p. €j. cuando
se ha sobredosificado dabigatran en un paciente, puede ser adecuado aplicar una
dosis incluso mayor, p. ej. 1250, 1500, 1750 6 2000 mg por aplicacion. La dosis
apropiada puede ser diferente, dependiendo del tipo y dosis de anticoagulante
administrado, el tiempo transcurrido desde dicha administracién, la naturaleza de la
molécula de antigeno, el estado del paciente, y otros factores. El experto en la
materia conoce métodos para establecer dosis que son tanto terapéuticamente
eficaces como seguras.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una molécula de
anticuerpo con afinidad de uni6on a dabigatran y/o dabigatran etexilato.
Preferiblemente, la molécula de anticuerpo se une al dabigatran y/o dabigatran
etexilato con una afinidad, determinada, por ejemplo, por andlisis de resonancia de
plasmoén de superficie (Malmqvist M., “Surface plasmon resonance for detection and
measurement of antibody-antigen affinity and kinetics. “Curr Opin Immunol. 1993
Apr;5(2):282-6.) o tecnologia de exclusion cinética (KinExA) (Darling, R.J., and
Brault P-A., “Kinetic exclusion assay technology: Characterization of Molecular
Interactions.” ASSAY and Drug Development Technologies. 2004, Dec 2(6): 647-
657), con un valor de Kp que varia de 0,1 pM a 100 uM, preferiblemente de 1 pM a
100 uM, mas preferiblemente de 1 pM a 1 uM.

Las moléculas de anticuerpo de la invencién también pueden usarse para
procedimientos analiticos y de diagnéstico, por ejemplo para determinar la
concentraciéon de antigenos en muestras tales como plasma, suero u otros fluidos
corporales. Por ejemplo, las moléculas de antigeno pueden usarse en un ensayo de
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), tal como los descritos en los ejemplos.

De esta manera, en un aspecto, la presente invencion se refiere a kits de
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diagnostico y analiticos que comprenden moléculas de anticuerpo como las
descritas en la presente memoria, y a métodos analiticos y de diagnostico
respectivos.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un método para
fabricar una molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que comprende
a. proporcionar una célula hospedadora que comprende uno o mas acidos

nucleicos que codifican dicha molécula de anticuerpo en asociacion funcional

con una secuencia de control de la expresion,
b.  cultivar dicha célula hospedadora, y
c. recuperar la molécula de anticuerpo del cultivo celular.

La invencidn proporciona, ademas, un articulo de manufactura y un kit que
comprende materiales Utiles para la neutralizacién de anticoagulantes orales,
particularmente inhibidores directos de la trombina. El articulo de manufactura
comprende un recipiente con una etiqueta. Recipientes adecuados incluyen, por
ejemplo, botellas, viales y tubos de ensayo. Los recipientes se pueden forma r a
partir de una diversidad de materiales tales como vidrio, metal, plastico o
combinaciones de los mismos. El recipiente contiene una composicién farmacéutica
que comprende el anticuerpo descrito en esta memoria o dabigatran, etexilato de
dabigatran, un profarmaco de dabigatran o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo. El agente activo en la composicién farmacéutica es el anticuerpo
particular o dabigatran, etexilato de dabigatran, un profarmaco de dabigatran o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo. La etiqueta en el recipiente del
anticuerpo indica que la composicién farmacéutica se usa para neutralizar o
neutralizar parcialmente dabigatran, etexilato de dabigatran, un profarmaco de
dabigatran o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo in vivo.

El kit de la invencién comprende uno o mas de los recipientes arriba
descritos. Ademas, puede incluir otros materiales deseables desde un punto de
vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas,
jeringas e insertos de envases con instrucciones para el uso.

En una realizacion de la invencion, el kit comprende un anticuerpo de uno
cualquiera de los anticuerpos descritos en esta memoria 0 una composicion
farmacéutica de los mismos. Por ejemplo, el kit puede comprender (1) uno
cualquiera de los anticuerpos descritos en esta memoria o una composicion

farmacéutica de los mismos, (2) un recipiente y (3) una etiqueta.



20

25

30

35

37 P01-2585-PCT

En una realizacion, el kit comprende un anticuerpo de uno cualquiera de los
anticuerpos descritos en esta memoria 0 una composicién farmacéutica de los
mismos y dabigatran, etexilato de dabigatran, un profarmaco de dabigatran o una
sal farmacéuticamente aceptable de los mismos. La forma de dabigatran, etexilato
de dabigatran, un profarmaco de dabigatran o una sal farmacéuticamente aceptable
de los mismos puede estar en forma de un sélido, liquido o gel. En una realizacién
preferida, la sal farmacéuticamente aceptable de etexilato de dabigatran es una sal
mesilato. Todavia en otra realizaciéon preferida, la concentracion por unidad de
dosificacion del dabigatran, etexilato de dabigatran, profarmaco de dabigatran o sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos se encuentra entre aproximadamente
50 mg vy aproximadamente 400 mg, entre aproximadamente 75 mg vy
aproximadamente 300 mg, entre aproximadamente 75 mg y aproximadamente 150
mg, o0 entre aproximadamente 110 mg y aproximadamente 150 mg, administrada
una vez al dia (QD) o dos veces al dia (BID). Por ejemplo, el kit puede comprender
(1) uno cualquiera de los anticuerpos descritos en esta memoria 0 una composicion
farmacéutica de los mismos, (2) una composicién farmacéutica de dabigatran,
etexilato de dabigatran, un profarmaco de dabigatran o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos, (3) un recipiente y (4) una etiqueta.

En una realizacion alternativa, el kit comprende (1) una primera composicién
farmacéutica que comprende dabigatran, etexilato de dabigatran, un profarmaco de
dabigatran o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, (2) una segunda
composiciéon farmacéutica que comprende uno cualquiera de los anticuerpos
descritos en esta memoria 0 una combinacién de los mismos, (3) instrucciones para
la administracién separada de dichas primera y segunda composiciones
farmacéuticas a un paciente, en donde dichas primera y segunda composiciones
estan contenidas en recipientes separados, y dicha segunda composicion
farmacéutica se administra a un paciente que requiere la neutralizacion o
neutralizacion parcial de dabigatran o 1-O-acilglucurénido de dabigatran. La
invencion también proporciona un método de diagnéstico para neutralizar o
neutralizar parcialmente dabigatran o 1-O-acilglucurénido de dabigatran en un
paciente que esta siendo tratado con dabigatran, etexilato de dabigatran, un
profarmaco de dabigatrdn o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,
que comprende administrar uno cualquiera de los anticuerpos descritos en esta
memoria, una combinacion de los mismos o una composicion farmacéutica de los

mismos. Especificamente, la invencién proporciona un método para neutralizar o
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neutralizar parcialmente dabigatran o 1-O-acilglucurénido de dabigatran en un
paciente, que comprende las etapas de (a) confirmar que un paciente esta siendo
tratado con dabigatran, etexilato de dabigatran, un profarmaco de dabigatran o una
sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, y la cantidad que fue ingerida por
el paciente; (b) neutralizar dabigatran o 1-O-acilglucurénido de dabigatran con uno
cualquiera de los anticuerpos descritos en esta memoria o una combinacién de los
mismos, antes de realizar un test o ensayo de coagulaciéon en donde el dabigatran o
1-O-acilglucurénido de dabigatran interferiria con la lectura precisa de los
resultados del test o ensayo; (c) realizar el test o ensayo de coagulacién en una
muestra tomada del paciente para determinar el nivel de formacion del coagulo sin
dabigatran o 1-O-acilglucurénido de dabigatran presente; y (d) ajustar una cantidad
de dabigatran, etexilato de dabigatran, un profarmaco de dabigatran o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos administrada a un paciente con el fin
de conseguir el equilibrio apropiado entre la formacién del coagulo y la degradacion
en un paciente. La relacién molar de anticuerpo a dabigatran o 1-O-acilglucurénido
de dabigatran se encuentra en la relacién molar entre 0,1 y 100, preferiblemente
entre 0,1 y 10. La lectura precisa de los resultados del test o ensayo puede ser una
lectura precisa de los niveles de fibrindgeno, resistencia a proteina C activada o

tests relacionados.

EJEMPLOS

I. PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI-DABIGATRAN

Para la produccién de anticuerpos policlonales anti-dabigatran, se
produjeron 3 inmundégenos diferentes con dos haptenos diferentes y diferentes
relaciones molares de entrada del hapteno y la proteina de soporte (BSA).

Para la exploracién, se produjo un conjugado con peroxidasa de rabano
picante (HRP) y se realiz6 un ensayo de enzima-inmunoabsorbente (ELISA).

La purificacion adicional de los anticuerpos policlonales se realizd por
cromatografia de afinidad en proteina A sepharose FF.
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1. MATERIALES Y METODOS

Compuesto de ensayo (dabigatran)

P01-2585-PCT

Cadigo:

dabigatran, zwitterién

Férmula estructural

2

HO__O
H
N
NN 7\ N
~ N N
g H
~ o NH
C 2 5H 2 5N 7O 3
peso molecular: 471,5 g/mol

1.1 HAPTENO USADO PARA LA SINTESIS DE INMUNOGENO Y
TRAZADOR
Cadigo: Hapteno1
Férmula estructural
de ligando: s
N
Y/ NH
O
HNT NN \H/\/
o} x HCI
C3oH36NgO2 * HCI
peso molecular: 577,13 g/mol
Cadigo: Hapteno2

Férmula estructural
de ligando:

H
N N
H2N/\/\n/\/ |\
o N~

C,7H31NgO, * HCI

peso molecular: 550,07 g/mol

1.2 SINTESIS DE HAPTENOS
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Los haptenos Haptenol y Hapteno2 se sintetizaron como se indica a
continuacion:
Hapteno 1 [2-(4-Amino-butilcarbamoil)-etil]-fenil-amida  del  acido  2-[(4-

carbamimidoil-fenilamino)-metil]-1-metil-1H-benzoimidazol-5-carboxilico

NH
oo LRy (4
H
H
/\/\/N N NH2
H,N \H/\/
0

1a Ester metilico del 4cido 3-[(4-metilamino-3-nitro-benzoil)-fenil-amino]-
propiénico

o,

NH
Oﬁ/@ +’,O
\
_0 N o}
H,C \[(\/
o}

A una solucion de cloruro del &cido 4-metilamino-3-nitro-benzoico (23,3
10 mmol) y éster metilico del acido 3-fenil-amino-propiénico (23,3 mmol) en 80 ml de
tetrahidrofurano seco (THF) se le afadi6 gota a gota trietilamina (50,2 mmol) con
agitacion a temperatura ambiente. Después de tres horas, la mezcla de reaccién se
evapord a sequedad, el solido restante se trituré con agua y el producto sélido se
aislé por filtracion.
15 Rendimiento: 99%
C1sH19N305 (357,36)
TLC (gel de silice; 19:1 de diclorometano/etanol): R; = 0,48

1b Ester metilico del &cido 3-[(3-amino-4-metilamino-benzoil)-fenil-amino]-

20  propionico
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El grupo nitro del producto 1a se redujo por hidrogenacién a temperatura
ambiente en etanol con Pd (al 10% sobre carbdn vegetal) como catalizador.
Rendimiento: 99%

C1gH21N30;5 (327,38)
TLC (gel de silice; 9:1 de diclorometano/etanol): Ry = 0,23
Espectro de masas (ESI): [M+H]" = 328

1c Ester metilico del 4&cido 3-({3-[2-(4-ciano-fenilamino)-acetilamino]-4-

metilamino-benzoil}-fenil-amino)-propi()nico

HC” YV @ SN

El producto de 1b (23,2 mmol) y N-(4-ciano-fenil)-glicina (23,2 mmol) se
acoplaron con CDI (23,2 mmol) en THF seco a temperatura ambiente. Después de
que se completara la reaccién, la mezcla se evaporé a sequedad y el producto en
bruto se usé sin purificacion adicional.

Rendimiento: 97%
Co7H27Ns0,4 (485,54)
Espectro de masas (ESI): [M+H]" = 486

1d Ester metilico del &cido 3-({2-[(4-ciano-fenilamino)-metil]-1-metil-1H-

benzoimidazol-5-carbonil}-fenil-amino)-propiénico
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Una solucién del producto de 1c (22,6 mmol) en 100 ml de acido acético
concentrado se calent6 a reflujo durante una hora. Después, la solucién se evaporo
a sequedad, el solido restante se tritur6 con agua y, con agitacioén, el pH se ajusté a
aproximadamente 8-9. El producto en bruto se aislé por extraccién con acetato de
etilo y se purific6 por cromatografia sobre gel de silice (eluyente: 1:1 de
diclorometano/etanol).

Rendimiento: 58%

C27H25Ns05 (467,52)

TLC (gel de silice; 9:1 de diclorometano/etanol): R¢ = 0,71
Espectro de masas (ESI): [M+H]" = 468

1e Acido 3-({2-[(4-ciano-fenilamino)-metil]-1-metil- 1H-benzoimidazol-5-

carbonil}-fenil-amino)-propionico

oH,
N
o /> \
N N —N
H
HOWN
O

A una solucién del producto de 1d (13,0 mmol) en 100 ml de metanol se le
anadié hidréxido sodico (20,0 mmol). La mezcla se agitd durante 2,5 horas a 40°C y
después se evapord a sequedad. El sélido restante se agité con 100 ml de agua y
el pH se ajusté a aproximadamente 6 con acido acético concentrado. El producto
precipitado se aislé por filtracion, se lavé con agua y se secé a 60°C.

Rendimiento: 88%

C26H23Ns05 (453,49)

TLC (gel de silice; 9:1 de Diclorometano/etanol): Rs = 0,33
Espectro de masas (ESI): [M+H]" = 454
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1f Ester terc-butilico del &cido {4-[3-({2-[(4-ciano-fenilamino)-metil]-1-metil-1H-

benzoimidazol-5-carbonil}-fenil-amino)-propionilamino]-butil}-carbamico
oH,
N
0 /> \
0 N H —N
H
H,C J\ § B

Una solucién del producto de 1e (5,23 mmol), tetrafluoroborato de 2-(1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TBTU, 5,23 mmol) y N-metil-morfolina
(5,23 mmol) en 20 ml de DMF se agit6é a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Después, se afnadié éster terc-butilico del acido (4-amino-butil)-carbamico (5,23
mmol) y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 24 horas mas.
Después, la mezcla se diluyé con agua (100 ml) y el producto se aisl6 por
extraccion con acetato de etilo.

Rendimiento: 92%
CasHa1N-;O4 (623,75)
TLC (gel de silice; 9:1 de Diclorometano/etanol): R = 0,51

1qg [2-(4-Amino-butilcarbamoil)-etil]-fenil-amida del &cido 2-[(4-carbamimidoil-
fenilamino)-metil]-1-metil-1H-benzoimidazol-5-carboxilico
CH
/
N

o 7\ Q "
N N
H N H NH
HNT N \[(\/
o

El producto de 1f (4.81 mmol) se disolvié en una solucién saturada de HCI

3

2

en etanol (250 ml), la mezcla se agité a temperatura ambiente durante una noche y
después se evaporo a sequedad a 30°C. El material en bruto restante se disolvié en
200 ml de etanol seco, después se anadié carbonato de amonio (48,1 mmol) y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante una noche. Después de la
evaporacion del disolvente, el material en bruto restante se trituré con aprox. 5 ml
de etanol, el material no disuelto se separé por filtraciéon y el disolvente se evapor6
a 30°C. Después, el producto se disolvio en 30 ml de agua, la solucién se agitdé con
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aprox. 2 g de carbdn vegetal, se filtr6 y se evapor6 a sequedad.
Rendimiento: 90%
C30H3sNgO; (540,67)
TLC (fase inversa RP-8; 9:1 de metanol/solucién acuosa al 5% de NaCl): R¢ = 0,79
Espectro de masas (ESI): [M+H]" = 541
[M+CI] = 575/7

Hapteno 2 [2-(2-Amino-etilcarbamoil)-etil]-piridin-2-il-amida del &cido 2-[(4-

carbamimidoil-fenilamino)-metil]-1-metil-1H-benzoimidazol-5-carboxilico

FHs
N
o e NH
H NH
N N 2
(0] N_ =

2a Acido 3-({2-[(4-ciano-fenilamino)-metil]-1-metil-1H-benzoimidazol-5-
carbonil}-piridin-2-il-amino)-propiénico

oH oH
N N
o 7\ — o ) _
N H —N N H —N
HSC\/O N HO N
N AN
YV ‘ \H/\/ |

O N~ o N~

A una solucién de hidroxido sédico (50,0 mmol) en 500 ml de etanol y 50 mi
de agua se le afnadi6 éster etilico del acido 3-({2-[(4-ciano-fenilamino)-metil]-1-metil-
1H-benzoimidazol-5-carbonil}-piridin-2-il-amino)-propiénico (41,4 mmol). La mezcla
se agité a temperatura ambiente durante tres horas, después se retiraron por
destilacién aprox. 350 ml de etanol, se anadieron aprox. 100 ml de agua y el pH se
ajust6é a 6. Después, se anadié éter dietilico (50 ml) y la mezcla se agité durante
una noche. El producto se aislé por filtracion y se uso sin purificacion adicional.
Rendimiento: 78%

CosH2oNsO5 (454,48)

2b Ester terc-butilico del &cido {2-[3-({2-[(4-ciano-fenilamino)-metil]-1-metil-1H-

benzoimidazol-5-carbonil}-piridin-2-il-amino)-propionilamino]-etil}-carbamico
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3

ooy W ®

sC N~

/>_\ =N
H,C j\ H4©7_

Una solucién del producto de 2a (2,20 mmol), tetrafluoroborato de 2-(1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TBTU, 2,20 mmol) y N-metil-morfolina
(2,20 mmol) en tetrahidrofurano seco (100 ml) se agité a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Después, se anadi6 éster terc-butilico del &cido (2-amino-etil)-
carbamico (2,20 mmol) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 24
horas mas. Después, la mezcla se diluyé con 40 ml de agua, el producto se aislé
por extraccion con acetato de etilo y se purificd por cromatografia (gel de silice;
15:1 de diclorometano/metanol).

Rendimiento: 61%

Ca2H36NgO,4 (596,68)

Espectro de masas (ESI): [M+H]" = 597
[M+H] = 595

2c [2-(2-Amino-etilcarbamoil)-etil]-piridin-2-il-amida del acido 2-[(4-

carbamimidoil-fenilamino)-metil]-1-metil-1H-benzoimidazol-5-carboxilico

o / NH

H NH
H2N/\/Nj(\/N | AN
O N =

El producto de 2b (1,34 mmol) se anadié a una solucién saturada de HCI en
etanol seco (30 ml). La solucién se agité a temperatura ambiente durante 5 horas y
después se evapord a sequedad a 30°C. Se afnadieron etanol (30 ml) y carbonato
de amonio (13,0 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante una
noche. Después, el disolvente se evapord, el material residual se trituré 5 veces con
aprox. 4 ml de una mezcla de diclorometano/metanol (30:1), se filiré y se evaporé
con el fin de separar el producto de las sales inorganicas.
Rendimiento: 27%
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C27H31NO, (513,61)

Espectro de masas (ESI): [M+CI] = 548/50
[M+HCI+CI] = 584/6
[M+H]" =514

P01-2585-PCT
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2. COMPUESTOS QUIMICOS
2.1 COMPUESTOS QUIMICOS PARA LA SINTESIS DE REACTIVOS
Nombre Descripcion Proveedor N de

catalogo

1,4-Benzoquinona Fluka 12309
Albumina de Suero Serva 11920
Bovino (BSA)
1,1’-Carbonil-di-(1,2,4- Fluka 21861
triazol) calidad analitica Riedel-De Haén 33114
Acido citrico
N,N- dimetilformamida [para sintesis Merck 822275
(DMF)
Etanol calidad analitica Baker 8006
Adyuvante de Freund  |Completo Sigma F-5881
(CFA)
Adyuvante de Freund  |Incompleto Sigma F-5506
(IFA)
Glicerina Pura Merck 104093

Peroxidasa de rabano
picante HRP

H.SO,

KH PO,

NaHCO;

Na.CO 3,

(NH,4) 2SO 4

o-fenilen diamina
Perborato sodico
Timol

25000 U/100 mg

calidad analitica
calidad analitica
calidad analitica
calidad analitica
calidad analitica
comprimido de 30 mg
Puro

Puro

Riedel-De Haén
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Riedel-De Haén
Merck

Boehringer Mannheim({108090

30743
4873
106329
106392
101217
P8412
11621
8167
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2.2 COMPUESTOS QUIMICOS PARA ELISA
Nombre Descripcion Proveedor N¢ de catalogo
Acido citrico calidad analitica Riedel-De Haén (33114
H.SO, calidad analitica Riedel-De Haén {30743
KH PO, calidad analitica Merck 4873
Na,HPO,-2H0 calidad analitica Merck 6580
NaCl calidad analitica Merck 6404
NaOH calidad analitica Merck 6498
o-fenilen diamina comprimido de 30  [Sigma P8412
mg

Perborato sodico Puro Riedel-De Haén [11621
Tween 20 Puro Serva 37470
2.3 TAMPONES PARA ELISA
Nombre Ingredientes Uso
tampoén 1 Na,HPO, 0,05 M/KH ,PO , revestimiento

NaCl 0,15 M, pH = 7,4
estabilidad: 4 semanas a aproximadamente +4°C
tampoén 2 como tampén 1, con 5 g/l de BSA tampon de ensayo
estabilidad: 10 dias a aproximadamente +4°C
tampén 3 como tampén 1, bloqueo de microplacas;

con 5 g/l de BSAy 0,1 g/l de timerosal |jalmacenamiento
estabilidad: ¥ semanas a aproximadamente +4°C
tampon 4 acido citrico 0,1 M, ajustado a pH 5,0 tampon sustrato para

con NaOH, o-fenilen diamina

6,5 mmol/l de perborato sédico
estabilidad: acido citrico:

6 meses a aproximadamente +4°C

con perborato:

10 dias a aproximadamente +4°C
solucion de agua, 0,5 g/l de Tween 20 lavado de microplacas
lavado 10 dias a temperatura ambiente
estabilidad:
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reactivo de H>SO4 2 25 wm detiene el desarrollo de
interrupcién color de o-fenilen

5 afos a temperatura ambiente diamina
estabilidad:

Se us6 agua de un sistema de procesamiento de agua ultrapura Elgastat
Maxima-HPLGC para preparar soluciones tampon.

3. SINTESIS DE INMUNOGENOS

Para estimular el sistema inmune de conejos para producir anticuerpos
policlonales contra dabigatran, se sintetizaron tres inmundégenos (lotes n® GL256,
GL258 y GL262) mediante acoplamiento de los haptenos HAPTENO1 vy
HAPTENO?2 a la proteina de soporte albumina de suero bovino (BSA) usando 1,4-
benzoquinona o 1,1’-carbonil-di-(1,2,4-triazol) como reactivo de acoplamiento.

Para la sintesis de GL256, se usé 1,4-benzoquinona como compuesto
homobifuncional con dos sitios reactivos. Primero reacciona a un pH &cido con
grupos amino soélo en uno de los dos sitios y a un pH alcalino en el otro sitio con
una polimerizacién minima.

GL258 y GL262 se sintetizaron usando 1,1’-carbonil-di-(1,2,4-triazol) como
reactivo de acoplamiento con diferentes relaciones de entrada del hapteno en la

proteina de soporte.

3.1 SINTESIS DE GL256

A la solucién de BSA 0,75 uMol en 8,5 ml de tampdén KH,PO, 0,1 M (pH =
4,5) se le afiadi6é 1,4-benzoquinona 0,416 mmol (en 1,5 ml de etanol) y se incub6
durante 1,5 h en la oscuridad a temperatura ambiente. Después, la solucion
atraveso una columna sephadex G25 equilibrada en NaCl 0,15 M para eliminar el
exceso de 1,4-benzoquinona (volumen final 12,5 ml).

Se afadieron lentamente 2,5 ml (0,15 puMol) de la solucion de BSA
purificada con agitacién a una solucién del hapteno HAPTENO1 525 uMol disuelto
en 2 ml de tampén NaHCO; 0,1 M/Na,CO; (pH = 8,5). Durante la adicion de la
solucién de BSA, el pH se ajusté a aproximadamente 8,0. La relacién molar de
entrada del hapteno y la proteina de soporte fue 3500:1.
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Después de la incubacion a temperatura ambiente durante una noche, el
inmundgeno se dializé 6 veces frente a 1 litro de agua dest. La cromatografia de
capa fina mostré que no quedaba ninguna mancha de hapteno no unido en los
conjugados hapteno-vehiculo.

El inmunégeno se almacend congelado en alicuotas a -20°C. El grado de
sustitucién de BSA con hapteno en el sobrenadante del inmunégeno fue de
aproximadamente 1:18 segun se determind por espectrometria de absorcién UV a
302 nm. El contenido de inmundgeno en la solucién final fue de 0,75 mg de
GL256/ml.

3.2 SINTESIS DE GL258

Se prepard una solucion de HAPTENO2 158 uMol en 6,3 ml de N,N-
dimetilformamida (DMF) a temperatura ambiente. Se anadié 1,1’-carbonil-di-(1,2,4-
triazol) 158 uMol y se incub6 primero durante 4 horas a 10°C y después durante 30
min a temperatura ambiente. La reaccion quimica se comprobd con cromatografia
de capa fina y fue de aproximadamente 20-25%.

Después, se disolvié BSA 0,75 uMol en 2 ml de NaHCO; 0,13 M y se anadié
gota a gota 1 ml de N,N-dimetilformamida (DMF) con agitacion. El pH se ajusté a
aproximadamente 8,3. Después, se afadieron gota a gota la solucién de hapteno
(6,3 ml) y 4 ml de NaHCO; 0,13 M a la solucién de BSA con agitacién y el pH se
ajustd a 8,4. La relacion molar de entrada del hapteno y la proteina vehiculo fue de
210:1 para el inmunégeno GL258.

Después de la incubacion a temperatura ambiente en condiciones de
agitacion durante una noche, el inmundgeno se dializd 6 veces frente a 1 litro de
agua dest. La cromatografia de capa fina mostré que no quedaba ninguna mancha
de hapteno no unido en los conjugados hapteno-vehiculo.

El inmunoégeno se almacend congelado en alicutas a -20°C. El grado de
sustitucién de BSA con hapteno en el sobrenadante del inmundgeno fue de
aproximadamente 1:5 segln se determin6 por espectrometria de absorcion UV a
302 nm. El contenido de inmunégeno en la solucién final fue de 0,28 mg de
GL258/ml.

33 SINTESIS DE GL262

Se preparé una solucion de HAPTENO2 225 uMol en 8,75 ml de N,N-
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dimetilformamida (DMF) a temperatura ambiente. Se anadié 1,1’-carbonil-di-(1,2,4-
triazol) 225 uMol y se incub6 durante 4 horas a 10°C. La reaccién quimica se
comprobd con cromatografia de capa fina y fue de aproximadamente 20-25%.

Después, se disolvié BSA 0,49 uMol en 2 ml de NaHCO; 0,13 M y se anadié
gota a gota 1 ml de N,N-dimetilformamida (DMF) con agitacion. El pH se ajusté a
aproximadamente 8,2. Después, se afadieron gota a gota la solucién de hapteno
(8,75 ml) y 6 ml de NaHCO; 0,13 M a la solucion de BSA con agitaciéon y el pH se
ajustd a 8,3. La relacion molar de entrada del hapteno y la proteina vehiculo fue de
460:1 para el inmunégeno GL262.

Después de la incubacion a temperatura ambiente con agitacién durante
una noche, el inmunégeno se dializ6 6 veces frente a 1 litro de agua dest. La
cromatografia de capa fina mostré que no quedaba ninguna mancha de hapteno no
unido en los conjugados hapteno-vehiculo.

El inmunoégeno se almacené congelado en alicutas a -20°C. El grado de
sustitucién de BSA con hapteno en el sobrenadante del inmundgeno fue de
aproximadamente 1:32 segun se determind por espectrometria de absorcién UV a
302 nm. El contenido de inmunégeno en la solucién final fue de 0,71 mg de
GL262/ml.

4. SINTESIS DE CONJUGADO

4.1 SINTESIS DE GL261

Se preparé una solucion de HAPTENO2 37,4 uMol en 1,5 ml de N,N-
dimetilformamida (DMF) a temperatura ambiente. Se anadié 1,1’-carbonil-di-(1,2,4-
triazol) 37,5 uMol y se incub6 primero durante 4 horas a 10°C y después durante 30
min a temperatura ambiente. La reaccién quimica se comprobd con cromatografia
de capa fina y fue de aproximadamente 20-25%.

Después, se anadi6 enzima peroxidasa de rabano picante (HRP) 1,125
uMol en 0,4 ml de NaHCO; 0,13 M y se afadieron gota a gota 0,267 ml de N,N-
dimetilformamida (DMF) con agitaciéon. El pH se ajust6 a aproximadamente 8,2.
Después, se afadieron gota a gota 0,9 ml de la solucion de hapteno (22,5 uMol) y
0,57 ml de NaHCO; 0,13 M a la soluciéon de HRP con agitacién y el pH se ajust6 a
8,4. La relacion molar de entrada del hapteno y la HRP fue 20:1 para el conjugado
de HRP GL261.
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Después de la incubacion a temperatura ambiente durante una noche en

condiciones de agitacion, el conjugado de HRP se separd de los disolventes
organicos y el exceso de hapteno por cromatografia en gel. La solucion atravesé
una columna sephadex G25 equilibrada con tampén fosfato 0,1 M a pH 7,0.
La concentracion final del conjugado hapteno-HRP (marcador, 5,64 mg/ml) se fijé
con BSA, produciendo una concentracion de aproximadamente 10 mg/ml, un
volumen igual de glicerina para prevenir la congelaciéon y un cristal de timol para
prevenir el crecimiento de bacterias. La solucién de trazador se etiqueté como n? de
lote GL261 y se almacend en alicuotas a -20°C.

El grado de sustituciéon de HRP con hapteno fue 1:0.2 segln se determino
por espectroscopia UV a 302 nm.

La actividad especifica del marcador se midi6 en placas de microtitulacion
bloqueadas con BSA usando o-fenilendiamina (OPD) como sustrato y HRP nativo
como material de referencia. La mezcla de patrones de HRP diluidos o el conjugado
de hapteno-HRP y solucion de sustrato se incubaron durante 30 min en la
oscuridad, la reaccion se detuvo con &cido sulfdrico y la absorcion se midié a 490
nm. La actividad que quedaba fue 94% de la HRP nativa y la actividad especifica de
la formulacion de conjugado en glicerina fue de 611 U/ml.

Resumen de especificaciones de trazador:

tipo: HAPTENO?2 - peroxidasa de rabano picante
(lote n® GL 261)
contenido de proteina: (5,64 mg/ml

actividad especifica: 108 U/mg 611 U/ml

(sustrato Guajacol y H,0,, 25°C)
almacenamiento: a aproximadamente -20°C
dilucién de trabajo: 1:40000
5. INMUNIZACION Y PRODUCCION DE ANTICUERPOS
5.1 INMUNIZACION DE CONEJOS

Doce conejos chinchilla hembra, de 3 meses de edad, se inmunizaron con
una emulsion de 100 pug de inmunégeno GL256, GL258 y GL262 en 0,5 ml de
solucién de NaCl al 0,9 % y 0,5 ml de adyuvante completo de Freund (CFA). En el

mes siguiente se realizaron varias inmunizaciones de refuerzo. Para la tercera
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inmunizacién, se usaron 0,5 ml de adyuvante incompleto de Freund (IFA). Cada

inmunizacién se realizé en cuatro sitios subcutaneos y cuatro sitios intramusculares.

Grupo A — inmunégeno GL256
Conejo 1 n%50
Conejo 2 n®51
Conejo 3 n?52
Conejo 4 n°53

Grupo B — inmunégeno GL258
Conejo 5 n%54
Conejo 6 n?55
Conejo 7 n°56
Conejo 8 n°57

Grupo C — inmundgeno GL262
Conejo 9 n%46

Conejo 10 n%47

Conejo 11 n%48

Conejo 12 n%49

Esquema de inmunizacién

Dia 1 Primera inmunizacién con 100 pug de inmunégeno/ml por animal en
CFA

Dia 29 Segunda inmunizacién con 100 ug de inmunégeno/ml por animal en
CFA

Dia 57 Tercera inmunizacién con 100 pug de inmunégeno/ml por animal en
IFA
el estado de salud del conejo podria cambiar a peor
mediante el uso de inmunégenos GL256 y GL258
El conejo 7 n®56 no se tratd

Dia 67 Primera extraccion de sangre (2 ml por animal)

Dia 81 Cuarta inmunizacioén con 100 ug de inmunégeno/ml por animal en
CFA

Dia 91 Segunda extraccion de sangre (25 ml por animal)
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Dia 112 Quinta inmunizacién con 100 ug de inmunégeno/ml por animal en
CFA
Dia 122 Se perdié la asignacion del nimero de animales

Tercera extraccién de sangre final (desangramiento)*

*Los Conejos n? 1-12 se desangraron completamente 10 dias después de la quinta
inmunizacion.
El desangramiento se realiz6 a través de una arteria carétida con anestesia

con xilazina (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Germany) e hidrocloruro de ketamina

(Ketavet®, Parke-Davis, Freiburg, Germany).

5.2 ANALISIS DE SUERO DE CONEJO

Se prepard suero por centrifugacion de la sangre de conejo coagulada. Se
obtuvo una fraccibn de proteina por precipitacion con sulfato amonico vy
desalificacion a través de una columna de Sephadex G25.

Las fracciones de proteina individuales de los sueros de conejo se
exploraron con respecto al titulo de anti-dabigatran mediante un procedimiento
ELISA convencional.

Exploracion-ELISA:

Etapa |Procedimiento

A se adsorbieron fracciones de proteina de cada extraccion de sangre
durante una noche a temperatura ambiente en placas de microtitulacion
(100 wl/pocillo; 1, 2 0 4 ug/ml) en tampodn 1.

lavar las microplacas 4 veces, con 450 ul cada vez

bloquear con 250 ul de tampén 3 durante al menos 1 hora

B lavar las microplacas 4 veces, con 450 ul cada vez

anadir a cada pocillo de la placa de microtitulacién, por triplicado:
+ 50 wl de tampén 2
+ 50 wl de patrones de calibracién en tampén 2

+ 25 ul de conjugado de dabigatran-peroxidasa de rabano picante

(HRP) GL 261 (trazador) (1/40000)
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D sellar las microplacas con una lamina adhesiva, completar la distribucion
de muestra para todas las microplacas

incubar durante 4 h en un agitador a temperatura ambiente

E lavar las microplacas 4 veces, con 450 ul cada vez

F anadir a cada pocillo de la placa de microtitulacion 100 ul de o-fenilen
diamina HCI, 2,7 mg/ml (un comprimido de 30 mg en 11 ml de tampédn 4)

incubar durante 30 min en la oscuridad a temperatura ambiente

G anadir a cada pocillo de la placa de microtitulacién 100 ul de H,SO 4 (2,25
M)

agitar durante 5 minutos

H leer la absorbancia; longitud de onda de ensayo: 490 nm, longitud de onda
de referencia: 650 nm

53 DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-DABIGATRAN EN SUEROS DE
CONEJO

Tres ultimas columnas: los valores son para dabigatran
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Conejo Inmunégeno Conc. de revestimiento Conc.
[ug/mil] [Mol.] [Ext] [%]
1 n? 50 GL256 2 0 1,812 100%
2E-12 1,574 87%
2.E-11 0,461 25%
2-E-10 0,059 3%
2 ne 51 GL256 1 0 2,193 100%
2.E-12 2,086 95%
2.E-11 1,515 69%
2-E-10 0,207 9%
3 n® 52 GL256 2 0 1,513 100%
2E-12 1,419 94%
2.E-11 0,728 48%
2-E-10 0,107 7%
4 n° 53 GL256 2 0 1,474 100%
2.E-12 1,388 94%
2.E-11 0,848 58%
2-E-10 0,142 10%
5 n® 54 GL258 1 0 2,114 100%
2.E-12 1,892 89%
2.E-11 0,646 31%
2-E-10 0,159 8%
6 n® 55 GL258 1 0 1,295 100%
2.E-12 0,937 72%
2.E-11 0,265 20%
2-E-10 0,140 11%
7 n® 56 GL258 2 0 1,611 100%
2.E-12 1,372 85%
2.E-11 0,424 26%
2-E-10 0,145 9%
8 n® 46 GL258 1 0 1,640 100%
2E-12 1,290 79%
2.E-11 0,425 26%
2-E-10 0,196 12%
9 ne 47 GL262 2 0 1,854 100%
2.E-12 1,534 83%
2.E-11 0,530 29%
2-E-10 0,254 14%
10 n%°48 GL262 2 0 1,458 100%
2E-12 1,142 78%
2.E-11 0,300 21%
2-E-10 0,131 9%
11 n%49 GL262 4 0 1,646 100%
2.E-12 1,393 85%
2.E-11 0,460 28%
2-E-10 0,257 16%
12 n250 GL262 2 0 1,605 100%
2.E-12 1,400 87%
2.E-11 0,389 24%
2-E-10 0,109 7%
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Conejo Inmunégeno Conc. de revestimiento Conc.
[ug/mil] [Mol.] [Ext] [%]
1 ? 1 0 1,589 100%
2.E-12 1,442 91%
2.E-11 0,491 31%
2-E-10 0,130 8%
2 ? 1 0 1,375 100%
2.E-12 1,041 76%
2.E-11 0,293 21%
2-E-10 0,101 7%
3 ? 1 0 1,400 100%
2.E-12 1,081 77%
2.E-11 0,288 21%
2-E-10 0,097 7%
4 ? 1 0 1,183 100%
2.E-12 0,882 75%
2.E-11 0,396 33%
2-E-10 0,183 15%
5 ? 1 0 1,335 100%
2.E-12 1,066 80%
2.E-11 0,183 14%
2-E-10 0,057 4%
6 ? 1 0 1,214 100%
2.E-12 0,976 80%
2.E-11 0,250 21%
2-E-10 0,123 10%
7 ? 2 0 1,822 100%
2.E-12 1,702 93%
2.E-11 0,661 36%
2-E-10 0,189 10%
8 ? 2 0 1,234 100%
2.E-12 1,085 88%
2.E-11 0,671 54%
2-E-10 0,147 12%
9 ? 1 0 1,911 100%
2.E-12 1,862 97%
2.E-11 0,980 51%
2-E-10 0,292 15%
10 ? 1 0 1,933 100%
2.E-12 1,891 98%
2.E-11 1,055 55%
2-E-10 0,076 4%
11 ? 1 0 1,874 100%
2.E-12 1,817 97%
2.E-11 1,539 82%
2-E-10 0,181 10%
12 ? 2 0 1,599 100%
2.E-12 1,425 89%
2.E-11 0,475 30%
2-E-10 0,050 3%
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Después de la exploracion de las fracciones de proteina de todos los
conejos de la extraccién de sangre 2, fue evidente que el conejo n? 5 (n%54) tenia el
mayor titulo de anticuerpos anti-dabigatran con el hepteno preferido HAPTENO2.
Ademaés, fue posible desplazar el trazador de los sitios de unién al anticuerpo con
bajas concentraciones de analito (dabigatran).

Para la exploracion de la extraccion de sangre 3 final, se us6 el
desplazamiento del trazador del sitio de unién al anticuerpo con bajas
concentraciones de analito (dabigatran) como criterio de decision principal, porque
faltaba informacion sobre el inmundgeno usado. Por lo tanto, los conejos n®2, 3y 5

se usaron para la purificacién adicional.

5.4 PURIFICACION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

El anti-suero del conejo n® 5 (n®54), extraccién n® 2 y de los conejos n® 2, 3y
5, extraccion n? 3 (extraccion final) se precipité con sulfato amaénico. El precipitado
se centrifugd durante 30 min a 10°C a 4500 U/min, se separé de la solucion y se
volvié a disolver en tampén Tris. Este procedimiento se repiti6. La purificacion
adicional se realizé por cromatografia de afinidad en proteina A sepharose FF. El
tampoén de la columna era Tris 0,01 M pH = 7,5 y se usé glicina 0,1 M pH = 3,0 para
la elucion. Se reunieron las fracciones que contenian la IgG de conejo. La

concentracién de proteinas se determind por espectroscopia UV a 280 nm.

Resumen de especificaciones de anticuerpo:

inmundgeno: HAPTENO2-BSA (lote n® GL258)
conejo: n°® 5 (n°54) suero (extraccion n® 2)
contenido de 1,85 mg/ml

proteina: a aproximadamente -20°C
almacenamiento:
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inmunogeno:

conejo:
contenido de
proteina:
almacenamiento:

HAPTENO1-BSA (GL256) o
HAPTENOQO2-BSA (lote n® GL258) o
HAPTENO2-BSA (lote n® GL262)

n® 2, suero recogido (extraccion final)
3,9 mg/ml

a aproximadamente -20°C

inmunogeno:

conejo:
contenido de proteina:
almacenamiento:

HAPTENO1-BSA (GL256) o
HAPTENO2-BSA (lote n® GL258) o
HAPTENO2-BSA (lote n® GL262)
n° 3, suero (extraccion final)

9,96 mg/ml

a aproximadamente -20°C

inmunogeno:

conejo:
contenido de
proteina:
almacenamiento:

HAPTENO1-BSA (GL256) o
HAPTENO2-BSA (lote n® GL258) o
HAPTENO2-BSA (lote n® GL262)
n? 5, suero (extraccion final)

5,72 mg/ml

a aproximadamente -20°C

Il. Neutralizacion de dabigatran

Se realizaron dos series de experimentos para mostrar el efecto de los

anticuerpos contra la actividad anticoagulante de dabigatran in vitro. Los cuatro

anticuerpos policlonales se recibieron en el laboratorio y se ensayaron

adicionalmente en plasma humano. Esto se ensayé en el ensayo funcional, el

tiempo de coagulacién de trombina.

Descripcion del ensayo:

En resumen, se obtiene plasma humano poniendo sangre entera en citrato

sédico al 3,13%. Después se centrifuga para obtener plasma sin plaquetas y se

transfiere a un tubo separado y se congela hasta que se necesita el dia del ensayo.
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El plasma se descongela a 37°C el dia del ensayo.

El tiempo de coagulacion de trombina se realiza como se indica a
continuacion. Primero se diluye trombina hasta la especificacién del fabricante (3
Ul/ml de trombina) en el tampoén proporcionado (kit de ensayo Dade Behring) y se
precalienta a 37°C. Se usa en las 2 h siguientes a su preparacion. Todos los
ensayos se realizaron en una maquina de coagulacién CL4 disponible en el
mercado (Behnk Electronics, Norderstadt, Germany). Se pipetean cincuenta pul de
plasma en cubetas proporcionadas con un agitador magnético y se dejan en
agitacién durante 2 min en el pocillo precalentado a 37°C en la maquina CL4. En
este momento, se afaden 100 pl de la solucion de trombina y se registra
automaticamente el tiempo requerido para que la muestra de plasma coagule por el
CL4. Se preincuba dabigatran durante 5 min en plasma en las cubetas
proporcionadas, antes de anadir trombina y empezar la medicién. Si también se
ensaya anticuerpo (hasta 50 ul de solucién madre), hay una incubacién adicional de
5 minutos a 37°C antes de empezar la coagulacion (es decir, incubacion total de 10
min con dabigatran, incubacién total de 5 min con anticuerpo y después se inicia la
coagulacion con trombina).

Inicialmente se realiz6 una curva patron de dabigatran afadiendo
concentraciones crecientes de dabigatran a plasma humano y midiendo el tiempo
hasta la coagulacion después de la adicion de trombina (Figura 1). Hubo un
aumento dependiente de la concentracion en el tiempo de coagulacién de trombina
con concentraciones crecientes de dabigatran.

Para la primera serie de experimentos de neutralizacién, se anadié una
concentracion clinicamente relevante de 200 nM de dabigatran a todas las
muestras de plasma para la neutralizacion. Las 4 preparaciones de anticuerpo
pudieron acortar el tiempo para la coagulaciéon en plasma que contenia dabigatran
(Figura 2). El grado de neutralizacién estaba relacionado con la concentracion de
proteina en cada preparacion de anticuerpo. La solucién de anticuerpo con la mayor
concentraciéon (D) después se diluyd en serie y se ensayd con respecto a la
capacidad de neutralizar la actividad anticoagulante de dabigatran 200 nM en una
serie separada de experimentos. En la Figura 3 puede verse que habia una
inhibicion dependiente de la concentracién de la actividad anticoagulante inducida
por dabigatran con concentraciones crecientes de anticuerpo. Ademas, cuando se
anadié un anticuerpo policlonal de conejo no especifico (cuadrado azul) a plasma
que contenia dabigatran, no tuvo capacidad de neutralizar la actividad
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anticoagulante. La dependencia de la concentracion y la ausencia de neutralizaciéon
de un anticuerpo no especifico indican que la inversién de la anticoagulacion por el
anticuerpo es especifica para el dabigatran.

Sin embargo, estas concentraciones de dabigatran son clinicamente
relevantes, y probablemente se produciran hemorragias o sobredosis con
concentraciones superiores. Por lo tanto, también se ensayé la capacidad de un
anticuerpo de inhibir la actividad anticoagulante de la mayor concentracién de
dabigatran (500 nM) en la curva patrén de la Figura 1. La Figura 4 ilustra que el
anticuerpo D también podia inhibir altas concentraciones de dabigatran.

Il. PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
ANTI-DABIGATRAN

1. Produccion de anticuerpos monoclonales anti-dabigatran y Fab

Se inmunizaron ratones con Hapteno1 (véase el Ejemplo 1.1) conjugado con
proteinas de soporte tales como hemocianina e inmunoglobulina y se generaron
hibridomas de acuerdo con procedimientos convencionales. Los anticuerpos
monoclonales purificados a partir de los sobrenadantes de cultivo se unieron a
conjugados de dabigatran-proteina y esta unién pudo competir con dabigatran en
solucioén con una inhibicion semimaxima a concentraciones en el intervalo de 1 a 10
nM. Se generaron Fab por escisién con papaina de los anticuerpos monoclonales
con la posterior eliminacién del dominio Fc a través de la Proteina A.

Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos de
ratén se clonaron y secuenciaron usando métodos convencionales. Las secuencias
se confirmaron por analisis de proteinas por espectrometria de masas vy
secuenciacion N-terminal de los anticuerpos. Se generaron construcciones de ADN
que codificaban anticuerpos quiméricos que comprendian las regiones variables de
raton especificas y regiones constantes de IgG humana y la proteina se expresé en
células HEK 293T y se purificé.

2. Caracterizacion de Fab y anticuerpo monoclonal anti-dabigatran

En las figuras 5 y 6 se representan las secuencias de los dominios

variables de los tres clones de anticuerpos monoclonales. Las secuencias de
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aminodcidos de los dominios variables del clon 13 estan representadas en la figura
5 (DBG 13 VH, cadena pesada, SEC ID N2 16) y en la figura 6 (DBG 13 VK,
cadena ligera, SEC ID N% 17). Las secuencias de aminoacidos de los dominios
variables del clon 14 estan representadas en la figura 5 (DBG 14 VH, cadena
pesada, SEC ID N%: 18) y en la figura 6 (DBG 14 VK, cadena ligera, SEC ID N2: 19).
Las secuencias de aminoacidos de los dominios variables del clon 22 estan
representadas en la figura 5 (DBG 22 VH, cadena pesada, SEC ID N2 20) y en la
figura 6 (DBG 22 VK, cadena ligera, SEC ID N2: 21).

El clon 22 de anticuerpo monoclonal de ratén se ensayd con respecto a su
capacidad de neutralizar la actividad anticoagulante de dabigatran en plasma
humano en el ensayo de tiempo de coagulacion de trombina expuesto en el
Ejemplo Il. El anticuerpo invirti6 completamente la prolongacién mediada por
dabigatran de la coagulacién dependiente de trombina en plasma humano de una
manera dependiente de la dosis (Figura 7). El anticuerpo también inhibia
eficazmente la funcion del dabigatran en sangre entera humana. Un Fab generado
a partir de este anticuerpo bloqueaba la actividad del dabigatran en plasma
humano, lo que demuestra que los dominios de unién al antigeno monovalentes
pueden neutralizar la actividad anticoagulante del compuesto. (Figura 8).

La ruta metabdlica principal de dabigatran en seres humanos es mediante la
glucuronidacion del resto carboxilato. Se ha demostrado que los acilglucurénidos de
dabigatran son farmacoldgicamente activos (Ebner et al., Drug Metab. Dispos.
2010, 38(9):1567-75). Para ensayar si el clon 22 de anticuerpo monoclonal de raton
podia neutralizar estos metabolitos, se purificaron acilglucurénidos de dabigatran a
partir de la orina de monos rhesus tratados con dabigatran y evaluados en el
ensayo del tiempo de coagulacion de trombina. La dosis de anticuerpo invirtié de
una manera dependiente de la dosis la prolongacion mediada por acilglucurénido
de dabigatran de la coagulacién dependiente de trombina en plasma humano con
una potencia similar a la observada con dabigatran (Figura 9). De esta manera, el
anticuerpo es eficaz para bloquear la actividad anticoagulante de metabolitos de
dabigatran encontrados en seres humanos.

Las afinidades del Fab y los anticuerpos quiméricos de ratén-humano que
comprenden los dominios variables de los clones 22, 13 y 14 y regiones constantes
de inmunoglobulina humana (regién constante de la cadena ligera: SEC ID N%: 44;
regidon constante de la cadena pesada: SEC ID N2: 45) se determinaron usando la

tecnologia Kinexa. Una concentracién constante de Fab o anticuerpo quimérico se
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incubé con diversas concentraciones de dabigatran hasta que se alcanzé el
equilibrio. Después de esta incubacion, se determiné la concentraciéon de anticuerpo
libre mediante la captura del anticuerpo en perlas de Neutravidina acopladas con
analogo de dabigatran conjugado con Biotina. El Fab capturado se detecté con un
fragmento F(ab’)2 (especifico de Fab) de IgG anti-ratdn marcado con FITC. Los
anticuerpos quiméricos capturados se detectaron con una IgG anti-humana
conjugada con Cy5. Las constantes de disociacion se calcularon usando un modelo
de unién 1:1. Los resultados de estos experimentos se resumen en la siguiente

tabla.

Afinidad de anticuerpos anti-dabigatran

Anticuerpo Ky Aparente

Clon 22 Fab 48 pM
Clon 22 Ab Quimérico 34 pM
Clon 13 Ab Quimérico 60 pM
Clon 14 Ab Quimérico 46 pM

Tanto el Fab como los anticuerpos quiméricos se unen al dabigatran con
alta afinidad.

3. Generacion de Fab y anticuerpos monoclonales anti-dabigatran
humanizados

Para reducir la inmunogenicidad potencial después de la administraciéon en
un ser humano, los anticuerpos monoclonales de ratén se ‘humanizaron.’” Se
seleccionaron secuencias flanqueantes humanas para los ejemplos de raton
basandose en la homologia estructural, estructura de CDR, restos candnicos
conservados, restos de empaquetamiento de interfaz conservados y otros
parametros. La sustitucion especifica de restos aminoacidicos en estas posiciones
flanqueantes puede mejorar varios aspectos del comportamiento del anticuerpo,
incluyendo la afinidad de unién y/o estabilidad, con respecto a lo demostrado en
anticuerpos humanizados formados por “cambio directo” de CDR o HVL en
regiones flanqueantes de linea germinal humana. Los Fab que mostraron una unién
mejor o igual y mejor expresién en comparacién con el Fab parental quimérico se
seleccionaron para una caracterizacion adicional. Las secuencias de aminoacidos

para los dominios variables de los Fab humanizados se representan en la Figura 5
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(Eng VH 14, SEC ID N2: 22; ENG VH 15, SEC ID N2 24; y ENG VH 31, SEC ID N¢:
26) y en la Figura 6 (Eng VK 11, SEC ID N2: 23; ENG VK 17, SEC ID N2 25; y ENG
VK 18, SEC ID N2: 27). Un Fab que comprendia Eng VH 15 y Eng Vk 18 (cadena
ligera: SEC ID N2 37; cadena pesada: SEC ID N? 36) se expresd directamente en
células CHO y se purificéd utilizando seleccién Kappa y resinas de Proteina G.

El Fab que comprende Eng VH 15 y Eng VK 16 se convirtié también en una IgG de
longitud completa en el formato IgG1KO (cadena ligera: SEC ID N2 35; cadena
pesada: SEC ID N® 40). IgG1KO (knock-out de funciones efectoras) tiene dos
mutaciones en la region Fc, Leu234Ala y Leu235Ala, que reducen la funcién
efectora, tal como FcgR y la unién al complemento. El formato de 1gG se describe
en la bibliografia (véase, por ejemplo, Hezareh et al. (2001) Journal of Virology 75:
12161-12168). Los anticuerpos anti-dabigatran humanizados opcionalmente
incluyen sustituciones de aminodacidos especificas en las regiones consenso o
flanqueantes de linea germinal. El anticuerpo 18/15 se expres6 en células HEK
293T y se purificd. Se generaron fragmentos Fab por escision por Lys-C del
anticuerpo intacto y se purificaron con eliminacién del dominio Fc a través de la
Proteina A.

4. Caracterizacion de Fab anti-dabigatran

El fragmento Fab 18/15, generado por la escision Lys-C del anticuerpo
intacto se ensayd con respecto a su capacidad de neutralizar la actividad
anticoagulante de dabigatran en plasma humano en el ensayo de tiempo de
coagulacion de trombina expuesto en el Ejemplo II. El Fab invirti6 completamente la
prolongacién mediada por dabigatran de la coagulaciéon dependiente de trombina en
plasma humano de una manera dependiente de la dosis con una Cls, de 2,6 nM
(Figura 10). El fragmento Fab directamente expresado y el fragmento Fab generado
mediante escision de papaina del anticuerpo intacto también neutralizaba la
actividad anticoagulante de dabigatran con Clss, de 2,6 y 2,7 nM, respectivamente.

La afinidad del fragmento Fab 18/15, generado por la escisién Lys-C del
anticuerpo intacto y el Fab directamente expresado se determinaron en un
instrumento BlAcore utilizando la tecnologia SPR. Los Fabs se preincubaron con
concentraciones crecientes de dabigatran durante 30 minutos a temperatura

ambiente. La mezcla se dejé fluir sobre una microplaca de deteccion recubierta con
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analogo de dabigatran conjugado con biotina inmovilizado y se control6 la union de
Fab libre. Usando este disefio de ensayo de competicion en solucion, se determiné
que los valores Kp de los Fabs para dabigatran eran de 0,16 pM para el Lys-C
generado y de 0,45 pM para los Fabs directamente expresados.

Experimentos in vivo con Fab generado mediante escision de papaina

Ratas (Wistar machos, ~ 300 g) fueron anestesiadas con pentobarbital en
forma de un bolo (60 mg/kg i.p.) y una infusién continua para la anestesia
mantenida (20 mg/kg/h i.p.) y se colocaron sobre una almohadilla calefactora a
37°C para mantener la temperatura corporal interna, Se aislé la arteria carétida y se
canulé para el muestreo de sangre y la vena yugular derecha para la administracion
de la sustancia. Dabigatran se inici6é en forma de un bolo (0,3 puM/kg) y fue seguido
por una infusién (0,1 uM/kg/h) a lo largo de 20 min para conseguir niveles en
plasma de estado estacionario. Al cabo de 20 min, el Fab se inyect6 i.v. en forma
de un bolo sencillo a concentraciones equimolares o semi-equimolares a través de
la vena yugular izquierda. Se toman muestras de sangre (diluciéon 1/10 en citrato
sodico al 3,13%) en la base (-20, -2 min) y a intervalos variables durante 30 min
post-inyeccién de Fab.

Los efectos anticoagulantes de dabigatran se midieron como tiempos de
coagulacion de sangre entera, incluido el tiempo de trombina (TT) y tiempo de
tromboplastina parcial activado (aPTT). En sintesis, el tiempo de trombina se realiza
en un coagulémetro afadiendo 50 uL de sangre entera a un pocillo que esta
precalentado hasta 37°C. Se miden la trombina (Siemens Healthcare, Marburg,
Alemania) en concentraciones de 3,0 U/mL (volumen de 100 pL) y el tiempo
requerido para coagular la muestra. El aPTT de sangre entera se realiza
precalentando 50 uL de sangre entera hasta 37°C en un coagulémetro y afadiendo
50 uL de reactivo de aPTT (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) durante 3
min. El tiempo de coagulacién se inicia mediante la adicion de 50 uL de cloruro de
calcio precalentado (37°C) 0,025 M. Se registra luego el tiempo requerido para
coagular la muestra de sangre entera.

En las Figuras 11 y 12 se proporcionan los resultados de Fab 18/15 (cadena
ligera: SEC ID N2 37, cadena pesada de fragnmento Fd: SEC ID N¢: 41; producida
mediante escisidn con papaina de inmunoglobulina completa expresada en células
CHO) administrada como una sola inyeccién i.v. a una dosis equimolar de
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dabigatran. Después se produjo una inhibicién rapida, casi inmediata, de la
actividad anticoagulante de dabigatran, medida tanto de TT (Figura 11) como de
aPTT (Figura 12) en este modelo. En el espacio de un inuto de la inyeccién, la
actividad anticoagulante de dabigatran se neutraliz6 por completo de nuevo a los
niveles base. Esto se mantuvo a lo largo de 20 min, a pesar de la continua infusion
i.v. de dabigatran.

Cuando se administré la dosis inferior, la mitad de la dosis molar de
dabigatran, también se produjo una reduccién inicial tanto de TT (Figura 13) como
de aPTT (Figura 14). Sin embargo, esto no se mantuvo mientras se encontraba la
dosis mas elevada bajo las condiciones de infusion continua de dabigatran.

Asi, estos resultados demuestran una neutralizacién predecible,
dependiente de la dosis y muy rapida de la actividad anticoagulante de dabigatran
tras una administracion i.v. Unica de Fab anti-dabigatran en este modelo de animal.
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REIVINDICACIONES

Una molécula de anticuerpo capaz de neutralizar la actividad de un

anticoagulante.

La molécula de anticuerpo de la reivindicacion 1, donde dicha molécula de
anticuerpo tiene especificidad de unién por el anticoagulante.

La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 1 o 2, en la que el
anticoagulante es un inhibidor de trombina directo, un inhibidor del Factor Xa,
0 un antagonista de vitamina K.

La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en la que el anticoagulante es dabigatran, argatroban, melagatran,
ximelagatran, hirudina, bivalirudina, lepirudina, desirudina, apixaban,
otamixaban, rivaroxaban, defibrotida, ramatroban, antitrombina Il o

drotrecogina alfa.

La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en la que el anticoagulante es un heterociclo biciclico disustituido
de férmula general

Ra—A—Het—B—Ar—E , (1)

en la que
A representa un grupo carbonilo o sulfonilo unido al resto benzo, pirido o tieno
del grupo Het,
B representa un grupo etileno en el que el grupo metileno unido al grupo Ar
puede estar reemplazado por un atomo de oxigeno o azufre o por un grupo
-NR;-, en el que
R; representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo Ci.4,
E representa un grupo R,NH-C(=NH)- en el que
Ry representa un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxi, alcoxicarbonilo
Cy.9, ciclohexiloxicarbonilo, fenil-alcoxicarbonilo Cy.3, benzoilo, p-alquil
C1.3-benzoilo o piridinoilo, mientras que el resto etoxi de la posicion 2

del grupo alcoxicarbonilo Cy¢ mencionado anteriormente puede estar
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sustituido adicionalmente con un grupo alquil C;.s-sulfonilo o 2-(alcoxi
C.5)-etilo,
Ar representa un grupo 1,4-fenileno opcionalmente sustituido con un atomo
de cloro o con un grupo metilo, etilo o metoxi o representa un grupo 2,5-
tienileno,
Het representa un grupo 1-(alquil Cy.3)-2,5-bencimidazolileno, 1-ciclopropil-
2,5-bencimidazolileno, 2,5-benzotiazolileno, 1-(alquil C4.3)-2,5-indolileno,
1-(alquil C1.3)-2,5-imidazo[4,5-b]piridinileno, 3-(alquil Cia)-
2,7-imidazo[1,2-a]piridinileno o 1-(alquil C,.3)-2,5-tieno[2,3-d]imidazolileno y
Ra representa un grupo R:NR;3- en el que
R. es un grupo alquilo Ci.4 que puede estar sustituido con un grupo
carboxi, C ; . g-alquiloxicarbonilo, benciloxicarbonilo, alquilsulfonil C;.3-
aminocarbonilo o 1H-tetrazol-5-ilo,
un grupo alquilo C,.4 sustituido con un grupo hidroxi, benciloxi, carboxi-
alquil Cy3-amino, alcoxicarbonil C,s-alquilamino C,3, N-(alquil Cy3)-
carboxi-alquilamino Ci.3 0 N-(alquil C,.3)-alcoxicarbonil C4.3-alquilamino
Ci.3, mientras que en los grupos mencionados anteriormente, el atomo
de carbono de la posicién o con respecto al atomo de nitrdgeno
adyacente puede estar sin sustituir,
Rs representa un grupo cicloalquilo Cs.7, un grupo propargilo, en el que
la parte insaturada puede no estar unida directamente al atomo de
nitrégeno del grupo R>NR3, un grupo fenilo opcionalmente sustituido con
un atomo de fldor o cloro, o con un grupo metilo o metoxi, un grupo
pirazolilo, piridazolilo o piridinilo opcionalmente sustituido con un grupo
metilo o
R2 y Rs junto con el atomo de nitrégeno que esta entre ellos representan
un grupo cicloalquilenoimino de 5 a 7 miembros, opcionalmente
sustituido con un grupo carboxi o alcoxicarbonilo Ci.4, con el que puede
estar condensado ademas un anillo de fenilo,

los tautdbmermos, los estereocisomeros y las sales del mismo.

La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 5, en la que el anticoagulante
es un compuesto seleccionado entre
(a) N-fenil-N-(2-carboxietil)-amida del acido 2-[N-(4-amidinofenil)-

aminometil]-benzotiazol-5-carboxilico,
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(b) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 2-[N-(4-amidinofenil)-
N-metil-aminometil]-benzotiazol-5-il-carboxilico,

(¢) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(d) N-fenil-N-(3-hidroxicarbonilpropil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-
(4-amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(e) N-(2-piridil)-N-(hidroxicarbonilmetil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(f) N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[2-(2-
amidinotiofen-5-il)etil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(9) N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(h) N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[2-(4-
amidinofenil)etil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(i)  N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[2-(4-
amidinofenil)etil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

() N-fenil-N-[2-(1H-tetrazol-5-il)etill-amida del &cido 1-metil-2-[2-(4-
amidinofenil)etil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(k) N-fenil-N-[2-(1H-tetrazol-5-il)etil]-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

() N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &acido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-N-metil-aminometil]-benzimidazol-5-il-carboxilico,

(m) N-(3-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-N-metil-aminometil]-benzimidazol-5-il-carboxilico,

(n) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-N-metil-aminometil]-benzimidazol-5-il-carboxilico,

(o) N-fenil-N-[(N-hidroxicarboniletil-N-metil)-2-aminoetil]-amida del acido
1-metil-2-[N-(4-amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,
(p) N-(3-fluorofenil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-
[N-(4-amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(q) N-(4-fluorofenil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-
[N-(4-amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

() N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-
amidino-2-metoxi-fenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(s) N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-
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amidino-2-metoxi-fenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(t) N-fenil-N-(2-metoxicarboniletil)-amida del &acido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)aminometil]-indol-5-il-carboxilico y

(u) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)aminometil]-tieno[2.3-d]imidazol-5-il-carboxilico,

(v) N-fenil-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del &cido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(w) N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-
amidinofenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(x) N-(2-piridil)-N-(2-hidroxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-(4-
amidino-2-metoxi-fenil)-aminometil]-bencimidazol-5-il-carboxilico,

(y) N-(2-piridil)-N-(2-etoxicarboniletil)-amida del acido 1-metil-2-[N-[4-(N-
n-hexiloxicarbonilamidino)fenil]-aminometil]-bencimidazol-5-il-
carboxilico,

los tautdmermos, estereoisémeros y las sales de los mismos.

La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 2, en la que el anticoagulante
es dabigatran.

La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 7 que es capaz de neutralizar
la actividad de dabigatran y 1-O-acilglucurénido de dabigatran.

La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8,
que comprende un dominio variable de cadena pesada con una CDR1
seleccionada entre el grupo que consiste en la SEC ID N%: 1 e ID SEC N2 2,
una CDR2 seleccionada entre el grupo que consiste en la SEC ID N2 3, SEC
ID N°: 4, SEC ID N2 5, SEC ID N2 6, SEC ID N°: 7, y SEC ID N2 8, y una
CDRS seleccionada entre el grupo que consiste en la SEC ID N%: 9 y SEC ID
N¢: 10, y un dominio variable de cadena ligera con una CDR1 seleccionada
entre el grupo que consiste en la SEC ID N%: 11, SEC ID N2: 12, y SEC ID N
13, una CDR2 de la SEC ID N%: 14, y una CDR3 de la SEC ID N: 15.

La molécula de anticuerpo de la reivindicacion 9 que comprende un dominio
variable de cadena pesada con una CDR1 de la SEC ID N% 1, una CDR2
seleccionada entre el grupo que consiste en la SEC ID N2: 6, SEC ID N%: 7,y
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SEC ID N2 8, una CDR3 de la SEC ID N2 10, y un dominio variable de
cadena ligera con una CDR1 de la SEC ID N% 13, una CDR2 de la SEC ID
N2 14, y una CDR3 de la SEC ID N¢: 15.

La molécula de anticuerpo de las reivindicaciones 9 o 10 que comprende un
dominio variable de cadena pesada seleccionado entre el grupo que consiste
en las SEC ID N¢; 16, 18, 20, 22, 24 y 26, y un dominio variable de cadena
ligera seleccionado entre el grupo que consiste en las SEC ID N%: 17, 19, 21,
23,25y 27.

La molécula de anticuerpo de la reivindicacion 11 que comprende un dominio
variable de cadena pesada de la SEC ID N 16, y un dominio variable de
cadena ligera de la SEC ID N2 17, o un dominio variable de cadena pesada
de la SEC ID N®: 18, y un dominio variable de cadena ligera de la SEC ID N2
19, 0 un dominio variable de cadena pesada de la SEC ID N2 20, y un
dominio variable de cadena ligera de la SEC ID N%: 21, o un dominio variable
de cadena pesada de la SEC ID N% 22, y un dominio variable de cadena
ligera de la SEC ID N2 23, o un dominio variable de cadena pesada de la
SEC ID N2 24, y un dominio variable de cadena ligera de la SEC ID N2: 25, o
un dominio variable de cadena pesada de la SEC ID N2 24, y un dominio
variable de cadena ligera de la SEC ID N2 27, o un dominio variable de
cadena pesada de la SEC ID N2 26, y un dominio variable de cadena ligera
de la SEC ID N¢: 27.

La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que es un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un
anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico, un
fragmento de un anticuerpo, en particular un fragmento Fab, Fab’ o F(ab’),, un
anticuerpo monocatenario, en particular un fragmento variable monocatenario
(scFv), un producto inmunofarmacéutico modular pequefio (SMIP), un
anticuerpo de dominio, un nanocuerpo, un diacuerpo, o una Proteina de
Repeticion de Ankirina Disefiada (DARPIn).

La molécula de anticuerpo de la reivindicaciéon 13, que es un scFv, en la que
el dominio variable de cadena pesada y el dominio variable de cadena ligera
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estan unidos entre si a través de un péptido enlazador seleccionado entre el
grupo que consiste en las SEC ID N2 28, SEC ID N2%: 29, SEC ID N¢ 30, y
SEC ID N2: 31.

La molécula de anticuerpo de la reivindicacion 14, que comprende la SEC ID
N¢: 32 o SEC ID N¢: 33.

La molécula de anticuerpo de la reivindicacion 13, que tiene una cadena
pesada que comprende la SEC ID N°% 34 o SEC ID N2 40, y una cadena
ligera que comprende SEC ID N2 35, o que tiene una cadena pesada que
comprende la SEC ID N%: 42, y una cadena ligera que comprende SEC ID N¢:
43.

El anticuerpo de la reivindicacion 13, que es una molécula de Fab que tiene
un fragmento Fd que comprende la SEC ID N®: 36, SEC ID N%: 38 o SEC ID
N¢: 41, y una cadena ligera que comprende la SEC ID N°: 37 6 SEC ID N¢: 39.

La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones

anteriores para uso en medicina.

Molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores
para uso en la terapia de efectos secundarios de una terapia anticoagulante,

y/o para la inversion de una sobre dosificacién de un anticoagulante.

Molécula de anticuerpo de la reivindicacion 19, en la que el efecto secundario
es un acontecimiento hemorragico.

Método de tratamiento o prevencion de efectos secundarios de una terapia
anticoagulante, o de un evento de sobredosificacibn en una terapia
anticoagulante, que comprende administrar una cantidad eficaz de una
molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores a

un paciente que lo necesita.

Método de fabricacion de una molécula de anticuerpo de una cualquiera de

las reivindicaciones anteriores, que comprende
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a. proporcionar una célula hospedadora que comprende uno o mas
acidos nucleicos que codifican dicha molécula de anticuerpo en
asociacion funcional con una secuencia de control de la expresion,

b. cultivar dicha célula hospedadora, y

c. recuperar la molécula de anticuerpo del cultivo celular.

23. Un kit que comprende un anticuerpo de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 20 0 una composicién farmacéutica del mismo.

24. Un kit, que comprende:
(a) un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20 o una
composicion farmacéutica de los mismos;
(b) un recipiente;y

(c) una etiqueta.

25. Un kit que comprende un anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 20 y dabigatran, etexilato de dabigatran, un profarmaco de
dabigatran o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

26. El kit de acuerdo con la reivindicacion 25, en donde la forma de dabigatran,
etexilato de dabigatran, un profarmaco de dabigatran o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos esta en forma de un sélido, liquido o gel.

27. El kit de acuerdo con la reivindicacion 25, en donde la sal
farmacéuticamente aceptable de etexilato de dabigatran es una sal mesilato.

28. El kit de acuerdo con la reivindicacion 25 6 27, en donde la concentracién
por unidad de dosificacién del dabigatran, etexilato de dabigatran, profarmaco de
dabigatran o sal farmacéuticamente aceptable de los mismos se encuentra entre 75
mg y 300 mg, ya sea QD o BID.

29. Un kit que comprende;
(a) un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 20 o una
composicién farmacéutica de los mismos,

(b) una composicion farmacéutica de dabigatran, etexilato de dabigatran, un



20

25

30

35

74 P01-2585-PCT

profarmaco de dabigatran o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos;

(€) un recipiente; y

(d) una etiqueta.

30. El kit t de acuerdo con la reivindicacién 29, en donde la forma de dabigatran,
etexilato de dabigatran, un profarmaco de dabigatran o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos esta en forma de un séido, liquido o gel.

31. El kit de acuerdo con la reivindicacion 29, en donde la sal
farmacéuticamente aceptable de etexilato de dabigatran es una sal mesilato.

32. El kit de acuerdo con la reivindicacion 29 6 31, en donde la concentracién
por unidad de dosificacién del dabigatran, etexilato de dabigatran, profarmaco de
dabigatran o sal farmacéuticamente aceptable de los mismos se encuentra entre 75
mg y 300 mg, ya sea QD o BID.

33. Un kit gue comprende;

(a) una primera composicion farmacéutica que comprende dabigatran,
etexilato de dabigatran, un profarmaco de dabigatran o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos;

(b) una segunda composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo
de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 20;

(c) instrucciones para la administracién separada de dichas primera vy
segunda composiciones farmacéuticas a un paciente,

en donde dichas primera y segunda composiciones estan contenidas en recipientes
separados, y dicha segunda composicion farmacéutica se administra a un paciente
que requiere la neutralizacién o neutralizacién parcial de dabigatran o 1-O-
acilglucurénido de dabigatran.

34.- Un método para neutralizar o neutralizar parcialmente dabigatran o 1-O-
acilglucurénido de dabigatran en un paciente que esta siendo tratado con
dabigatran, etexilato de dabigatran, un profarmaco de dabigatran o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos, que comprende administrar un

anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 20 o una composicion
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farmacéutica de los mismos.

35. Un método para neutralizar o neutralizar parcialmente dabigatran o 1-O-
acilglucurénido de dabigatran en un paciente, que comprende:

(a) confirmar que un paciente era siendo tratado con dabigatran, etexilato
de dabigatran, un profarmaco de dabigatran o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos, y la cantidad que fue
ingerida por el paciente;

(b) neutralizar dabigatran o 1-O-acilglucurénido de dabigatran con un
anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 20 antes de
realizar un test o ensayo de coagulaciéon en donde el dabigatran o el 1-
O-acilglucurénido de dabigatran interferiria con la lectura precisa de los
resultados del test o ensayo;

(c) realizar el test 0 ensayo de coagulacion en una muestra tomada del
paciente para determinar el nivel de formacion del coagulo sin
dabigatran o 1-O-acilglucurénido de dabigatran presente; y

(d) ajustar una cantidad de dabigatran, etexilato de dabigatran, un
profarmaco de dabigatran o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos administrada a un paciente con el fin de conseguir el equilibrio
apropiado entre la formacién del coagulo y la degradacién en un

paciente.

36. El método de acuerdo con las reivindicaciones 34 6 35, en el que la cantidad
de anticuerpo a dabigatran o 1-O-acilglucurénido de dabigatran se encuentra en la
relacion molar entre 0,1 y 100.

37. El método de acuerdo con la reivindicacion 36, en el que la cantidad de
anticuerpo a dabigatran o 1-O-acilglucurénido de dabigatran se encuentra en la
relacion molar entre 0,1y 10.

38. El método de acuerdo con la reivindicacién 35, en el que la lectura precisa
de los resultados del test o ensayo puede ser una lectura precisa de los niveles de
fibrinégeno, resistencia a proteina C activada o tests relacionados.
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RESUMEN

La presente invencion se refiere a moléculas de anticuerpo contra
anticoagulantes, en particular dabigatran, y su uso como antidotos de dichos
s anticoagulantes.
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SEQUENCE LISTING

<110> Boehringer Ingelheim International GmbH
<120> Anticoagulant Antidotes

<130> P01-2585/wo/1

<160> 45

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> VH CDR1 A

<400> 1

Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Ile val Asp
1 5 10
<210> 2

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> VH CDR 1B

<400> 2

Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr Ile val Asp
1 5 10
<210> 3

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> VH CDR2 A

<400> 3

val Ile Trp Gly Ala Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

4
16
PRT
Artificial Sequence

VH CDR2 B

4
Pagina 1
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val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Ser Ala Leu Arg Ser
1 5 10 15

<210> 5

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> VH CDR2 C

<400> 5

val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Arg Ser
1 5 10 15
<210> 6

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> VH CDR2 D

<400> 6

val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Arg Tyr Asn Ser Ala Leu Arg Ser
1 5 10 15
<210> 7

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> VH CDR2 E

<400> 7

val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Asn Ser Ala Leu Arg Ser
1 5 10 15

<210> 8

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> VH CDR2 F

<400> 8

val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Ala Tyr Asn Ser Ala Leu Arg Ser
1 5 10 15
<210> 9

<211> 14

Pagina 2



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

110120-sequencelisting-p012585w02.st25
PRT
Artificial Sequence
VH CDR3 A

9

Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Asn Phe Asp Gly Phe Ala Tyr
1 5 10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10

14

PRT

Artificial Sequence

VH CDR3 B
10

Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Asn Tyr Asp Gly Phe Ala Tyr
5 10

11

16

PRT

Artificial Sequence

VK CDR1 A
11

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr
10 15

5

12

16

PRT

Artificial Sequence

VK CDR1 B
12

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Asn Gly Lys Ser Tyr Leu Tyr
1 5 10 15

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

16

PRT

Artificial Sequence

VK CDR1 C

13
Pagina 3
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Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr
1 5 10 15

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Leu val
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Leu Gln
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp val
1

Ser Leu

Ile val

Gly val
50

ser Arg
65

Lys Met

14
7
PRT
Artificial Sequence
VK CDR2
14
Ser Lys Leu Asp Ser
5
15
9
PRT
Artificial Sequence
VK CDR3
15
Ser Thr His Phe Pro
5
16
122
PRT
Mus musculus
16
Gln Leu Lys Gln Ser
5
Ser Ile Thr Cys Thr
20
Asp Trp val Arg Gln
35
Ile Trp Gly Ala Gly
55
Leu Asn Ile Thr Lys
70
Asn Ser Leu GIn Thr

85

His

Gly

val

Ser

40

Ser

Asp

Asp

Thr

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr
90

Leu

Phe

Lys

Tyr

val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Ile

Pagina 4

Ala

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Pro

Thr

30

Glu

Ala

val

Tyr

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys

Gln

Tyr

Leu

Lys

Leu

80

Ala



Ser Ala Ala Tyr Tyr
100

Gly Gln Gly Thr Leu

115
<210> 17
<211> 112
<212> PRT

<213>

<400> 17

Mus musculus

Asp Ile val Met Thr

1

Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro Ala

Gly Lys

35

Lys Arg

Arg Phe

Arg val

His Phe

<210> 18
<211> 122
<212> PRT

<213>

<400> 18

1

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

His

Mus musculus

Gln val Gln Leu Glu
5

Arg Leu Ser Ile Thr

Ile val Asp Trp val
35

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

ser Tyr Tyr

val

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Gln

Cys

Arg

Thr

Thr

Cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Thr

Gln

val
120

Pro

Lys

Trp

40

val

Ser

Leu

Gly

Gly

val

Ser
40

Asn Phe Asp Gly Phe Ala Tyr Trp

105

Ser

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Pro

Ser
25

Pro

Ala

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

val

90

Gly

Gly
10

Gly

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Phe

Lys

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

val

Ser

Gly

Pagina 5

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ala

Leu

Leu
45

110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Pro

Thr
30

Glu

Ile

15

Tyr

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Ser
15

Asn

Trp

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Gln

Tyr

Leu



val
50

Gly

ser
65

Arg

GIn Met

Ser Ala

Gly GIn

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp val
1

Gln Pro

Asn Gly

Pro

Asp
65

Arg

Ser Gly

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

GIn val

Ile Trp Ala

Leu Ser Ile

Leu
85

Asn Ser

Ala Tyr Tyr

Gly Thr Leu

115

19

112

PRT

Mus musculus

19

val Leu Thr

Ala Ser Ile

20

ser Tyr

Arg Leu Ile

Phe Ser Gly

Ala
85

val Glu

Phe Pro His

100

20
122
PRT
Mus musculus

20

Gln Leu Glu

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

Gly Gly ser Thr ser
55

Thr

70

Gln

Ser

val

Gln

Ser

Leu

Tyr

ser

70

Glu

Thr

Gln

Lys

Thr

Tyr

Thr

Thr

Cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Asn

Asp

Tyr

val
120

Pro

Lys

Trp

40

val

Ser

val

Gly

Gly

Asn

Asp

Asn

105

Ser

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Pro

Ser
Thr

90

Tyr

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Ile

90

Gly

Gly

Tyr Asn Ser Ala Leu Arg
60

Lys Ser GIn
75

Ala Thr Tyr

Asp Gly Phe

Leu Ser val

Gln Ser Leu

Gln Arg Pro

45

Leu Asp Ser

60

Asp Phe Thr

75

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Leu

Leu val Ala

Pagina 6

val

Tyr

Ala
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Pro

Phe
Ccys

95

Tyr

Ile

15

Tyr

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Ser

Leu
80

Ala

Trp

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Gln



Arg Leu

ITe val

Gly val
50

Ser Arg
65

Gln Met

Ser Ala

Gly GIn

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser

Asp
35

Ile

Leu

Asn

Ala

Gly

115

21
112
PRT

Ile

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Tyr

100

Thr

Thr

val

Ala

Ile

Leu

85

Tyr

Leu

Mus musculus

21

Asp val val Met Thr
1 5

Gln Pro

Asn Gly

Pro Lys

Asp Arg

65

ser Arg

Thr His

Ala

Lys

35

Arg

Phe

val

Phe

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

His

110120-sequencelisting-p012585w02
10

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Gln

Ser

val

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Thr

Tyr

Thr

Thr

Cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

val

Ser

40

Ser

Ser

Asp

Tyr

val
120

Pro

Lys

Trp

40

val

Ser

val

Gly

Ser Gly Phe Ser Leu

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Asn

105

Ser

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly Lys Gly

Asn Tyr Asn
60

Ser Lys Ser
75

Thr Ala Ile
90

Tyr Asp Gly

Thr Leu Ser
10

Ser Gln Ser

Leu GIn Arg

Lys Leu Asp
60

Thr Asp Phe
75

Ile Tyr Tyr
90

Gly Thr Lys
Pagina 7

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Phe

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

30

Glu

Ala

val

Tyr

Ala
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

.st25

15

ser

Trp

Leu

Phe

Cys

Tyr

Ile

15

Tyr

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Tyr

Leu

Arg

Leu

80

Ala

Trp

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys



110120-sequencelisting-p012585w02.st25

100 105 110
<210> 22
<211> 122
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Engineered Antibody Sequence, Heavy Chain variable Domain ENG VH
14

<400> 22

Gln val Gln Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30

Ile val Asp Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly val 1Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Arg Tyr Asn Ser Ala Leu Arg
50 55 60

Ser Arg val Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Ser Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Asn Tyr Asp Gly Phe Ala Tyr Trp
100 105 110

Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser

115 120

<210> 23

<211> 112

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Engineered Antibody Sequence, Light Chain variable Domain ENG VK
11

<400> 23

Asp val val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr
25 30

Pagina 8
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Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
40 45

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu GIn Ser
85 90 95

Thr His Phe Pro His Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 24
<211> 122
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Engineered Antibody Sequence, Heavy Chain variable Domain ENG VH
15
<400> 24

Gln val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30

Ile val Asp Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Asn Ser Ala Leu Arg
50 55 60

Ser Arg val Ser Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Ser Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Asn Tyr Asp Gly Phe Ala Tyr Trp
100 105 110

Gly GlIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115 120

Pagina 9
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<210> 25

<211> 112

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Engineered Antibody Sequence, Light Chain variable Domain, ENG VK
17
<400> 25

Asp val val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro val Thr Leu Gly
1

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe GIn Gln Arg Pro Gly Gln Ser
Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Vval Ser Lys Leu Asp Ser Gly val Pro

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu GIn Ser
85 90 95

Thr His Phe Pro His Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 26
<211> 122
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> )
<223> Engineered Antibody Sequence, Heavy Chain variable Domain ENG VH
31
<400> 26

Gln val Gln Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu ggr Ser Tyr
20 25

Ile val Asp Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Pagina 10
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Gly val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Ala Tyr Asn Ser Ala Leu Arg
50 55 60

Ser Arg val Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala ITe Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Ser Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Asn Tyr Asp Gly Phe Ala Tyr Trp
100 105 110

Gly GlIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser

115 120
<210> 27
<211> 112
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Engineered Antibody Sequence, Light Chain variable Domain, ENG VK
18

<400> 27

Asp val val Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro val Thr Leu Gly

1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly val Tyr Tyr Cys Leu GIn Ser
85 90 95

Thr His Phe Pro His Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 28
<211> 15
<212> PRT
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<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Linker

<400> 28
Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 29

<211> 25

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Linker

<400> 29
Ser Ser Ala Asp Asp Ala Lys Lys Asp Ala Ala Lys Lys Asp Asp Ala
1 5 10 15

Lys Lys Asp Asp Ala Lys Lys Asp Gly
20 25

<210> 30

<211> 21

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Linker

<400> 30
Ser Pro Asn Gly Ala Ser His Ser Ser Ser Ala Ser GIn Thr Gly Ser
1 5 10 15

Ala Ser Gly Ser Gln
20

<210> 31

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Linker

<400> 31
Gly ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr
1 5 10 15

Lys Gly

Pagina 12



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Ala
1

Leu Gly

Tyr Thr

GIn Ser
50

val Pro
65

Lys Ile

GIn Ser

Ile Lys

Ser Gln

130

Glu Thr
145
Tyr Ile

Ile Gly

Arg Ser

32
251
PRT

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

Artificial Sequence

Engineered Antibody Sequence, scFv

32

Asp

Gln

Asp

35

Pro

Asp

Ser

Thr

Gly

val

Leu

val

val

Arg

val

Pro

20

Gly

Arg

Arg

Arg

His

100

Gly

Gln

Ser

Asp

Ile

180

val

val

5

Ala

Lys

Arg

Phe

val

85

Phe

Gly

Leu

Leu

Trp

Ser

Met

Ser

Thr

Leu

Ser

70

Glu

Pro

Gly

Gln

Thr

150

Ile

Ala

Ile

Thr

Tyr
Ile
55

Gly

Ala

Ser

Glu

135

Cys

Arg

Gly

Thr

Gln

Ser

Leu

40

Tyr

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

Thr

Gln

Gly

Lys

Ser

Cys

25

Tyr

Leu

Gly

Asp

Phe

105

Gly

Gly

val

Pro

Ser

185

Asp

Pro

10

Lys

Trp

val

Ser

val

90

Gly

Gly

Pro

Ser

Pro

170

Thr

Thr

Pagina

Leu

Ser

Phe

Ser

Gly

75

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

Ser

Leu

val

Gly

Ser

Leu

140

Phe

Lys

Tyr

Lys

Leu

Gln

Gln

45

Leu

Asp

Tyr

Thr

Gly

val

Ser

Gly

Asn

Asn
205

Pro

Ser

30

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Gly

Lys

Leu

Leu

Ser

190

Gln

val

15

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

val

Gly

Pro

Thr

Glu

175

Ala

Phe

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu

80

Leu

Glu

Gly

Ser

Ser

160

Trp

Leu

Ser
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Leu Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

225

210

230

215

Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33
251
PRT

245

Artificial Sequence

250

Engineered Antibody Sequence, scFv2

33

Met Ala Gln

1

Ser

Ser

Trp

Leu

65

Ser

cys

Tyr

Ser

GlIn
145

Glu

Tyr

Ile

50

Arg

Leu

Ala

Trp

Thr

Ile

35

Gly

Ser

Lys

sSer

Gly

Gly

Pro

val

Leu

20

val

val

Arg

Leu

Ala

100

Gln

Gly

Leu

Gln

5

Ser

Asp

Ile

val

ser

85

Ala

Gly

Gly

Ser

Leu

Leu

Trp

Trp

ser

70

Ser

Tyr

Thr

Ser

Leu
150

Gln

Thr

Ala

55

Ile

val

Tyr

Leu

Gly

Pro

Glu

cys

Arg

40

Gly

Thr

Thr

Ser

val

120

Gly

val

Ser

Thr

25

Gln

Gly

Lys

Ala

Tyr

105

Thr

Gly

Thr

Gly Pro
10

val Ser

Pro Pro

Ser Thr

Asp Thr

75

Ala Asp
90

Tyr Asn

val Ser

Gly Ser

Leu Gly
155

Pagina

Gly

Gly

Gly

Gly

60

Ser

Thr

Tyr

Ser

Asp

Gln

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

Gly

val

Pro

val

Ser

30

Gly

Asn

Asn

val

Gly

Gly

val

Ala

Ala Ser Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Asn Tyr Asp Gly Phe Ala Tyr
235

Lys

Leu

Leu

sSer

Gln

Tyr

95

Phe

Gly

Met

sSer

240

Pro

Thr

Glu

Ala

Phe

80

Tyr

Ala

Gly

Thr

Ile
160



ser Cys

Leu Tyr

Tyr Leu

Ser Gly

Glu Asp
225

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
GIn val
1

Thr Leu

Ile val

Gly val
50

ser Arg
65

Lys Leu

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Asp Gly Lys Thr
1

165 170

Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser Pro
180 185

val Ser Lys Leu Asp Ser Gly val Pro Asp
195 200

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser
215 220

val Gly val Tyr Tyr Cys Leu Gln Ser Thr
230 235

Gly Gly Gly Thr Lys val Glu ITe Lys
245 250
34
452
PRT
Artificial Sequence

Engineered Antibody Sequence, IgGl Heavy

34

GIn Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Vval
5 10

Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser
20 25

Asp Trp ITe Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly
35 40

Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Asn
55 60

val Ser ITle Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn
70 75

Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val
85 90

Ser Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Asn Tyr Asp Gly

Gly GIn

100 105

Gly Thr Leu val Thr val ser Ser Ala Ser
Pagina 15

Arg Arg
190

Arg Phe
205

Arg val

His Phe

Chain

Lys Pro

Leu Thr
30

Leu Glu
45

Ser Ala

GIln Phe

Tyr Tyr

Phe Ala

110

Thr Lys

75

Leu

Ser

Glu

Pro

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

Tyr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala

His
240

Glu

Tyr

Ile

Arg

Leu

80

Ala

Trp

Pro



Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

225

Gly

Met

His

val

Tyr

305

Gly

Ile

val

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

115

Phe

Leu

Trp

Leu

ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

val

Glu

Lys

Thr
355

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

340

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

val

Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

120

Pro Ser Ser Lys Ser

135

val

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

Lys

Lys

Lys

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val

Pro

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

val

Ala

Arg

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

val

Ser

Lys

Glu

Tyr Phe
155

Ser Gly
170

Ser Leu

Thr Tyr

Lys Lys

Cys Pro

235

Pro Lys
250

Cys val

Trp Tyr

Glu Glu

Leu His

315

Asn Lys
330
Gly GIn

Glu Met

Pagina

125

Thr Ser Gly

140

Pro

val

Ser

Ile

val

220

Ala

Pro

val

val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Glu

Ser

205

Glu

Pro

Lys

val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Gly

val

Phe

175

val

val

Lys

Leu

Thr

255

val

val

sSer

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

val



Ser

Glu

385

Pro

val

Met

Ser

Leu

370

Trp

val

Asp

His

Pro
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

35
219
PRT

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

110120-sequencelisting-p012585w02.st25
val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val
380

375

Gly GIn Pro Glu Asn Asn

390

395

Asp Gly Ser Phe Phe Leu

410

Trp GIn GIn Gly Asn val

425

His Asn His Tyr Thr Gln

Artificial Sequence

440

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Engineered Antibody Sequence, IgGl Light

35

Asp val val Met Thr

1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

Thr

Ala

Lys

35

Arg

Phe

val

Phe

val

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

His

Ala

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Ser

Cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Pro

Lys

Trp

40

val

Ser

val

Gly

val

Leu Ser Leu
10

Ser Ser GIln
25

Phe Leu Gln
Ser Lys Leu

Gly Thr Asp
75

Gly val Tyr
90

Gly Gly Thr
105

Phe ITe Phe
Pagina

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro
17

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Chain

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

val

Pro

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Leu

15

Tyr

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Pro
400
Thr

val

Leu

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Glu



GlIn

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Leu
130
Pro

Gly

Tyr

val
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115

Lys

Arg

Asn

Ser

36
225
PRT

Ser

Glu

Ser

Leu

180

val

Lys

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

Thr

Ser

Ala

Phe

120

125

Ala ser val val Cys Leu Leu

135

val

Ser

Thr

cys

Asn
215

Artificial Sequence

Gln

val

Leu

Glu

200

Arg

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

val

155

Gln

Ser

His

Cys

Engineered Antibody Sequence, Fab Fd

36

Gln val Gln
1

Thr

Ile

Gly

ser

65

Lys

Ser

Leu

val

val

50

Arg

Leu

Ala

Ser

Asp

35

Ile

val

Ser

Ala

Leu

Leu

20

Trp

Trp

ser

ser

TYyr
100

Gln
5

Thr
Ile
Ala
Ile
val

85

Tyr

Glu ser Gly Pro Gly Leu
10

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Thr

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Ala

Tyr

val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Tyr

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Gly

Gly

Gly

Ser

Thr
90

Phe

Lys

Tyr

Asn Tyr Asp

105

Pagina

140

Asp

Asp

Lys

Gln

val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Gly

Asn

Ser

Ala

Lys

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Phe

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Phe

Tyr

Ala
110

Asn

Leu

175

Tyr

sSer

ser

15

sSer

Trp

Leu

sSer

Cys

Tyr

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Glu

Tyr

Ile

Arg

Leu

80

Ala

Trp



Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

Cys
225

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys
210

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

val Thr val Ser Ser

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val

Ser Lys

Asp Tyr

Thr Ser
170

Tyr Ser
185

Gln Thr

Asp Lys

Ala Sser Thr Lys Gly Pro
125

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val
220

Ser Gly

Glu Pro

His Thr

Ser val

190

Cys Asn

Glu Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

37

219

PRT

Artificial Sequence

Engineered Antibody Sequence, Fab Light Chain
37

Asp val val Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro val Thr
1 5

10

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu

25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly
35

40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Vval Ser Lys Leu Asp Ser Gly
50 55

60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
65

70 75

Pagina 19

Gly

val

Phe

175

val

val

Lys

Leu

15

Tyr

Gln

val

Lys

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile
80



Ser

Thr

Arg

GlIn

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Arg

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

val
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

val

Phe

val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

38

226
PRT
Artificial Sequence

Ala Gln val

1

Glu Thr Leu

Tyr Ile val
35

Ile Gly val

50

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

Glu Ala Glu Asp val Gly val
90

85

Pro His Thr
100

Ala Ala Pro

Ser Gly Thr

Glu Ala Lys

Ser GIn Glu

165

Leu Ser Ser
180

val Tyr Ala

Lys Ser Phe

Phe

Ser

Ala

135

val

Ser

Thr

cys

Asn
215

Gly

val

120

Ser

Gln

val

Leu

Glu

200

Arg

Gly Gly Thr
105

Phe Ile Phe

val val cCys

Trp Lys val
155

Thr Glu Gln
170

Thr Leu Ser
185

val Thr His

Gly Glu Cys

Engineered Antibody Sequence, Fab Fd
38

GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly

5

20

10

Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly
25

Asp Trp ITle Arg Gln Pro Pro Gly
40

Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Gly
55

Pagina

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Phe

Lys

Tyr
60

val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

val

Ser

Gly

45

Asn

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

Lys

Leu

30

Leu

Ser

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

sSer

Pro

15

Thr

Glu

Ala

Tyr Tyr Cys Leu GIn Ser
95

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Trp

Leu



Arg

65

Leu

Ala

Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser
225

Ser

Lys

Ser

Gly

Ser

130

Ala

val

Ala

val

His

210

Cys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Arg

Leu

Ala

Gln

115

val

Ala

Ser

val

Pro

195

Lys

39
220
PRT

Engineered Antibody Sequence, Fab Light Chain

39

val

Ser

Ala

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Ser

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

Ile Thr Lys Asp Thr

70

val

Tyr

Leu

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

Thr

Ser

val

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
215

Artificial Sequence

Ala

Tyr

Thr

120

Pro

val

Ala

Gly

Gly

Lys

Ala

Tyr

105

val

Ser

Lys

Leu

Leu

185

Thr

val

Asp

90

Asn

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Ser Lys Asn Gln Phe Ser

75

Thr Ala

Tyr Asp

Ser Ala

Lys Ser

140

Tyr Phe

155

Ser Gly

Ser Leu

Thr Tyr

Lys Lys

val

Gly

Ser

125

Thr

Pro

val

Ser

Ile

205

val

Tyr

Phe

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Ala Asp val val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Vval

1

5

Tyr

95

Ala

Lys

Gly

Pro

Thr

175

val

Asn

Pro

Thr
15

80

Cys

Tyr

Gly

Gly

val

160

Phe

val

val

Lys

Leu

Gly GIn Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr

20

25

30

Thr Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu GIn Arg Pro Gly GIn
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Ser

Pro

65

Ile

Ser

Lys

Glu

Phe

145

GlIn

Ser

Glu

Ser

Pro

50

Asp

Ser

Thr

Arg

Gln

130

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

1

35

Arg

Arg

Arg

His

Thr

115

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

195

val

40
452
PRT

Arg

Phe

val

Phe

100

val

Lys

Arg

Asn

ser

180

Lys

Thr

Leu

Ser

Glu

85

Pro

Ala

Ser

Glu

sSer

165

Leu

val

Lys

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

40

Ile Tyr Leu val Ser

Gly

70

Ala

His

Ala

Gly

Ala

150

Gln

Ser

Tyr

Ser

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

135

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
215

Artificial Sequence

Gly

Asp

Phe

Ser

120

Ala

val

Ser

Thr

cys

200

Asn

Ser

val

Ser

Gln

val

Leu

185

Glu

Arg

Gly

Gly

90

Gly

Phe

val

Trp

Thr

170

Thr

val

Gly

Lys

Thr

75

val

Gly

Ile

val

Leu

Thr

Glu

Leu

60

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

140

val

Gln

Ser

His

220

45

Asp

Phe

Tyr

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
205

Ser

Thr

Cys

val

110

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

190

Gly

Engineered Antibody Sequence, IgGl Heavy Chain

40

Gln val GIn Leu Gln Glu Ser Gly Pro G
5 1

Gly

Leu

Leu

95

Glu

sSer

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

val

Lys

80

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

160

Asp

Tyr

Ser

Ty Leu val Lys Pro Ser Glu
0 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30
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Ile

Gly

Ser

65

Lys

Ser

Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

Cys

225

Gly

Met

His

val

val

50

Arg

Leu

Ala

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

Asp

35

Ile

val

Ser

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

Trp

Trp

Ser

Ser

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

Ile

Ala

Ile

val

85

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

val

245

Thr

Glu

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
40 45

Gly

Thr

70

Thr

Ser

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

val

Gly

55

Lys

Ala

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Cys

Leu

Glu

Lys

Ser

Asp

Ala

Tyr

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val

Pro

Phe

val

Phe

Thr

Thr

Asp

Asn

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Gly

Ser

Thr

90

Tyr

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Pagina

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Lys

val

Tyr

Asn

60

Asn

val

Gly

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val

220

Ala

Pro

val

val
23

Ser

Gln

Tyr

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

205

Glu

Pro

Lys

val

Asp

Ala

Phe

Tyr

Ala

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Leu

Ser

Cys

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

175

val

val

Lys

Ala

Thr

255

val

val

Arg

Leu

80

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Ala

240

Leu

Ser

Glu



val

Tyr

305

Ile

val

Ser

Glu

385

Pro

val

Met

Ser

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

val

Asp

His

Pro
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

1

275

Asn

val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

41
229
PRT

Ala

val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

sSer

Asp

ser

420

Ala

Lys

Lys

Ser

Pro

Leu

Asn

ser

405

Arg

Leu

Artificial

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

280

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln

val

310

Cys

Ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Gly

Gln

Asn

Thr

val

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

His
440

val

Ser

Phe

Glu

Phe

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

His

315

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

395

Leu

val

Gln

Engineered Antibody Sequence, Fab Fd

41

Gln val GIn Leu Gln Glu Ser Gly Pro G
5 1

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Thr

Lys

Cys

Leu

ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

sSer

sSer

Thr

Asn

320

Pro

Gln

val

val

Pro

400

Thr

val

Leu

Ty Leu val Lys Pro Ser Glu
0 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30

Pagina 24



Ile

Gly

Ser

65

Lys

Ser

Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

Cys
225

val

val

50

Arg

Leu

Ala

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys

210

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

35

Ile

val

Ser

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

42
452
PRT

Trp

Trp

Ser

Ser

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ile

Ala

Ile

val

85

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Artificial

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
40 45

Gly

Thr

70

Thr

Ser

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

55

Lys

Ala

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser

Asp

Ala

Tyr

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val

Thr

Thr

Asp

Asn

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Gly

Ser

Thr

90

Tyr

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Mouse/Human Chimeric IgG Heavy Chain

42

Asn

60

Asn

val

Gly

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val
220

Pagina 25

Ser

Gln

Tyr

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

205

Glu

Ala

Phe

Tyr

Ala

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Leu

Ser

Cys

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

175

val

val

Lys

Arg

Leu

80

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser



GlIn

Arg

Ile

Gly

ser

65

GlIn

Ser

Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

225

Gly

val

Leu

val

val

50

Arg

Met

Ala

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Gln

Ser

Asp

35

Ile

Leu

Asn

Ala

Leu

Trp

Leu

ser

195

Pro

Lys

Pro

Leu

Ile

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Tyr

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

ser

ser

Thr

Ser

Glu

Thr

val

Ala

Ile

Leu

85

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

val
245

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

GIn Ser Gly Pro Gly Leu val Ala Pro Ser Gln
10

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Gln

Ser

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Thr

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Lys

cys

Leu

val

Ser

40

Ser

Ser

Asp

Tyr

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val

Pro

Phe

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Asn

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Gly Phe

Gly Lys

Asn Tyr

ser Lys

Thr Ala

90

Tyr Asp

Ala Ala

Lys Ser

Tyr Phe

155

Ser Gly
170

Ser Leu

Thr Tyr

Lys Arg

Cys Pro
235

Pro Lys
250

Pagina

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Ile

Gly

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val

220

Ala

Pro

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Phe

Thr

125

Ser

Glu

Ser

205

Glu

Pro

Lys

Thr

30

Glu

Ala

val

Tyr

Ala

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

ser

Trp

Leu

Phe

Cys

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

175

val

val

Lys

Ala

Thr
255

Tyr

Leu

Arg

Leu

80

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Ala

240

Leu



Met

His

val

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

Glu

385

Pro

val

Met

Ser

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

val

Asp

His

Pro
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ser

Asp

Asn

val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

43
219
PRT

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Artificial

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

Pro Glu val

val

Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

Lys

Lys

Lys

Ser

Gly

Gln

Asn

Phe

280

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Ser

Gln

His
440

Thr

265

Asn

Arg

val

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

val val val Asp val Ser
270

Tyr val

Glu Gln
300

His Gln
315

Lys Ala

Gln Pro

Met Thr

Pro Ser

380

Asn Tyr
395
Leu Tyr

val Phe

Gln Lys

Mouse/Human Chimeric IgG Light Chain

43
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Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Thr

Lys

Cys

Leu

val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

val

val

Pro

400

Thr

val

Leu



Asp
1
Gln
Asn
Pro
Asp
65
Ser
Thr
Arg
Gln
Tyr
145
Ser
Thr

Lys

Pro

val

Pro

Gly

Arg

Arg

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

val
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

val

Ala

Arg

Phe

val

Phe

val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

44
107
PRT
Homo

44

Met Thr

Ser Ile
20

Thr Tyr

Leu ITe

Ser Gly

Glu Ala

85

Pro His
100

Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala

ser Gln

165

Leu Ser
180

val Tyr

Lys Ser

Sapiens

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser val Thr Ile Gly
15

Ser

Leu

Tyr

ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

val

Ser

Thr

cys

Asn
215

Lys

Trp

40

val

Ser

val

Gly

val

120

Ser

Gln

val

Leu

Glu

200

Arg

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

val

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

Ser

Leu

Lys

Thr

Ile

90

Gly

Ile

val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

cys

val

155

Gln

Ser

His

cys

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Pagina 28

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

Tyr

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

175

Tyr

sSer

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



Arg
1
Gln
Tyr
Ser
Thr
65

Lys

Pro

Thr

Leu

Pro

Gly

50

Tyr

His

val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

val

Lys

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

45
330
PRT
Homo

45

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

val

Lys

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Sapiens

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro
100

Gly
5

Gly
val
Phe
val
val

85

Lys

110120-sequencelisting-p012585w02.st25

Pro Ser val Phe I1e Phe Pro Pro Ser Asp Glu
15

Thr

Lys

Glu

ser

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Ala

val

ser

55

Thr

cys

Asn

Ser

Ala

val

Ala

55

val

Cys

Ser

Gln

40

val

Leu

Glu

Arg

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Asp

val

25

Trp

Thr

Thr

val

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

val Cys

Lys val

Glu Gln

Leu Ser
75

Thr His
90

Glu Cys

Pro Leu
10

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser

Ser ser
75

ser Asn
90

Thr His

Pagina

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Ser

Leu

Thr

val

Pro
110

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys



Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

GlIn

225

Met

Pro

Asn

Leu

val

305

GlIn

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Ala

Thr

val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325
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Ala Gly Gly Pro Ser
120

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

val

Pro

Thr

val

310

Leu

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

val Phe Leu Phe Pro Pro

Thr Pro
140

Glu val
155

Lys Thr
Ser val
Lys Cys
Ile Ser

220

Pro Pro

235

Leu val

Asn Gly

ser Asp

Arg Trp

Leu His
315

Pagina 30

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Thr

Asn

Arg

val

sSer

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



TRA-5107 SECUENCIAS
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Boehringer Ingelheim International GmbH
<120> Antidotos Anticuagulantes

<130> P01-2585/wo/1

<160> 45

<170> Version Patent en 3.3

<210> 1

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> VH CDR1 A

<400> 1

Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Ile val Asp
1 5 10
<210> 2

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> VH CDR 1B

<400> 2

Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr ITe val Asp
1 5 10
<210> 3

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> VH CDR2 A
<400> 3

val Ile Trp Gly Ala Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 4

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VH CDR2 B

<400> 4
Pagina 1



TRA-5107 SECUENCIAS

val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Ser Ala Leu Arg Ser
1 5 10 15

<210> 5

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> VH CDR2 C

<400> 5

val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Arg Ser
1 5 10 15
<210> 6

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> VH CDR2 D

<400> 6

val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Arg Tyr Asn Ser Ala Leu Arg Ser
1 5 10 15
<210> 7

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> VH CDR2 E

<400> 7

val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Asn Ser Ala Leu Arg Ser
1 5 10 15

<210> 8

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> VH CDR2 F

<400> 8

val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Ala Tyr Asn Ser Ala Leu Arg Ser
1 5 10 15
<210> 9

<211> 14

Pagina 2



TRA-5107 SECUENCIAS

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VH CDR3 A
<400> 9

Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Asn Phe Asp Gly Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 10

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VH CDR3 B
<400> 10

Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Asn Tyr Asp Gly Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 11

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VK CDR1 A
<400> 11

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr
1 5 10 15

<210> 12

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VK CDR1 B
<400> 12

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Asn Gly Lys Ser Tyr Leu Tyr
1 5 10 15

<210> 13

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VK CDR1 C

<400> 13
Pagina 3



TRA-5107 SECUENCIAS

Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Thr Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr
1 5 10 15

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Leu val
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Leu Gln
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp val
1

Ser Leu

Ile val

Gly val
50

ser Arg
65

Lys Met

14
7
PRT
Secuencia Artificial
VK CDR2
14
Ser Lys Leu Asp Ser
5
15
9
PRT
Secuencia Artificial
VK CDR3
15
Ser Thr His Phe Pro
5
16
122
PRT
Mus musculus
16
Gln Leu Lys Gln Ser
5
Ser Ile Thr Cys Thr
20
Asp Trp val Arg Gln
35
Ile Trp Gly Ala Gly
55
Leu Asn Ile Thr Lys
70
Asn Ser Leu Gln Thr

85

His

Gly

val

ser

40

Ser

Asp

Asp

Thr

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr
90

Leu

Phe

Lys

Tyr

val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Ile

Pagina 4

Ala

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Pro

Thr

30

Glu

Ala

val

Tyr

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys

Gln

Tyr

Leu

Lys

Leu

80

Ala



Ser Ala Ala Tyr Tyr
100

Gly GIn Gly Thr Leu

115
<210> 17
<211> 112
<212> PRT

<213>

<400> 17

Mus musculus

Asp Ile val Met Thr

1

Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro Ala

Gly Lys

35

Lys Arg

Arg Phe

Arg val

His Phe

<210> 18
<211> 122
<212> PRT

<213>

<400> 18

1

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

His

Mus musculus

Gln val Gln Leu Glu
5

Arg Leu Ser Ile Thr

Ile val Asp Trp val
35

Ser

val

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Gln

Cys

Arg

Tyr

Thr

Thr

Cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Thr

Gln

Tyr

val
120

Pro

Lys

Trp

40

val

Ser

Leu

Gly

Gly

val

ser
40

TRA-5107 SECUENCIAS

Asn Phe Asp Gly Phe Ala Tyr Trp

105

Ser

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Pro

ser
25

Pro

Ala

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

val

90

Gly

Gly
10

Gly

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Phe

Lys

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

val

Ser

Gly

Pagina 5

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ala

Leu

Leu
45

110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Pro

Thr
30

Glu

Ile

15

Tyr

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Ser
15

Asn

Trp

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Gln

Tyr

Leu



val
50

Gly

ser
65

Arg

GIn Met

Ser Ala

Gly GIn

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp val
1

Gln Pro

Asn Gly

Pro

Asp
65

Arg

Ser Gly

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

GIn val

Ile Trp Ala

Leu Ser Ile

Leu
85

Asn Ser

Ala Tyr Tyr

Gly Thr Leu

115

19

112

PRT

Mus musculus

19

val Leu Thr

Ala Ser Ile

20

Lys Ser Tyr

Arg Leu Ile

Phe Ser Gly

Ala
85

val Glu

Phe Pro His

100

20
122
PRT
Mus musculus

20

Gln Leu Glu

Gly

Thr

70

Gln

Ser

val

Gln

Ser

Leu

Tyr

ser

70

Glu

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Thr

Tyr

Thr

Thr

cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser

Asn

Asp

Tyr

val
120

Pro

Lys

Trp

40

val

Ser

val

Gly

Gly

TRA-5107 SECUENCIAS
Thr Ser Tyr Asn Ser
60

Asn

Asp

Asn

105

Ser

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Pro

Ser
Thr

90

Tyr

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Ile

90

Gly

Gly

Lys Ser GIn
75

Ala Thr Tyr

Asp Gly Phe

Leu Ser val

Gln Ser Leu

Gln Pro

45

Arg

Leu Asp Ser

60

Asp Phe Thr

75

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Leu

Leu val Ala

Pagina 6

Ala

val

Tyr

Ala
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Pro

Leu

Phe

Cys

Tyr

Ile

15

Tyr

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Ser

Arg
Leu
80

Ala

Trp

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Gln



Arg Leu

ITe val

Gly val
50

Ser Arg
65

Gln Met

Ser Ala

Gly GIn

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser

Asp
35

Ile

Leu

Asn

Ala

Gly

115

21
112
PRT

Ile

20

Trp

Trp

sSer

Ser

Tyr

100

Thr

Thr

val

Ala

Ile

Leu

85

Tyr

Leu

Mus musculus

21

Asp val val Met Thr
1 5

Gln Pro

Asn Gly

Pro Lys

Asp Arg

65

ser Arg

Thr His

Ala

Lys

35

Arg

Phe

val

Phe

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

His

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Gln

Ser

val

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Thr

Tyr

Thr

Thr

Cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

val

Ser

40

Ser

Ser

Asp

Tyr

val
120

Pro

Lys

Trp

40

val

Ser

val

Gly

TRA-5107 SECUENCIAS

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Asn

105

Ser

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

10

Gly Phe ser

Gly Lys Gly

Asn Tyr Asn
60

Ser Lys Ser

Thr Ala Ile
90

Tyr Asp Gly

Thr Leu Ser
10

Ser Gln Ser

Leu GIn Arg

Lys Leu Asp
60

Thr Asp Phe
75

Ile Tyr Tyr
90

Gly Thr Lys
Pagina 7

Leu

Leu

45

sSer

Gln

Tyr

Phe

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

30

Glu

Ala

val

Tyr

Ala
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

15

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys

Tyr

Ile

15

Tyr

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Tyr

Leu

Arg

Leu

80

Ala

Trp

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys



TRA-5107 SECUENCIAS

100 105 110
<210> 22
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220> . - Ve - - -
<223> Secuencia de anticuerpos tratados por ingenieria, Variables de dominios de
la cadena ligera ENG VH

14
<400> 22

Gln val Gln Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30

Ile val Asp Trp Ile Arg GIln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Arg Tyr Asn Ser Ala Leu Arg
50 55 60

Ser Arg val Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Ser Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Asn Tyr Asp Gly Phe Ala Tyr Trp
100 105 110

Gly GlIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
1

115 120
<210> 23
<211> 112
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220> . - Ve - - -
<223> Secuencia de anticuerpos tratados por ingenieria, Vvariables de dominios de
la cadena ligera ENG VK

11
<400> 23

Asp val val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro val Thr Leu Gly
1 5 10 15
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TRA-5107 SECUENCIAS
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
3

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu GIn Ser
85 90 95

Thr His Phe Pro His Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 24
<211> 122
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Secuencia de anticuerpos tratados por ingenieria, variables de dominios de
la cadena pesada ENG VH
15

<400> 24

Gln val Gln Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30

Ile val Asp Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly val 1Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Asn Ser Ala Leu Arg
50 55 60

Ser Arg val Ser Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Ser Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Asn Tyr Asp Gly Phe Ala Tyr Trp
100 105 110
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TRA-5107 SECUENCIAS

Gly Gln Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115

120
<210> 25
<211> 112
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220> . - Ve - - -
<223> Secuencia de anticuerpos tratados por ingenieria, Variables de dominios de
la cadena ligera ENG VK
17
<400> 25
Asp val val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe GIn Gln Arg Pro Gly Gln Ser
3

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Vval Ser Lys Leu Asp Ser Gly val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu GIn Ser
85 90 95

Thr His Phe Pro His Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 26
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220> ] o
<223> Secuencia de anticuerpos tratados por ingenieria, variables de dominios de
la cadena pesada ENG VH

31
<400> 26
Gln val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30
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TRA-5107 SECUENCIAS

Ile val Asp Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly val 1Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Ala Tyr Asn Ser Ala Leu Arg
50 55 60

Ser Arg val Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala
85 9 95

Ser Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Asn Tyr Asp Gly Phe Ala Tyr Trp
100 105 110

Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser

115 120
<210> 27
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sSecuencia de anticuerpos tratados por ingenieria, variables de dominios de
Ta cadena Tigera ENG VK

18

<400> 27
Asp val val Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly val Tyr Tyr Cys Leu GIn Ser
85 90 95

Thr His Phe Pro His Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
Pagina 11



TRA-5107 SECUENCIAS
100 105 110

<210> 28

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 28
Gly Gly Gly Gly Sser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 29

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 29

Ser Ser Ala Asp Asp Ala Lys Lys Asp Ala Ala Lys Lys Asp Asp Ala
1 5 10 15

Lys Lys Asp Asp Ala Lys Lys Asp Gly
20 25

<210> 30

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 30

Ser Pro Asn Gly Ala Ser His Ser Ser Ser Ala Ser GIn Thr Gly Ser
1 5 10 15

Ala Ser Gly Ser Gln
20

<210> 31

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Enlazador

<400> 31
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1

Lys

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32
251
PRT

Secuencia Artificial

Secuencia de

32

Met Ala Asp

1

Leu

Tyr

Gln

val

65

Lys

Gln

Ile

Ser

Glu

145

Tyr

Ile

Gly

Thr

Ser

50

Pro

Ile

Ser

Lys

Gln

130

Thr

Ile

Gly

Gln

Asp

35

Pro

Asp

Ser

Thr

Gly

val

Leu

val

val

val

Pro

20

Gly

Arg

Arg

Arg

His

100

Gly

Gln

Ser

Asp

val

5

Ala

Lys

Arg

Phe

val

85

Phe

Gly

Leu

Leu

anticuerpos

Met

Ser

Thr

Leu

Ser

70

Glu

Pro

Gly

Gln

Thr

150

Ile

Ala

Thr

Tyr
Ile
55

Gly

Ala

Ser

Glu

135

Cys

Arg

Gly

Gln

Ser

Leu

40

Tyr

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

Thr

Gln

Gly

TRA-5107 SECUENCIAS
Gly Ser Thr ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr
5

10

15

tratados por ingenieria, scFv

Ser

Cys

25

Tyr

Leu

Gly

Asp

Phe

105

Gly

Gly

val

Pro

Ser

Pro

10

Lys

Trp

val

Ser

val

90

Gly

Gly

Pro

Ser

Pro

170

Thr

Pagina

Leu

Ser

Phe

Ser

Gly

75

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

Leu

val

Gly

Ser

Leu

140

Phe

Lys

Tyr
13

Leu

Gln

Gln

45

Leu

Asp

Tyr

Thr

Gly

val

Ser

Gly

Asn

Pro

Ser

30

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Gly

Lys

Leu

Leu

Ser

val

15

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

val

Gly

Pro

Thr

Glu

175

Ala

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu

80

Leu

Glu

Gly

Ser

Ser

160

Trp

Leu



Arg Ser

Leu Lys
210

Ala Ser
225

Trp Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Ala
1

Ser Glu

Ser

Tyr

Ile
50

Trp

Leu
65

Arg
Ser Leu
Cys Ala
Tyr

Trp

Ser

180

Lys

Arg val Ser Ile Thr
195 200

Thr Ala
215

Leu Ser Ser val

Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr
230

GIn Gly Thr Leu val Thr

245

33

251

PRT

Secuencia Artificial

Secuencia de anticuerpos
33

Gln val Gln Gln Glu

5

Leu

Thr Leu Ser Thr

20

Leu Cys

ITe val Ile

35

Asp Trp Arg

40

Ala
55

Gly val Ile Trp Gly

val Ser Ile Thr

70

Ser Arg

Ser Ser val Thr

85

Lys Leu

Ala Ala Ser

100

Ser Tyr Tyr

val
120

Gly GIn Gly Thr Leu

Gly Gly Gly ser Gly Gly

TRA-5107 SECUENCIAS

185

Asp Thr

Ala Asp

Tyr Asn

val Ser
250

190

Ser Lys Asn Gln Phe Ser
205

Thr Ala val Tyr Tyr Cys
220

Tyr Asp Gly Phe Ala Tyr
235 240

Ser

tratados por ingenieria, scFv2

Ser Gly

10

Thr val

25

Gln Pro

Gly ser
Lys

Asp

Ala
90

Ala

Tyr
105

Tyr
val

Thr

Gly Gly

Pagina

Pro Gly Leu val Lys Pro

15

Phe Ser Thr

30

Ser Gly Leu

Pro Gly Lys Gly Leu Glu

Thr Gly Ser Ala

60

Tyr Asn

Phe
80

Thr Gln

75

ser Lys Asn

Asp Thr Ala val Tyr

95

Tyr

Asn Tyr Asp Gly Phe Ala

Ser Ser Gly Gly Gly Gly

Ser Asp val val Met Thr

140
14



Gln

145

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

225

Thr

Ser

Cys

Tyr

Leu

Gly

210

Asp

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Pro

Lys

Trp

val

195

Ser

val

Gly

34
452
PRT

Leu

Ser

Phe

180

Ser

Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

165

Leu

Lys

Thr

val

Gly

Leu

150

Gln

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

Phe

215

Tyr

Lys

Secuencia Artificial

val

Leu

Pro

sSer

200

Thr

Cys

val

Secuencia de anticuerpos

34

GIn val GlIn

1

Thr

Ile

Gly

Ser

65

Lys

Leu

val

val

50

Arg

Leu

Ser

Asp

35

Ile

val

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Gln

5

Thr

Ile

Ala

Ile

val
85

Glu

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Thr

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Ala

Gly

val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

TRA-5107 SECUENCIAS

Thr

Leu

Leu

Leu

Glu

Leu

Tyr

170

Gln

val

Lys

Gln

Ile
250

Gly GIn
155

Thr Asp

Ser Pro

Pro Asp

Ile Ser
220

ser Thr
235

Lys

Pro

Gly

Arg

Arg

His

Ala Ser

Lys Thr
175

Arg Leu
190
Phe ser

val Glu

Phe Pro

Ile

160

Tyr

Ile

Gly

Ala

His
240

tratados por ingenieria, Cadena

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Gly

Ser

Thr
90

Leu val

Phe Sser

Lys Gly

Tyr Asn

60

Lys Asn

Ala val

Pagina 15

Lys

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Pro Ser
15

Thr Ser
30

Glu Trp
Ala Leu

Phe Ser

Tyr Cys
95

Glu

Tyr

Ile

Arg

Leu

80

Ala

pesada de IgGl



Ser

Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

225

Gly

Met

His

val

Tyr

305

Gly

Ile

Ala

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Ala

Leu

Trp

Leu

ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

val

Glu

Lys

Tyr

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

sSer

Ser

Thr

sSer

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

Thr
340

Tyr

Leu

Leu

Cys

sSer

165

ser

sSer

Asn

His

val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Ser

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

val

Thr

val

310

Cys

Ser

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

Lys

Lys

Lys

Tyr

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val

Pro

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

val

Ala

TRA-5107 SECUENCIAS

Asn Tyr Asp Gly Phe

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

val

Ser

Ser

Lys

Tyr

ser

170

Ser

Thr

Lys

cys

Pro

250

cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Pagina

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

235

Lys

val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val

220

Ala

Pro

val

val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr
125

Ser

Glu

sSer

205

Glu

Pro

Lys

val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Ala

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu
350

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

175

val

val

Lys

Leu

Thr

255

val

val

sSer

Leu

Ala

335

Pro

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln



val

Ser

Glu

385

Pro

val

Met

Ser

Tyr

Leu

370

Trp

val

Asp

His

Pro
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Thr Leu
355

Thr Cys

Glu Ser

Leu Asp

Lys Ser
420

Glu Ala
435

Gly Lys

35
219
PRT

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

Ser

Gly

Gln

Asn

Secuencia Artificial

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

His
440

Secuencia de anticuerpos

35

Asp val val Met

1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

Ala ser
20

Lys Thr
35
Arg Leu

Phe Ser

val Glu

Thr

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Ser

Cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Pro

Lys

Trp

40

val

Ser

val

TRA-5107 SECUENCIAS

Glu Glu Met Thr

Phe

Glu

Phe

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Pro

Asn

395

Leu

val

Gln

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Asn

Ile Ala

Thr Thr

Lys

Cys Ser

430

Leu Ser

Gln

Leu
415

val

val

Pro

400

Thr

val

Leu

tratados por ingenieria, Cadena

Leu

Ser

25

Phe

Ser

Gly

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

val
90

Pagina

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

val Thr Leu Gly

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu Tyr
30

Gly

Gly

Leu

Leu

15

Gln

val

Lys

Gln
95

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Tigera IgGl



Thr His

Arg Thr

Gln Leu
130

Tyr Pro
145

Ser Gly

Thr Tyr

Lys His

Pro val
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Phe

val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

36
225
PRT

Pro

100

Ala

Ser

Glu

sSer

Leu

180

val

Lys

His

Ala

Gly

Ala

Gln

165

ser

Tyr

Ser

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

Phe

Ser

Ala

135

val

Ser

Thr

cys

Asn
215

Secuencia Artificial

Gly

val

120

Ser

Gln

val

Leu

Glu

200

Arg

Secuencia de anticuerpos

36

Gln val Gln Leu Gln
1 5

Thr Leu
ITe val
Gly val

50

Ser Arg
65

Ser Leu Thr

20

Asp Trp Ile
35

Ile Trp Ala

val Ser Ile

Glu

Cys

Arg

Gly Gly
55

Thr
70

Ser

Thr

Gln

Lys

Gly

val

Pro

40

Ser

Asp

TRA-5107 SECUENCIAS

105

Phe

val

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

Ile

val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Phe

Cys

val

155

Gln

Ser

His

Cys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Gly Gly Thr Lys val
0

Pro

125

Leu

Asn

sSer

Ala

Glu Ile
110

Ser Asp

Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp
175

Asp Tyr
190

Leu Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

tratados por ingenieria, Fab Fd

Pro

ser
25

Pro Gly

Thr Gly

Thr

Gly
10

Gly

Ser

Pagina

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys
75

val

Ser

Gly

Asn
60

Asn

Lys
Leu
Leu
45

Ser

Gln

Pro Ser
15

Thr Ser

30

Glu Trp

Ala Leu

Phe Ser

Glu

Tyr

Ile

Arg

Leu
80



Lys

Ser

Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

Cys
225

Leu

Ala

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ser

Ala

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

37
219
PRT

Ser

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

val

85

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Thr

Ser

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Ala

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Lys

Secuencia Artificial

Secuencia de

37

Asp val val Met Thr
1 5

GIn Pro Ala Ser Ile

Asp Gly Lys Thr Tyr
35

Pro Arg Arg Leu Ile

Ala

Tyr

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val

anticuerpos

Gln Ser Pro

Ser Cys Lys

Leu Tyr Trp
40

Tyr Leu val

TRA-5107 SECUENCIAS

Asp Thr Ala val Tyr
90

Asn

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Tyr

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Asp

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val
220

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Tyr Cys
95

Ala Tyr
110

Lys Gly
Gly Gly
Pro val
Thr Phe

175

val val
190

Asn val

Pro Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

tratados por ingenieria, Cadena

Leu Ser Leu Pro val Thr Leu Gly
15

25

Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Thr
30

Phe Leu GIn Arg Pro Gly Gln Ser
45

Ser Lys Leu Asp Ser Gly val Pro
Pagina 19

Tigera de Fab



50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

Arg Thr

Gln Leu
130

Tyr Pro
145

Ser Gly

Thr Tyr

Lys His

Pro val
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Phe

val

Phe

val

115

Lys

Arg

Asn

ser

38
226
PRT

sSer

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

sSer

Leu

180

val

Lys

Gly

Ala

85

His

Ala

Gly

Ala

Gln

165

sSer

Tyr

Ser

ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

val

Ser

Thr

cys

Asn
215

Secuencia Artificial

Ser

val

Gly

val

120

Ser

Gln

val

Leu

Glu

200

Arg

Secuencia de anticuerpos

38

Ala GIn val GIn Leu GIn Glu Ser

1

5

Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr

20

Tyr Ile val Asp Trp Ile Arg Gln
35 40

TRA-5107 SECUENCIAS

Gly

Gly

val

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

Thr

val

90

Gly

Ile

val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

60

Asp Phe
75

Tyr Tyr
Thr Lys
Phe Pro
Cys Leu

140

val Asp

155

Gln Asp

ser Lys

His Gln

Cys

Thr

cys

val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

sSer

Ile

80

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

tratados por ingenieria, Fab Fd

Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser
10

15

val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser
25

30

Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
45
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TRA-5107 SECUENCIAS

Ile Gly val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Asn Ser Ala Leu
50 55 60

Arg Ser Arg val Ser Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser
65 70 75 80

Leu Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ser Ala Ala Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Asnh Tyr Asp Gly Phe Ala Tyr
100 105 110

Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120 125

Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly
130 135 140

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val
145 150 155 160

Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe
165 170 175

Pro Ala val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val val
180 185 190

Thr val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr Ile Cys Asn val
195 200 205

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Lys val Glu Pro Lys

210 215 220
Ser Cys
225
<210> 39
<211> 220
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Secuencia de anticuerpos tratados por ingenieria, Cadena Tigera de Fab
<400> 39

Ala Asp val val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro val Thr Leu
1 5 10 15
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TRA-5107 SECUENCIAS

Gly Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr
20 25 30

Thr Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu GIn Arg Pro Gly Gln
35 40 45

Ser Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Vval Ser Lys Leu Asp Ser Gly val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys
65 70 75 80

Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly val Tyr Tyr Cys Leu Gln
85 90 95

Ser Thr His Phe Pro His Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile
100 105 110

Lys Arg Thr val Ala Ala Pro Ser val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
115 120 125

Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val Gln Trp Lys val Asp Asn Ala Leu
145 150 155 160

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp
165 170 175

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185 190

Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His Gln Gly Leu Ser
195 200 205

Ser Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215 220

<210> 40

<211> 452

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de anticuerpos tratados por ingenieria, Cadena pesada de IgGl

<400> 40
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Gln

Thr

Ile

Gly

Ser

65

Lys

Ser

Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

Cys

225

Gly

val

Leu

val

val

50

Arg

Leu

Ala

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Gln

Ser

Asp

35

Ile

val

Ser

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Gln

Thr

Ile

Ala

Ile

val

85

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

val
245

Glu

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Thr

Ser

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Ala

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

Gly

val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Tyr

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val

Pro

Phe

TRA-5107 SECUENCIAS
Pro Gly Leu val Lys
10

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Asn

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Gly

Gly

Gly

Ser

Thr

90

Tyr

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro
250

Pagina

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Lys

Ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Gly

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val

220

Ala

Pro

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

205

Glu

Pro

Lys

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Phe

Tyr

Ala

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

175

val

val

Lys

Ala

Thr
255

Glu

Tyr

Ile

Arg

Leu

80

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Ala

240

Leu



Met

His

val

Tyr

305

Ile

val

Ser

Glu

385

Pro

val

Met

Ser

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

val

Asp

His

Pro
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

sSer

Asp

275

Asn

val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

41
229
PRT

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

sSer

Asp

ser

420

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

sSer

Pro

Leu

Asn

ser

405

Arg

Leu

Artificial

Pro

val

Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

Glu

Lys

Lys

Lys

Ser

Gly

Gln

Asn

val

Phe

280

Pro

Thr

val

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

His
440

TRA-5107 SECUENCIAS

Thr Cys val val val

265

Asn

Arg

val

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

395

Leu

val

Gln

val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Thr

Lys

Cys

Leu

val

val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

sSer

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

val

val

Pro

400

Thr

val

Leu

Secuencia de anticuerpos tratados por ingenieria, Fab Fd

41
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Gln

Thr

Ile

Gly

Ser

65

Lys

Ser

Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

Cys
225

val

Leu

val

val

50

Arg

Leu

Ala

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys

210

Asp

<210>
<211>
<212>

Gln

Ser

Asp

35

Ile

val

Ser

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

42
452
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Gln

Thr

Ile

Ala

Ile

val

85

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Glu

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Thr

Ser

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Ala

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Lys

Gly

val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Tyr

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val

TRA-5107 SECUENCIAS
Pro Gly Leu val Lys
10

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Asn

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Gly

Gly

Gly

Ser

Thr

90

Tyr

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Pagina

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Gly

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val
220

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

205

Glu

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Phe

Tyr

Ala

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val
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Asn

Pro

Ser
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Ser

Trp
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val
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val

val
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Tyr
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Trp

Pro
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Thr
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Thr
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42

Gln val Gln Leu Glu
1 5
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65

GlIn
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Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

Leu

val

val

50

Arg

Met

Ala

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys
210

Ser

Asp

35

Ile

Leu

Asn

Ala

Leu

Trp

Leu

ser

195

Pro

Ile

20

Trp

Trp

sSer

sSer

Tyr

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

sSer

Thr

val

Ala

Ile

Leu

85

Tyr

Leu

Leu

Cys

ser

165

Ser

Ser

Asn

raton/humano Cadena

Gln Ser Gly Pro Gly
10

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Gln

Ser

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Thr

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

val

Ser

40

Ser

Ser

Asp

Tyr

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val
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Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Asn

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr
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Gln

Asp

Gly Phe

Gly Lys

Asn Tyr

ser Lys

Thr Ala

90

Tyr Asp

Ala Ala

Lys Ser

Tyr Phe

155

Ser Gly

170

Ser Leu

Thr Tyr

Lys Arg

Pagina

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Ile

Gly

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val
220

Pesada IgG

Leu val Ala

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Phe

Thr

125

sSer

Glu

Ser

205

Glu

Pro

Thr

30

Glu

Ala

val

Tyr
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110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro
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15
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Trp

Leu

Phe

Tyr

Gly

Gly

val

Phe
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val

val

Lys

Gln

Tyr

Leu

Arg

Leu

80

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn
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Cys

225

Gly

Met

His

val

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

Glu

385

Pro

val

Met

Ser

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

val

Asp

His

Pro
450

<210>
<211>
<212>

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

43
219
PRT

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

His

val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Thr

230

Phe

Pro

val

Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Lys

Ser

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Ser

Gln

His
440
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Pro

Thr

265

Asn

Arg

val

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Pagina

235

Lys

val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

395

Leu

val

Gln

Pro

val

val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

Ala

Thr

255

val

val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Ala

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

val

val

Pro

400

Thr

val

Leu
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Asp val val Met Thr
1 5
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Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg
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Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Pro

Gly

Arg

Arg

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

val
210

Ala

Lys

Arg

Phe

val

Phe

val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Ser

20

Thr

Leu
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Glu

Pro

100

Ala

ser

Glu
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Leu
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val

Lys

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
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His

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr
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raton/humano Cadena Tigera IgG

Gln Thr Pro Leu Thr

Ser

Leu

Tyr

ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

val

Ser

Thr

cys

Asn
215

Lys

Trp

40
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Ser

val

Gly

val

120

Ser

Gln

val

Leu

Glu

200

Arg

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

val

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

10

Ser Gln

Leu Gln

Lys Leu

Thr Asp

75

Ile Tyr
90

Gly Thr
ITe Phe
val Cys
Lys val

155

Glu Gln
170
Leu Ser

Thr His

Glu Cys

Pagina

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu Ser val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

Ile

15

Tyr

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

175

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Arg Thr
1

Gln Leu
Tyr Pro

Ser Gly
50

Thr Tyr
65

Lys His
Pro val

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Ser
1

Sser Thr
Phe Pro

Gly val
50

Leu Ser
65

Tyr Ile

44
107
PRT
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44

val

Lys

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

45
330
PRT
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45

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Ala Ala Pro
5

Ser

20

Glu

Ser

Leu
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Lys

Gly

Ala

Gln

sSer

Tyr

85

sSer

Sapiens

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Gly

5

Gly
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Phe

val

val

Thr

Lys

Glu

ser

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Ala
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Ser

55

Thr

cys

Asn

Ser

Ala
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Ala

55

val

His

val

Ser

Gln

40

val

Leu

Glu

Arg

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys
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Phe

val

25

Trp

Thr

Thr

val

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Ile Phe
10

val Cys

Lys val

Glu Gln

Leu Ser
75

Thr His
90

Glu Cys

Pro Leu
10

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser

Ser Ser

75

ser Asn
Pagina

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr
29

Pro

Leu

Asn

45

sSer

Ala

Gly

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr
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Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr
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95

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys



Arg

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

GlIn

225

Met

Pro

Asn

Leu

val

305

GlIn

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

sSer

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

85

Lys
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Thr
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val

165

sSer

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
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Ser

Ala

Leu
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150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230
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val

Pro

Thr

val
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Leu

cys
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Met
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val

Tyr
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Ile

215
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Glu

Pro

val
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Met
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1

Ile
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His
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Tyr
Leu
Trp
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Asp
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Pro
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Lys Thr His Thr
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Asp

Asn

val
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Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
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Leu

Lys

Glu
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Phe

Pro
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125
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Lys

Lys

Leu

Lys
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Lys
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Asn

Pro
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val

Phe
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Thr
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Pro
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Gln

His

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

val
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Lys
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Phe

255
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Phe
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Asn
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2011/050749

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
X the international application in the language in which it was filed

O atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. 00 This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing filed or furnished:

a. (means)
O  on paper
B in electronic form
b. (time)
X in the international application as filed
O together with the international application in electronic form

L1 subsequently to this Authority for the purposes of search

4. 0 In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,
the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Form PCTASA/237 (April 2007)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2011/050749

Box No. IV Lack of unity of invention

1. O Inresponse to the invitation (Form PCTASA/206) to pay additional fees, the applicant has, within the
applicable time limit:

L1 paid additional fees

L1 paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee

L paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid
U

not paid additional fees

2. M This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose not to invite
the applicant to pay additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2 and 13.3 is

O complied with

X not complied with for the following reasons:

see separate sheet

4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:
™ all parts.

U the parts relating to claims Nos. 1-38

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-38
No: Claims
Inventive step (1S) Yes: Claims
No: Claims 1-38
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-38

No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2011/050749

Reference is made to the following documents:

D1 ZIKRIA ET AL, CURR OPIN HEMATOL 16,347 - 356 , 2009
D2 SCHULMAN ET AL, TRANSFUSION MED REV 21,37-48, 2006
D3 WO 98/37075 A1
D4 LAPOSTOLLE ET AL, INTENSIVE CARE MED 34,1448-1453, 2008
D5 HARDIN J S ET AL, d PHARM EXP THERAP 285,1113 - 1122, 1998
D6 HURSTING M J ET AL, ARCH PATHOL LAB MED 111, 1987
D7 COLBURN W A, DRUG METABOL REV 11,223 - 262 1980
Re ltem IV

Lack of unity of invention

Several groups of inventions are found in this application:

Invention 1: Claims 7-17 (entirely), claims 1-6, and 18-38 (partially)
Antibodies which have antidote activity against the direct thrombin inhibitor
(DTI), dabigatran, and uses thereof

Invention 2: Claims 1-6, and 18-38 (all partially)
Antibodies which have antidote activity against direct thrombin inhibitors (DTI)
other than dabigatran, and uses thereof

Invention 3: Claims 1-3, 18-38 (all partially)
Antibodies which have antidote activity against anticoagulants other than
direct thrombin inhibitors (DTI), and uses thereof

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2011/050749

2 The concept of antibodies as antidotes to anticoagulants does not involve an
inventive step (see item V below). Therefore, the groups of inventions do not
provide a novel and inventive solution to the same technical problem (to
provide antidotes against anticoagulants).

Re ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Re: Inventions 1-3

Methods of treatment

3 Claims 34-38 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 39.1(iv) / 67.1(iv) PCT. The patentability can
be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for example, does
not recognise as patentable claims to the use of a compound in medical
treatment, but may allow claims to a product, in particular substances or
compositions for use in a first or further medical treatment. Patentability, in
particular novelty and inventive step, of said claims has been assessed on the
basis of a purpose-limited product claim taking into account the alleged effects
of the substance or composition.

Re: Invention 1

Disclosure of the application

4 The application relates to antibodies which are effective as antidote to
dabigatran, a direct thrombin inhibitor (DTI); antidotes against other
compounds are claimed but have not been tested in practice.

Novelty

The presently available prior art does not disclose antibodies against
dabigatran. Claims 1-38 are hence novel.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2011/050749

Lack of inventive step

5 Claim 1 relates to an antibody which has antidote activity against dabigatran.
D1 is the closest prior art. D1 discusses the advantages of the direct thrombin
inhibitor (DTI), dabigatran (see p. 353) and states on p. 355 that DTI "are
criticized for lacking ... an antidote". The objective technical problem was
thus: the provision of a DTI- (dabigatran)-antidote. D4-7 which are part of the
common general knowledge, provide examples of antibodies as antidotes to
small molecules. Those documents suggest that antibodies could be
developed as antidotes also against other drugs (see, e.g. D5, last sentence
of the abstract, and last sentence of the "Discussion”; see D6, abstract). The
skilled man was thus motivated to solve the technical problem. The solution
offered by claim 1 is one out of many equally obvious solutions. Moreover, a
technical effect which would go beyond what could be expected from the
teaching of the prior art, is not seen. The same applies, mutatis mutandis, to
all claims.

Re: Inventions 2 and 3

6 The presently available prior art does not teach antibodies to the
anticoagulants of Inventions 2 and 3. Claims 1-38 are hence formally novel.

7 However, in view of D4-7 antibodies against said anticoagulants were obvious
for essentially the same reason as discussed with regard to Invention 1
above. Furthermore, there are no technical data in the application regarding
antibodies of Inventions 2 and 3. Hence, the technical effects of these
antibodies, are only known to such an extent as they can be predicted from
the prior art in an obvious manner. Consequently, claims 1-38 lack an
inventive step.
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wo 2011/089183 A3 I 10K 00 OO O

(19) World Intellectual Property Organization

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

International Bureau

(43) International Publication Date
28 July 2011 (28.07.2011)

(10) International Publication Number

WO 2011/089183 A3

eay)

(22)

(25)
(26)
(30)

1

(72)
(73)

(51) International Patent Classification:

A61K 39/00 (2006.01) CO7K 16/44 (2006.01)

International Application Number:
PCT/EP2011/050749

International Filing Date:
20 January 2011 (20.01.2011)

English
English

Filing Language:
Publication Language:

Priority Data:
10151239.0
61/383,914

20 January 2010 (20.01.2010) EP
17 September 2010 (17.09.2010) Us

Applicant (for all designated States except US):
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL
GMBH [DE/DE]; Binger Str. 173, 55216 Ingelheim am
Rhein (DE).

Inventors; and

Inventors/Applicants (for US only): VAN RYN, Joanne
[CA/DE]; Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate
Patents, Binger Str. 173, 55216 Ingelheim am Rhein
(DE). PARK, John Edward [US/DE]; Boehringer Ingel-
heim GmbH, Corporate Patents, Binger Str. 173, 55216
Ingelheim am Rhein (DE). HAUEL, Norbert [DE/DE];
Boehringer Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger
Str. 173, 55216 Ingelheim am Rhein (DE). KUNZ, Ul-
rich [DE/DE]; Bocehringer Ingelheim GmbH, Corporate

74

62y

84)

Patents, Binger Str. 173, 55216 Ingelheim am Rhein
(DE). LITZENBURGER, Tobias [DE/DE]; Boehringer
Ingelheim GmbH, Corporate Patents, Binger Str. 173,
55216 Ingelheim am Rhein (DE). CANADA, Keith [US/
US]; Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc., 900
Ridgebury Road, Ridgefield, CT 06877 (US). SINGH,
Sanjaya [US/US]; Boehringer Ingelheim Pharmaceuti-
cals, Inc., 900 Ridgebury Road, Ridgefield, CT 06877
(US). WATERMAN, Alisa [US/US]; Boehringer Ingel-
heim Pharmaceuticals, Inc., 900 Ridgebury Road, Ridge-
field, CT 06877 (US).

Agents: HAMMANN, Heinz et al.; ¢/o Boehringer Ingel-
heim GmbH, Binger Str. 173, 55216 Ingelheim am Rhein
(DE).

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available). AE, AG, AL, AM,
AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT,
HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP,
KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,
ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD,
SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, TM, TN, TR,
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,

[Continued on next page]

(54) Title: ANTICOAGULANT ANTIDOTES

100.00

90.00

80.00
70.00

60.00
50.00

40.00
30.00

= Antibody

20.00
10.00

Dabigatran Inhibition (%)

0.00
0.10

1.00

Antibody/Fab (pg/mL)

10.00

FIGURE 8

(57) Abstract: The present invention relates to antibody molecules against anticoagulants, in particular dabigatran, and their use
as antidotes of such anticoagulants.



WO 2011/089183 A3 I 700 ) A0 00O O

GM, KF, LR, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG,
ZM, ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), European (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU,
LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SF, SI, SK,

SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,

GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Declarations under Rule 4.17:

as to applicant’s entitlement to apply for and be granted
a patent (Rule 4.17(i1))

Published:

(88)

with international search report (Art. 21(3))

before the expiration of the time limit for amending the
claims and to be republished in the event of receipt of
amendments (Rule 48.2(h))

with sequence listing part of description (Rule 5.2(a))

Date of publication of the international search report:
17 November 2011



International application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2011/050743
Box No.ll Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. I:' Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. I:' Claims Nos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. |:| Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. lll Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see additional sheet

-

As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.
3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers

only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. |:| No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

The additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

I:' No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2011/050749

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. A61K39/00 CO7K16/44
ADD.

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

A6lK CO7K

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Y ZIKRIA JENNIFER CARREIRO ET AL: "Oral 1-38
anticoagulation with factor Xa and

Relevant to claim No.

change.",

347 - 356, XP009131923,
ISSN: 1531-7048
pages 347,353 - page 355

thrombin inhibitors: on the threshold of

September 2009 (2009-09), CURRENT OPINION
IN HEMATOLOGY SEP 2009 LNKD-
PUBMED: 19550318, VOL. 16, NR. 5, PAGE(S)

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

"E" earlier document but published on or after the international
filing date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

"P" document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
merr:ts, such combination being obvious to a person skilled
inthe art.

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

5 September 2011

Date of mailing of the international search report

20/09/2011

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Heder, Andreas

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)

page 1 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2011/050749

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

Y

SCHULMAN ET AL: "Anticoagulants and Their
Reversal",

TRANSFUSION MEDICINE REVIEWS, GRUNE AND
STRATTON, ORLANDO, FL, US LNKD-
D0I:10.1016/J.TMRV.2006.08.002,

vol. 21, no. 1,

13 December 2006 (2006-12-13), pages
37-48, XP005749419,

ISSN: 0887-7963

abstract

WO 98/37075 Al (BOEHRINGER INGELHEIM
PHARMA [DE]) 27 August 1998 (1998-08-27)
cited in the application

the whole document

FRA CR DA CR RIC LAPOSTOLLE ET AL:
"Assessment of digoxin antibody use in
patients with elevated serum digoxin
following chronic or acute exposure",
INTENSIVE CARE MEDICINE, SPRINGER, BERLIN,
DE,

vol. 34, no. 8, 4 April 2008 (2008-04-04),
pages 1448-1453, XP019619076,

ISSN: 1432-1238

Introductiion

HARDIN J S ET AL: "Pharmacodynamics of a
monoclonal antiphencyclidine Fab with
broad selectivity for phencyclidine-1ike
drugs.",

June 1998 (1998-06), THE JOURNAL OF
PHARMACOLOGY AND EXPERIMENTAL THERAPEUTICS
JUN 1998 LNKD- PUBMED:9618414, VOL. 285,
NR. 3, PAGE(S) 1113 - 1122, XP002577101,
ISSN: 0022-3565

abstract, introduction, discussion
HURSTING M J ET AL: "Drug-specific Fab
therapy in drug overdose.",

August 1987 (1987-08), ARCHIVES OF
PATHOLOGY & LABORATORY MEDICINE AUG 1987
LNKD- PUBMED:3632280, VOL. 111, NR. 8,
PAGE(S) 693 - 697, XP002577102,

ISSN: 0003-9985

abstract

COLBURN W A: "Specific antibodies and Fab
fragments to alter the pharmacokinetics
and reverse the pharmacologic/toxicologic
effects of drugs.",

1980, DRUG METABOLISM REVIEWS 1980 LNKD-
PUBMED:7011759, VOL. 11, NR. 2, PAGE(S)
223 - 262, XP002577103,

ISSN: 0360-2532

the whole document

1-38

1-38

1-38

1-38

1-38

1-38

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)

page 2 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No

PCT/EP2011/050749
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
WO 9837075 Al 27-08-1998 AT 239712 T 15-05-2003
AU 742593 B2 10-01-2002
AU 6399198 A 09-09-1998
BG 64558 Bl 29-07-2005
BG 103655 A 29-02-2000
BR 0807843 A 19-06-2001
CA 2277949 Al 27-08-1998
CN 1248251 A 22-03-2000
co 4920237 Al 29-05-2000
4 9902915 A3 14-06-2000
DE 59808281 D1 12-06-2003
DE 122008000020 I1 07-08-2008
DK 966454 T3 01-09-2003
EE 9900359 A 15-02-2000
EG 24144 A 06-08-2008
EP 0966454 Al 29-12-1999
ES 2199426 T3 16-02-2004
HK 1025096 Al 01-11-2002
HR 980082 A2 31-10-1998
HU 0001116 A2 28-05-2001
IL 130812 A 18-12-2005
JP 3343359 B2 11-11-2002
JP 2001509815 A 24-07-2001
LU 91437 A9 14-07-2008
NL 300349 11 01-08-2008
NO 993945 A 15-10-1999
NO 2008012 11 25-08-2008
NZ 337323 A 24-11-2000
PL 335154 Al 10-04-2000
PT 966454 E 30-09-2003
SK 112199 A3 16-05-2000
TR 9902017 T2 21-10-1999
TW 588047 B 21-05-2004

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)




International Application No. PCT/ EP2011/ 050749

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCT/ISA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 7-17(completely); 1-6, 18-38(partially)

Antibodies which have antidote activity against the direct
thrombin inhibitor (DTI), dabigatran, and uses thereof

2. claims: 1-6, 18-38(all partially)

Antibodies which have antidote activity against direct
thrombin inhibitors (DTI) other than dabigatran, and uses
thereof

3. claims: 1-3, 18-38(all partially)

Antibodies which have antidote activity against
anticoagulants other than direct thrombin inhibitors (DTI),
and uses thereof




