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PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2012/031538

ADVANCE E-MAIL

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT b

NOTIFICATION OF THE RECORDING SANTOS, Femando

OF A CHANGE Law and Patents
800 Dwight Way

Berkeley, California 94710
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

Date of mailing (day/month/year)
20 September 2013 (20.09.2013)

Applicant’s or agent's file reference
IMPORTANT NOTIFICATION

BHC115001
International application No. International filing date (day/month/year)
. PCT/US2012/031538 30 March 2012 (30.03.2012)
1. The following indications appeared on record concerning:
B4 the applicant [] the inventor [] the agent ] the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
BAYER HEALTHCARE LLC us us

555 White Plains Road
Tarrytown, New York 10591
United States -of America

Telephone No.
510-705-7725

Facsimile No.
501-705-7904

E-mail address
brki_patents@bayer.com

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning;

[] the person [ the name B4 the address [ the nationality [ the residence
Name and Address State of Nationality State of Residence
BAYER HEALTHCARE LLC us us
‘ 100 Bayer Boulevard Telephone No,
Whippany 510-705-7725
NJ 07981-0915

Facsimile No.
United States of America 501-705-7904

E-mail address

brkl_patents@bayer.com
D4 Netifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to: [l the International Preliminary Examining Authority
B the receiving Office D4 the designated Offices concerned
[] the Intemnational Searching Authority [[] the elected Offices concerned
[[] the Authority(ies) specified for supplementary search [J other
The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes .
1211 Geneva 20, Switzerland Laskowski Marek
e-mail pt04.pct@wipo.int
Facsimile No. +41 22 338 89 95 Telephone No. +41 22 338 74 04

Form PCT/IB/306 (January 2009) 1/NR4AEJ4ZLSYM3W0



PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2012/031538

ADVANCE E-MAIL

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

SANTOS, Fernando

Law and Patents

800 Dwight Way

Berkeley, California 94710
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/month/year)

20 September 2013 (20.09.2013)

Applicant's or agent's file reference

IMPORTANT NOTIFICATION

BHC115001
International application No. International filing date (day/month/year)
PCT/US2012/031538 30 March 2012 (30.03.2012)

1. The following indications appeared on record concerning:

178 Muellerstrasse
13353 Berlin
Germany

the applicant B4 the inventor [] the agent [] the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
MOOSMAYER, Dieter DE DE

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded conceming;

| O the person [ the name B4 the address [] the nationality [] the residence

Name and Address
MOOSMAYER, Dieter
Wohlertstr, 11

10115 Berlin
Germany

State of Nationality State of Residence
DE DE
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
O Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
D the receiving Office
[} the International Searching Authority
[ the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

OOXC

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 95

Authorized officer

Laskowski Marek
e-mail pt04.pet@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 04

Form PC1/IB/306 (January 2009)

1/HQLSWIJVPROPYYO



PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2012/031538

ADVANCE E-MAIL

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

SANTOS, Fernando

Law and Patents

800 Dwight Way

Berkeley, California 94710
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

bate of mailing (day/month/year)
20 September 2013 (20.09.2013)

Applicant’s or agent's file reference

IMPORTANT NOTIFICATION

BHC115001
International application No. International filing date (day/month/year)
PCT/US2012/031538 30 March 2012 (30.03.2012)

1. The following indications appeared on record concerning:

B4 the applicant D4 the inventor

[ the agent ] the common representative

Name and Address

MARQUARDT, Tobias
178 Muellerstrasse
13353 Berlin
Germany

State of Nationality State of Residence
DE DE
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning;

[ the person [ the name B4 . the address {1 the nationality [] the residence

Name and Address
MARQUARDT, Tobias
Viktoriastr. 81

42115 Wuppertal
Germany

State of Nationality State of Residence
DE DE
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
O Notifications by e-mail authorized

3. TFurther observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
the receiving Office
[ the International Searching Authority

[J the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

OO

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 95 .

Authorized officer

Laskowski Marek
e-mail ptO4.pct@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 04

Form PCT/IB/306 (January 2009)

1/PAWAMGESKQVGAL



PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2012/031538

ADVANCE E-MAIL

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT

NOTIFICATION CONCERNING SUBMISSION, SANTOS, Fernando
OBTENTION OR TRANSMITTAL Law and Patents
OF PRIORITY DOCUMENT 800 Dwight Way
Berkeley, California 94710
(PCT Administrative Instructions, Section 411) ETATS-UNIS D'AMERIQUE
Date of mailing (day/month/year)
17 April 2012 (17.04.2012)
App hgﬁé ;rlasgggsl file reference IMPORTANT NOTIFICATION
International application No. International filing date (day/month/year)
PCT/US2012/031538 30 March 2012 (30.03.2012)
International publication date (day/month/year) Priority date (day/monthyear)
Not yet published 01 April 2011 (01.04.2011)
Applicant

BAYER HEALTHCARE LLC et al

The applicant is hereby notified of the date of receipt (or of obtaining by the International Bureau) of the priority document(s) relating
to all earlier application(s) whose priority is claimed. Unless otherwise indicated by the letters "NR", in the right-hand column or by an
asterisk appearing next to the date of receipt, the priority document concerned was submitted or transmitted to or obtained by the
International Bureau in compliance with Rule 17.1(a), (b) or (b-bis). This Form replaces any previously issued notification
concerning submission, transmittal or obtaining of priority documents.

Priority date Priority application No. Country or regional Office Date of receipt
or PCT receiving Office of _priority document
01 April 2011 (01.04.2011) 61/471,101 us 07 April 2012 (07.04.2012)

The letters "NR" denote a priority document which, on the date of mailing of this Form, had not yet been received or cbtained by the
International Bureau in compliance with Rule 17.1(a), (b) or (b-bis). Where the applicant has failed to either submit, request to prepare
and transmit or obtain and transmit, or to request the International Bureau to obtain the priority document within the applicable time
limit under that Rule, the attention of the applicant is directed to Rule 17.1(c) which provides that no designated Office may disregard
the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority
document within a time limit which is reasonable under the circumstances.

An asterisk "*" next to a date of receipt, denotes a priority document submitted or transmitted to or obtained by the International Bureau
but not in compliance with Rule 17.1(a), (b) or (b-bis) (the priority document was received after the time limit prescribed in Rule
17.1(a); the request to prepare and transmit the priority document was submitted to the receiving Office after the applicable time limit
under Rule 17.1(b) or the request to the receiving Office or the International Bureau to obtain the priority document was made after the
applicable time limit under Rule 17.1(b-bis)). Even though the priority document was not furnished in compliance with Rule 17.1(a), (b)
or (b-bis), the International Bureau will nevertheless transmit a copy of the document to the designated Offices, for their consideration.
In case such a copy is not accepted by the designated Office as the priority document, Rule 17.1(c) provides that no designated Office
may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the
priority document within a time limit which is reasonable under the circumstances.

The International Bureau of WIPO Authorized officer

34, chemin des Colombettes . L. .
1211 Geneva 20, Switzerland Athina Nickitas-Etienne

e-mail ptO4.pct@wipo.int

Facsimile No. +41 22 338 89 95 Telephone No. +41 22 338 74 04

Form PCT/IB/304 (July 2010)

1/GNSG625YEJK630
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ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE AL INHIBIDOR DE LA RUTA
DEL FACTOR TISULAR (TFPI) '

Zhuozhi Wang, John Murphy, Tobias Marquardt, Dieter Moosmayer
Presentacion del listado de secuencias
El listado de secuencias asociado con esta solicitud se presenta en formato
electrénico a través de EFS-Web y se incorpora al presente documento por
referencia en la memoria descriptiva en su totalidad.
Campo de las realizaciones

Se proporcionan anficuerpos monoclonales aislados y sus fragmentos
que se unen al inhibidor de la ruta del factor tisular humano (TFPI).
Antecedentes

La coagulacién sanguinea es un proceso mediante el cual la sangre
forma coagulos estables para detener las hemorragias. El proceso implica una
serie de proenzimas y procofactores- (o "factores de coagulacién") que circulan
en la sangre. Dichas proenzimas y procofactores interaccionan a través de
varias rutas a través de las cuales se convierten, bien secuencialmente o
éimulténeamente, en la forma activada. En altimo término, el proceso da como
resultado la . activacion de la protrombina a trombina mediante el factor X
activado (FXa) en presencia del factor Va, calcio i6nico y plaquetas. La
trombina activada induce a su vez la agregacion de plaquetas y"convierte el
fibrinbgeno en fibrina, que después se entrecruza mediante el factor Xl
activado (FXIlla) para formar un coagulo.

El proceso que conduce a la activacion del factor X puede lievarse a

cabo mediante dos rutas distintas: la ruta de activacion por contacto
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(antiguamente conocida como la ruta intrihseca) y la ruta del factor tisular
(antiguamente conocida como la ruta extrinseca). Anteriormente se creia que la
cascada de la coagulacion constaba de dos rutas de igual importancia unidas
en una ruta comuan. Ahora se sabe que la ruta principal para la iniciacion de la
coagulacion sanguinea es la ruta del factor tisular. |

El factor X puede activarse mediante el factor tisular (TF) en
combinacion con el factor VII activado (FVlla). El complejo de factor Vlla y su
cofactor esencial, el TF, es un potente iniciador de la cascada de la
coagulacién.

La ruta del factor tisular de coagulacién esta controlada negativamente
por el inhibidor de la ruta del factor tisular ("TFPI"). EI TFPI es un inhibidor de
retroalimentacion dependiente del FXa del complejo FVIA/TF. Es un miembro
de los inhibidores de serina proteasas de tipo Kunitz multivalentes.
Fisiologicamente, el TFPI se une ai factor X activado (FXa) para formar un
complejo heterodimérico, que interacciona posteriormente con el complejo de
FVIla/TF para inhibir su actividad, cerrando asi la ruta del factor tisular de
coagulaciéon. En principio, el bloqueo de la actividad del TFPI puede
reestablecer la actividad del FXa y FVIla/TF, prolongando asi la duracion de la
accion de la ruta del factor tisular y amplificando la generacién del FXa, que es
el defecto comun en la hemofilia Ay B.

De hecho, algunas pruebas experimentales preliminares han indicado
que el bloqueo de la actividad del TFPI por anticuerpos frente al TFPI normaliza
el tiempo de cbagulacién prolongado o acorta el tiempo de hemorragia. Por
ejemplo, Nordfang y col. mostraron que el tiempo de protrombina diluido

prolongado del plasma hemofilico se normalizaba después de tratar el plasma



10

15

20

25

con anticuerpos para el TFPI (Thromb. Haemost., 1991, 66(4): 464-467). De‘
forma similar, Erhardtsen y col. mostraron que el tiempo de hemorragia en un
modelo de conejo de hemofilia A se acortaba significativamente por anticuerpos
anti-TFPI (Blood Coagulation and Fibrinolysys, 1995, 6: 388-394). Estos
estudios sugieren que la inhibicion del TFPI por anticuérpos anti-TFPI puede
ser util para el tratamiento de la hemofilia A o B. En estos estudios se us6
solamente anticuerpo anti-TFPI policlonal. _
Se prepararon e identificaron anticuerpos monoclonales frente a TFPI
humano recombinante (rhTFPI) usando técnicas de hibridoma. Véase Yang y
col., Chin. Med. J., 1998, 111(8): 718-721. Se sometié a prueba el efecto del
anticuerpo monoclonal sobre el tiempo de protrombina diluido (PT) y el tiempo

de tromboplastina parcial activado (APTT). Los experimentos mostraron que el

}ant'icuerpo monoclonal anti-TFPI acortaba el tiempo de coagulacion de

tromboplastina diluido del plasma deficiente en factor IX. Se sugiere que la ruta
del factor tisular desempefia un papel importante, no sélo en la coagulacion
fisiologica, sino también en la hemorragia de la hemofilia (Yang y col., Hunan Yi
Ke Da Xue Xue Bao, 1997, 22(4): 297-300).

En consecuencia, se necesitan anticuerpos especificos para el TFPI
para tratar enfermedades hematolégicas y el cancer.

En general, los anticuerpos terapéuticos para enfermedades humanas
se han generado usando ingenieria genética para crear anticuerpos murinos,
quiméricos, humanizados o totalmente humanos. Se mostré6 que los
anticuerpos monoclonales humanos tenian un uso limitado como agentes
terapéuticos debido a su corta semivida en suero, su incapacidad de

desencadenar funciones efectoras humanas y la produccién de anticuerpos
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humanos anti-ratén (Brekke y Sandlie, "Therapeutic Antibodies for Human
Diseases at the Dawn of the Twenty-first Century", Nature 2, 53, 52-62, ene.
2003). Se ha mostrado que los anticuerpos quiméricos dan lugar a respuestas
de anti-anticuerpo quimérico humanas. Los anticuerpos humanizados
minimizan adicionalmente el componente de ratéon de los anticuerpos. Sin
embargo, un anticuerpo totalmente humano evita por completo la
inmunogenicidad asociada con elementos murinos. Por tanto, existe una
necesidad de desarrollar anticuerpos totalmente humanos para evitar la
inmunogenicidad asociada con otras formas de anticuerpos monoclonales
modificados por ingenieria genética. En particular, un tratamiento profilactico
cronico como el que seria necesario para el tratamiento de la hemofilia con un
anticuerpo monoclonal anti-TFPI presenta un alto riesgo de desarrollo de una
respuesta inmunitaria frente al tratamiento si se usa un anticuerpo con un
componente murino o de origen murino, debido a la frecuente administracién
de dosis requerida y la larga duracién del tratamiento. Por ejemplo, el
tratamiento de anticuerpos para la hemofilia A puede requerir una
administracién de dosis semanal durante toda la vida del paciente. Esto
supondria una exposicion continua del sistema inmunitario. Por tanto, existe la
necesidad de proporcionar un anticuerpo totalmente humano para el
tratamiento de anticuerpos para la hemofilia y deficiencias genéticas y
adquiridas relacionadas o defectos en la coagulacion.

Se han preparado anticuerpos terapéuticos a través de tecnologia de
hibridomas descrita por Koehler y Milstein en "Continuous Cultures of Fused
Cells Secreting Antibody of Predefined Specificity”, Nature 256, 495-497

(1975). Los anticuerpos totalmente humanos también pueden prepararse de
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manera recombinante en procariotas y eucariotas. Se prefiere la produccion
recombinante de un anticuerpo en una célula huésped en lugar de la
produccién de hibridomas para un anticuerpo terapéutico. La produccion
recombinante tiene las ventajas de una consistencia del producto mayor, un
nivel de produccién probablemente mayor y una fabricacion controlada que
minimiza o elimina la presencia de proteinas derivadas de animales. Por estoé
motivos, es deseable producir un anticuerpo anti-TFP! monoclonal de manera
recombinante.

Ademas, debido a que el TFPI se une al factor X activado (FXa) con una
alta afinidad, un anticuerpo anti-TFP| eficaz deberia tener una afinidad
comparable. Por tanto, es deseable obtener un anticuerpo anti-TFPI que tenga
una afinidad de union que pueda competir con la unién de TFPI/FXa.

Sumario

Se proporcionan anticuerpos monoclonales que tienen una union
especifica a un epitopo especifico del inhibidor de la ruta del factor tisular
humano_(TFPI). Asimismo, sé proporcionan polinucledtidos que codifican los
anticuerpos monoclonales anti-TFPIl. También se proporcionan composiciones
farmacéuticas que comprenden los anticuerpos monoclonales anti-TFPI vy
procedimientos de tratamiento de deficiencias o defectos genéticos y

adquiridos de la coagulacion tales como la hemofilia A y B.

 Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa la formacién del complejo de Fab A y el dominio
de Kunitz 2 del TFPI mediante analisis de exclusion por tamario.
La figura 2 representa una representacion en dibujo de la interaccion

entre el inhibidor de la ruta del factor tisular humano y uno de sus anticuerpos

\
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(Fab A). El Fab A con los dominios variable ligero (VL) y pesado (V,) indicados
se representa como la estructura inferior. El dominio de Kunitz 2 (KD2) del TFPI
se representa como la estructura superior.

La figura 3 representa los restos clave del epitopo Asp102 (D102), 1le105
(1105), Arg107 (R107), el puente disulfuro Cys106-Cys130 y la unién del TFPI y
la superficie del Fab A. |

La figura 4 representa una superposicién del complejo de TFPI-Fab Ay
un dominio de Kunitz 2 (KD2) unido a tripsina y muestra la exclusién de la
uniéon simultanea del TFPI al factor Xa y al Fab A. El KD2 y el Fab A se
muestran en un diagrama en colores, la tripsina se muestra como una
superficie transparente. También se indica el impedimento estérico del Fab Ay
la tripsina. |

La figura 5 representa la formacidén del complejo de Fab B y el dominio
de Kunitz 1+2 del TFPI mediante analisis de exclusidén por tamario.

La figura 6 representa dos representaciones en dibujos que muestran la

interaccién entre el inhibidor de la ruta del factor tisular humano y uno de sus

anticuerpos (Fab B) en un primer angulo y en otro anguio rotado 90 grados con

relacion al primer angulo. El Fab B con los dominios variable ligero (V.) y
pesado (V) indicados se muestra en la parte inferior de la figura (sombreado
en gris). El dominio de Kunitz 1 (KD1) del TFPI se muestra en blanco y el
dominio de Kunitz 2 (KD2) del TFPI se muestra en negro.

La figura 7 representa los restos clave del epitopo Asp31 (D31), Asp32
(D32), Pro34 (P34), Lys36 (K36), Glu60 (E60), el puente disulfuro Cys35-Cys59

'y la unién del dominio de Kunitz 1 del TFPI en la superficie del Fab B. También

se muestra, aunque no se enumera, la uniéon del dominio de Kunitz 2.
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La figura 8 representa dos angulos de visidn de la unién e interaccion de
los restos del epitopo Glu100 (E100), Glu101 (E101), Pro103 (P103), lle105
(1105), Arg107 (R107), Tyr109 (Y109) del dominio de Kunitz 2 con el Fab B. La
Arg107 interacciona con Gly33 (G33) y Cys35 (C35) del dominio de Kunitz 1.

La figura 9 representa una superposicién del complejo de TFPI - Fab By
un complejo de BPTI, factor Vlla y factor tisular, y muestra la exclusion de la
uniéon simultanea del TFPI al factor Vllaffactor tisular y al Fab B. El
impedimento estérico del Fab By el factor Vila y del Fab B y el factor tisular se
indican con flechas.

La figura 10 representa una superposicién del complejo de TFPI - Fab B
y un dominio de Kunitz 2 unido a tripsina y muestra la exclusion de la union
simultanea del TFPI al factor Xa y a Fab B. Se indican el impedimento estérico
del Fab B y la tripsina y del dominio de Kunitz 1 unidd al Fab B y la tripsina.

La figura 11 representa (A) una alineacion de secuencias de las cadenas
ligeras y pesadas del Fab A (SECIDN°: 2y 3)ydeiFabC (SECIDN%6y7)y
(B) una superposicion de la estructura de rayos X del TFPI - Fab A con
modelos de homologia del Fab C. (A) Los restos del paratopo estan en negrita

y resaltados. El resto de paratopo hc_Asn32 que difiere en el Fab Ay el Fab C

‘esta marcado con un asterisco. (B) El dominio de Kunitz 2 (KD2) se muestra en

negro en el dibujo. Las estructuras de Fab se muestran como cintas grises. El
resto de paratopo hc_Asn32 se muestra como una varilla.

La figura 12 representa (A) una alineacion de secuencias de las cadenas
ligeras y pesadas del Fab B (SEC ID N°: 4y 5) y del Fab D (SECID N°: 8y 9) y
(B) una superposicién de la estructura de' rayos X del TFPI - Fab B con

modelos de homologia del Fab D. (A) Los restos del paratopo estan en negrita
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y resaltados. Los restos del paratopo que difieren en el Fab B y el Fab D estan
marcados con un asterisco. (B) El dominio de Kunitz 1 (KD1) y el dominio de
Kunitz 2 (KD2) se muestran en el dibujo en gris claro y negro, respectivamente.

Las estructuras de Fab se muestran como cintas grises. Los restos del

paratopo que difieren en Fab B y Fab C se muestran como varillas.

Descripcion detallada

Definiciones

La expresién "inhibidor de la ruta del factor tisular" o "TFPI" como se usa
en el presente documento se refiere a cualquier variante, isoforma y especie
homologa del TFPI humano expresado de manera natural por células. En una
realizacion preferida de la invencién, la unién de un anticuerpo de la invencion
al TFPI reduce el tiempo de coagulacién sanguinea.

Como se usa en el presente documento, un "anticuerpo" se refiere a un
anticuerpo completo y a cualquiera de sus fragmentos de uhién a antigeno (es

decir, "porciéon de unién a antigeno") o cadenas sencillas. El término incluye

una molécula de inmunogiobulina de longitud completa (por ejemplo, un

anticuerpo de IgG) que se produce de forma natural o se forma mediante
procesos de recombinacion de fragmentos de genes de inmunoglobulina
normales, o una porcién inmunolégicamente activa de una molécula de
inmunoglobulina, tal como un fragmento de anticuerpo, que mantiene la
actividad de unién especifica. Independientemente de la estructura, un
fragmento de anticuerpo se une al mismo antigyeno que reconoce el anticuerpo
de longitud completa. Por ejemplo, un fragmento de anticuerpo monoclonal
anti-TFPI se une a un epitopo del TFPI. La funcién de unién a antigeno de un

anticuerpo puede realizarse por fragmentos de un anticuerpo de longitud
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completa. Los ejemplos de fragmentos de unién que se engloban dentro del
término "porcién de unidon a anticuerpo” de un anticuerpo incluyen (i) un
fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios Vi, Vy,
CL y Cuy; (ii) un fragmento F(ab'),;, un fragmento bivalente que comprende dos
fragmentos Fab enlazados por un puente disulfuro en la regién bisagra; (iii) un
fragmento Fd que consiste en los dominios Vy y Cyy; (iv) un fragmento Fv que
consiste en los dominios V| y Vy de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un
fragmento de dAb (Ward y col., (1989) Nature 341:544-546), que consiste en
un dominio Vy; (vi) una region determinante de la complementariedad_(CDR)
aislada; (vii) minicuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y cuerpos
kappa (véase, por ejemplo, lll y col., Protein Eng, 1997, 10:949-57); (viii) IgG de
camello; y (ix) IgNAR. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, V| y
Vy, estan codificados por genes separados, pueden unirse, usando
procedimientos de recombinacién, mediante un enlazador sintético que les
permite producirse como una unica cadena proteica en la que las regiones V_ y
Vy se aparean para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv
monocatenarios (scFv); véanse, por ejemplo, Bird y col. (1988) Science
242:423-426; y Huston y col. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883).
Tambien se pretende que dichos anticuerpos monocatenarios se engloben
dentro de la expresion "porcion de unién a antigeno" de un anticuerpo. Estos
fragmentos de anticuerpo se obtienen usando téénicas convencionales
conocidas por los expertos en la técnica y se analiza que los fragmentos sean
utiles de la misma manera que lo son los anticuerpos intactos.

Ademas, se contempla que un fragmento de unién a antigeno pueda

englobarse en un mimético de anticuerpo. El término "mimético de anticuerpo”
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o "mimeético” como se usa en el presente documento quiere decir una proteina
que muestra unién similar a un anticuerpo pero es un anticuerpo alternativo
mas pequefio o0 una proteina que no es un anticuerpo. Tal mimético de

anticuerpo puede comprenderse en un armazon. El término "armazon” se

" refiere a una plataforma de polipéptido para el disefio de nuevos productos con

funciones y caracteristicas adaptadas.

El término "epitopo" se refiere a la zona o regién de un antigeno con la
cual se une o interacciona especificamente un anticuerpo, que en algunas
realizaciones indica donde esta en contacto el antigeno con el anticuerpo. Por
el contrario, el término "paratopo” se refiere a la zona o regién del anticuerpo
en la que se une especificamente el antigeno. Se dice que los epitopos
caracterizados por la unién competitiva se solapan si las uniones de los
anticuerpos correspondientes son mutuamente excluyentes, es decir, la unién
de un anticuerpo excluye la unién simulténea de otro anticuerpo. Se dice que
los epitopos son independientes (Unicos) si el antigeno puede acomodar la
unién de ambos anticuerpos correspondientes simultdneamente.

La expresion "anticuerpos competidores”, como se usa en el presente
documento, se refiere a anticuerpos que se unen a aproximadamente,
sustancialmente o esencialmente al mismo, o incluso al mismo, epitopo que un
anticuerpo frente al TFPlI como se describe ‘en el presente documento.
"Anticuerpos competidores" incluye anticuerpos con especificidades de epitopo
solapantes. Por tanto, los anticuerpos competidores pueden competir de forma
eficaz con un anticuerpo como se describe en el presente documento por la
union al TFPIL. Preferentemente, el anticuerpo competidor puede unirse al

mismo epitopo que el anticuerpo descrito en el presente documento. Desde un
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punto de vista alternativo, el anticuerpo competidor tiene la misma especificidad
de epitopo que el anticuerpo descrito en el presente documento.

Como se usan en el presente documento, las expresiones "que inhibe la
union" y "que bloquea la wuniéon" (por ejemplb, en referencia a la
inhibicion/bloqueo de la uniéon del ligando de TFPI al TFPl) se usan
indistintamente y engloban la inhibiciéon o el bloqueo tanto parcial como total.
También se pretende que la inhibicibn y el bloqueo incluyan cualquier
reduccién medible de la afinidad de unién del TFPIl a un sustrato fisiologico
cuando estd en contacto con un anticuerpo anti-TFPI en comparacion con el
TFPI que no esta en contacto con un anticuerpo anti-TFPI, por ejemplo, el
bloqueo de la interaccidn del TFPI con el factor Xa o el bloqueo de la
interaccién de un complejo de TFPI-factor Xa con factor tisular, factor Vlla o el
complejo de factor tisular/factor Vlla en al menos un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o el 100 %.

Los términos "anticuerpo monoclonal" o "composicidon de anticuerpo
monoclonal" como se usan en el presente documento se refieren a una
preparacion de moléculas de anticuerpo de cdmposicién molecular unica. Una
composicion de anticuerpo monoclonal presenta una Unica especificidad y
afinidad de union por un epitopo en particular. En consecuencia, el término
"anticuerpo monoclonal humano" se refiere a anticuerpos que presentan una
Unica especificidad de unién que tienen regiones variables y constantes
derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humanas. Los
anticuerpos humanos de la invencion pueden incluir restos de aminoacido no
codificados por secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humanas (por

ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica de
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sitio in vitro o por mutacién somatica in vivo).
Se pretende que un "anticuerpo aislado", como se usa en el presente
documento, se refiera a un anticuerpo que no tiene, sustanciaimente, otros

anticuerpos que tengan especificidades antigénicas diferentes (por ejemplo, un

anticuerpo aislado que se une al TFPI no tiene, sustancialmente, anticuerpos

que se unen a antigenos diferentes del TFPI). Un anticuerpo aislado que se
une a un epitopo, isoforma o variante del TFPI humano puede, no obstante,
tener reactividad cruzada con otros antigenos relacionados, por ejempl_o, de
otras especies (por ejemplo, homoélogos de especie del TFPI). Ademas, un
anticuerpo aislado puede no tener, sustancialmente, otro material celular y/o
sustancias quimicas.

Como se usa en el presente documento, "unién especifica" se refiere a
un anticuerpo que se une a un antigeno predeterminado. Normalmente, el
anticuerpo se une con una afinidad de al menos aproximadamente 10° M* y se
une al antigeno predeterminado con una afinidad que es mayof, por ejemplo, al
menos dos veces mayor, que su afinidad de uhién por un antigeno no
pertinente (por ejemplo, BSA, caseina) distinto del antigeno predeterminado o
un antigeno estrechamente relacionado. Las expresiones "un anticuerpo que
reconoce un antigeno" y "un anticuerpo especifico para un antigeno" se usan
indistintamente en el presente documento con la expresion "un anticuerpo que
se una especificamente a un antigeno".

Como se usa en el presente documento, la expresion "alta afinidad" para
un anticuerpo de IgG se refiere a una afinidad de union de al menos
aproximadamente 10’ M", en algunas realizaciones de al menos

aproximadamente 10° M’ en algunas realizaciones de al menos
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aproximadamente 10° M, 10" M, 10" M o mayor, por ejemplo, de hasta

10" M™ o mayor. Sin embargo, la unién de "alta afinidad" puede variar para

‘otros isotipos de anticuerpos. Por ejemplo, la unién de "alta afinidad" para un

isotipo IgM se refiere a una afinidad de unién de al menos aproximadamente
1,0 x 10’ M. Tal como se usa en el presente documento, "isotipo" se refiere a
la clase de anticuerpo (por ejemplo, IgM o IgG1) que esta codificada por genes
de la regién constante de la cadena pesada.

"Region determinante de la complementariedad" o "CDR" se refiere a
una de las tres regiones hipervariables dentro de la regién variable de la
cadena pesada o la region variable de la cadena ligera de una molécula de
anticuerpo que forman la superficie de unién a antigeno en N-terminal que es
complementaria a la estructura tridimensional del antigeno unido. Partiendo
desde el extremo N-terminal de una cadena pesada o ligera, estas regiones
determinantes de la complementariedad se denominan "CDR1", "CDR2" y
"CDR3", respectivamente. Las CDR estan implicadas en la unién anticuerpo-
antigeno y la CDR3 comprende una regién dnica especifica para la unién
anticuerpo-antigeno. Por lo tanto, un sitio de unién a antigeno puede incluir seis
CDR, comprendiendo las CDR regiones de cada una de las regiones V de la
cadena pesada y la cadena ligera. |

Como se usa en el presente documento, "sustituciones conservadoras"
se refiere a modificaciones de un polipéptido que implican la sustituciéon de uno
0 mas aminoacidos por aminoacidos que tienen propiedades bioquimicas
similares que no dan como resultado la pérdida de una funcién bioldgica o
bioquimica del polipéptido. Una "sustitucion de aminoacido conservadora” es

aquella en la que el resto de aminoacido se reemplaza con un resto de
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aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido

familias de restos de aminoacido que tienen cadenas laterales similares. Estas

familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejempio,

lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido
aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por ejemplo,
glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas
laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas en beta (por
ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por
ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Se prevé que los
anticuerpos de la presente invencion puedan tener sustituciones de
aminoacidos conservadoras y mantener aun asi su actividad.

Para acidos nucleicos y polipéptidos, la expresion "homologia sustancial"
indica que dos acidos nucleicos o dos polipéptidos, 0 secuencias designadas
de los mismos, cuando se alinean de forma éptima y se comparan, son
idénticos, con inserciones o eliminaciones de nuclebtidos o aminoacidos
apropiadas, en al menos aproximadamente el 80 % de los nucleédtidos o
aminoacidos, normalmente al menos aproximadamente el 85 %,
preferentemente aproximadamente el 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 % o 95 %,
mas preferentemente al menos aproximadamente el 96 %, 97 %, 98 %, 99 %,
99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 % 0 99,5 % de los nucleétidos o aminoéacidos. De
forma alternativa, existe homologia sustancial para los acidos nucleicos cuando
los segmentos hibridan bajo condiciones de hibridacion selectivas para el
complemento de la hebra. La invencién incluye secuencias de acidos nucleicos

y polipéptidos que tienen una homologia sustancial con las secuencias de
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acidos nucleicos y las secuencias de aminoacidos especificas mencionadas en
el presente documento.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias es una funcién del
nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de
homologia = n°® de posiciones idénticas/n® total de posiciones x 100), teniendo
en cuenta el numero de huecos, y la longitud de cada hueco, que han de

introducirse para la alineacion éptima de las dos secuencias. La comparaciéon

- de secuencias y la determinacién del porcentaje de identidad entre dos

secuencias puede lograrse usando un algoritmo matematico, tal como, sin
limitacién, el médulo AlignX™ de VectorNTI™ (Invitrogen Corp., Carsbald, CA).
Para AlignX™,  los parametros de alineacién multiple por defecto son:
penalizacién por apertura de hueco: 10; penalizaciéon por extensién de hueco:
0,05; intervalo de penalizacidén por separacion de hueco: 8; % de identidad por
retraso en la alineacion: 40. (pueden encontrarse mas detalles en
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/LINNEA-Online-Guides/LINNEA-
Communities/Vector-NTI-Community/Sequence-analysis-and-data-
management-éoftware—for-PCs/AIian-ModuIe-for-Vector-NTI-
Advance.reg.us.html).

Otro procedimiento para determinar el mejor apareamiento general entre
una secuencia de consulta (una secuencia de la presente invencion) y .una
secuencia objeto, a lo que también se hace referencia como alineaciéon de
secuencias global, puede determinarse usando el programa de ordenador
CLUSTALW (Thompson y col., Nucleic Acids Research, 1994, 2(22). 4673-
4680), que se basa en el algoritmo de Higgins y col., (Computer Applications in

the Biosciences (CABIOS), 1992, 8(2): 189-191). En una alineaciéon de
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secuencias, tanto la secuencia de consulta como la secuencia objeto son
secuencias de ADN. El resultado de dicha alineacién de secuencias >global es
en porcentaje de identidad. Los parametros preferidos usados en una
alineacion de secuencias de ADN con CLUSTALW para calcular el porcentaje
de identidad a través de alineaciones por apareamientos son: Matriz = |IUB, k-
tuple = 1, Numero de diagonales principales = 5, Penalizacién por hueco = 3,
Penalizacién por apertura de hueco = 10, Penalizacién por extensiéon de hueco
= 0,1. Para alineaciones multiples, los parametros de CLUSTALW preferidos
son los siguientes: Penévlizacién por apertura de hueco = 10; Parametro de
extensiéon de hueco = 0,05; Intervalo'de penalizacién por separaciéon de hueco
= 8; % de identidad por retraso en la alineacién = 40.

Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células completas, en
un lisado celular o en una forma parcialmente purificada o sustancialmente
pura. Un acido nucleico se "aisla" o "se hace sustancialmente puro" cuando se
purifica separandolo de otros componentes celulares con los que se asocia
normaimente en el entorno natural. Para aislar un acido nucleico, pueden
usarse técnicas convencionales tales como las siguientes: tratamiento
alcalino/SDS, bandeo con CsCl, cromatografia en columna, electroforesis en
gel de agarosa y otras bien conocidas en la técnica.

Anticuerpos monoclonales que se unen a epitopos del TFPI especificos

En el presente documento se proporcionan anticuerpos con unidn
especifica al TFPI humano como se muestra en la SEC ID N° 1. En algunas
realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-TFP! inhiben la union de un
ligando de TFPI al TFPI. Por tanto, en algunas realizaciones, los anticuerpos

monoclonales anti-TFPI pueden inhibir la actividad del TFP1.
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Se prop'orciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une a un
epitopo del inhibidor de la ruta del factor tisular humano (SEC ID N°: 1), en el

que dicho epitopo comprende uno o mas restos del dominio de Kunitz 2. En

- algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado comprende la cadena

ligera como se muestra en la SEC ID N° 2 o en la SEC ID N° 4. En algunas

realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado comprende la cadena pesada.

como se muestra en la SEC ID N° 3 o en la SEC ID N° 5. En algunas
realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado comprende la cadena ligera
como se muestra en la SEC ID N°: 2 y la cadena pesada como se muestra en
la SEC ID N°: 3. En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado
comprende la cadena ligera como sé muestra en la SEC ID N° 4 y la cadena
pesada como se muestra en la SEC ID N° 5. En algunas realizaciones,
también se contempla que el anticuerpo monoclonal aislado pueda comprender
una cadena ligera o una cadena pesada con homologia sustancial con las que
se proporcionan. Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal aislado que comprende
la homologia sustancial puede comprender una o mas sustituciones
conservadoras.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo monoclonal

aislado que se une a un epitopo del inhibidor de la ruta del factor tisular

humano (SEC ID N°: 1), en el que dicho epitopo comprende uno o mas restos

seleccionados de entre Glu100, Glu101, Asp102, Pro103, Gly104, lle105,

Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109, Lys126, Gly128, Gly129, Cys130, Leu131,
Gly132 y Asn133 de la SEC ID N°: 1 y sus combinaciones.
En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto Glu100 de la

SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto Glu101
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de la SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto
Asp102 de la SEC ID N°: 1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el
resto Pro103 de la SEC ID N°% 1. En algunas realizaciones, el epitopo
comprende el resto Gly104 de la SEC ID N°:' 1. En algunas realizaciones, el
epitopo comprende el resto 1le105 de la SEC ID N° 1. En algunas
realizaciones, el epitopo comprende el resto Cys106 de la SEC ID N° 1. En
algunaé realizaciones, el epitopo comprende el resto Arg107 de la SEC ID N°:
1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto Gly108 de la SEC
ID N° 1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto Tyr109 de la
SEC ID N 1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto Lys126
de la SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto
Gly128 de la SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el
resto Gly129 de la SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el epitopo
comprende el resto Cys130 de la SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el
epitopo comprende el resto Leu131 de la SEC ID N°: 1. En algunas
realizaciones, el epitopo comprende el resto Gly132 de la SEC ID N° 1. En

algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto Asn133 de la SEC ID N°;

1.

En algunas realizaciones, el epitopo comprende los restos 1le105 y

Asp102 de la SEC ID N°: 1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende los

restos lle105 y Leu131 de la SEC ID N° 1. En algunas realizacio‘nes el epitopo

comprende los restos lle105, Asp102 y Leu131 de la SEC [ID N°: 1. En algunas

realizaciones, el epitopo comprende ademas el resto Glu100, Glu101, Pro103,

Gly104, Cys106, Gly108, Tyr109, Lys126, Gly128, Gly129, Cys130, Leu131,
Gly132 0 Asn133 de la SEC ID N°; 1.
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En algunas realizaciones, se proporciona un antiduerp_o monoclonal
aislado que se une a un epitopo del inhibidor de Ia. ruta del factor tisular
humano (SEC ID N° 1), en el que dicho epitopo comprende dos bucles de
aminoacidos enlazados por un puente disulfuro entre los restos Cys106 y
Cys130 de la SEC ID N°: 1. En algunas réalizaciones, el epitopo comprende
ademas uno o mas restos seleccionados de entre Glu100, Glu101, Asp102,
Pro103, Gly104, lle105, Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109, Lys126, Gly128,
Gly129, Cys130, Leu131, Gly132 y Asn133 de la SEC ID N° 1. En algunas
realizaciones, el epitopo comprende el resto lle105 de la SEC ID N°: 1. En
6tras realizaciones, el epitopo comprende el resto Asp102 de la SEC ID N°: 1.
En otras realizaciones, el epitopo comprende el resto Leu131 de la SEC ID N‘?:
1. Y en algunas realizaciones, el epitopo comprende ademas uno o mas restos
seleccionados de entre Glu100, Glu101, Asp102, Pro103, Gly104, 1lle105,
Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109, Lys126, Gly128, Gly129, Cys130, Leu131,
Gly132 y Asn133 de la SEC ID N°: 1.

Se proporciona también un anticuerpo monoclonal aislado que se une a
un epitopo del inhibidor de la ruta del factor tisular humano (S“EC ID N° 1), en
el que dicho epitopo comprende uno o mas restos del dominio de Kunitz 1y
uno o mas restos del dominio de Kunitz 2. En algunas realizaciones, el
anticuerpo monoclonal aislado comprende la cadena ligera como se muestra

en la SEC ID N° 6 o en la SEC ID N° 8. En algunas realizaciones, el

anticuerpo monoclonal aislado comprende la cadena pesada como se muestra

en la SEC ID N° 7 o en la SEC ID N°% 9. En algunas realizaciones, el
anticuerpo monoclonal aislado comprende la cadena ligera como se muestra

en la SEC ID N°: 6 y la cadena pesada como se muestra en la SEC ID N°: 7.
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En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado comprende la
cadena ligera como se muestra en la SEC ID N° 8 y la cadena pesada como
se muestra en la SEC ID N°% 9. En algunas realizaciones, también se
contempla que el anticuerpo monoclonal aislado pueda comprender una
cadena ligera o una cadena pesada con homologié sustancial con las que se
proporcionan. Por ejemplo, el anticuerpo mbnoclonal aislado que comprender
la homologia sustancial puede comprender una o mas sustituciones
conservadoras.

En algunas realizaciones, los restos del dominio de Kunitz 1 comprenden
uno o mas restos seleccionados de entre Asp31, Asp32, Gly33, Pro34, Cys35,
Lys36, Cys59, Glu60 y Asn62 de la SEC ID N° 1 y sus combinaciones. En
algunas realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 1 comprende el resto
Asp31 de la SEC ID N°: 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio de
Kunitz 1 comprende el resto Asp32 de la SEC ID N° 1. En algunas
realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 1 comprende el resto Gly33 de la
SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 1
comprende el resto Pro34 de la SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el
resto del dominio de Kunitz 1 comprende el resto Cys35 de la SEC ID N°: 1. En
algunas realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 1 comprende el resto
Lys36 de la SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio de
Kunitz 1 comprende el resto Cys59 de la SEC ID N° 1. En algunas
realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 1 comprende el resto Glu60 de la
SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 1
comprende el resto Asn62 de la SEC ID N°: 1.

En algunas realizaciones, los restos del dominio de Kunitz 1 comprenden
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los restos Pro34 vy Glu60 de la SEC ID N°: 1. En algunas realizaciones, los"

restos del dominio de Kunitz 1 comprenden los restos Pro34 y Lys36 de la SEC
ID N°% 1. En alg'unas realizaciones, los restos del dominio .de Kunitz 1
comprenden los restos Pro34, Lys36 y Glu60 de la SEC ID N°: 1.

En algunas realizaciones, los restos del dominio de Kunitz 2 comprenden
uno o mas restos seleccionados de entre Glu100, Glu101, Pro103, Gly104,

lle105, Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109, Phe114, Asn116, Glu123, Arg124,

| Lys126, Tyr127 y Gly128 de la SEC ID N° 1 y sus combinaciones. En algunas

realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 2 comprende el resto Glu100 de la
SEC ID N° 1. En algunas realizaéiones, el resto del dominio de Kunitz 2
comprende el resto Glu101 de la SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el
resto del dominio de Kunitz 2 comprende el resto Pro103 de la SEC ID N°: 1.
En algunas realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 2 comprende el resto
Gly104 de la SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio de
Kunitz 2 comprende el resto lle105 de la SEC ID N° 1. En algunas
realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 2 comprende el resto Cys106 de la
SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 2
comprende el resto Arg107 de la SEC ID N°: 1. En algunas realizaciones, el
resto del dominio de Kunitz 2 comprende el resto Gly108 de la SEC ID N°: 1.
En algunas realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 2 comprende el resto
Tyr109 de la SEC ID N° 1. En algunas réalizaciones, el resto del dominio de
Kunitz 2 comprende el resto Phe114 de la SEC ID N° 1. En algunas
realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 2 comprende el resto' Asn116 de la
SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 2

comprende el resto Glu123 de la SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el
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resto del dominio de Kunitz 2 comprende el resto Arg124 de la SEC.-ID N°: 1.
En aigunas realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 2 comprende el resto
Lys126 de la SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio de
Kunitz 2 comprende el resto Tyr127 de la SEC ID N°: 1.

En aigunas realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 2 comprende los
restos Arg107 y Glu101 de la SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el resto
del dominio de Kunitz 2 comprende los restos Arg107 y Tyr109 de la SEC ID
N°: 1. En algunas realizacionés, el resto del dominio de Kunitz 2 comprende los
restos Arg107, Glu101 y Tyr109 de la SEC ID N°: 1. En algunas realizaciones,
el resto del dominio de Kunitz 2 comprende el resto Gly128 de Ia;SEC ID N°: 1.

En algunas realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 2 puede
comprender adicionalmente uno o mas restos seleccionados de entre Asp102,
Gly129, Cys130, Leu131, Gly132 y Asn133 de la SEC ID N°: 1 y sus
combinaciones.

En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado comprende
un resto del dominio de Kunitz 1 que comprende uno o mas restos
seleccionados de entre Asp31, Asp32, Gly33, Pro34, Cys35, Lys36, Cysb9,
Glu60 y Asn62; y un resto del dominio de Kunitz 2 que comprende uno o-mas
restos seleccionados de entre Glu.100, Glu101, "Pro103, Gly104, lle105,
Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109, Phe114, Asn116, Glu123, Arg124, Lys126,
Tyr127 y Gly128.

Tambien se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une a
un epifopo del inhibidor de la ruta del factor tisular humano (SEC ID N°: 1), en
el que dicho epitopo comprende dos bucles de aminoacidos enlazados por un

puente disulfuro entre los restos Cys35 y Cys59 de la SEC ID N° 1. En algunas
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realizaciones, el epitopo comprende ademas uno o mas restos del dominio de
Kunitz 1 y uno o mas restos del dominio de Kunitz 2. En algunas realizaciones,
el resto del dominio de Kunitz 1 comprende uno o mas restos seleccionados de

entre Asp31, Asp32, Gly33, Pro34, Cys35, Lys36, Cys59, Glu60 y Asn62 de la

- SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio de Kunitz 2

comprende uno o mas restos seleccionados de entre Glu100, Glu101, Pro103,
Gly104, lie105, Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109, Phe114, Asn116, Glu123,
Arg124, Lys126, Tyr127 y Gly128 de la SEC ID N°: 1. '

También se 'proporcionan anticuerpos que pueden competir con

“cualquiera de los anticuerpos descritos en el presente documento por la unién

-del TFPI. Por ejemplo, un anticuerpo que se une al mismo epitopo que los

anticuerpos descritos en el presente documento podra competir de forma eficaz
por la union al TFPI. En algunas realizaciones, se prbporciona un anticuerpo
monoclonal aislado que se une al TFPI, en el que el anticuérpo monoclonal
aislado es competitivo con cualquiera de los anticuerpos monoclonales aislados
descritos en el presente documento. En algunas realizaciones, el anticuerpo es
competitivo con un anticuerpo que tiene una cadena ligera como se muestra en
la SEC ID N° 2, SEC ID N° 4, SEC ID N° 6 o SEC ID N° 8. En algunas
realizaciones, el anticuerpo es competitivo con un anticuerpo que tiene una
cadena pesada como se muestra en la SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 5, SEC ID N°:

7 o SEC ID N°: 9. En algunas realizaciones, el anticuerpo es competitivo con un

_anticuerpo que tiene una cadena ligera como se muestraen la SEC ID N°: 2 y

una cadena pesada como se muestra en la SEC ID N° 3. En algunas
realizaciones, el anticuerpo es competitivo con un anticuerpo que tiene una

cadena ligera como se muestra en la SEC ID N°: 4 y una cadena pesada como
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se muestra en la SEC ID N° 5. En algunas realizaciones, el anticuerpo es
competitivo con un anticuerpo que tiene una cadena ligera como se muestra en
la SEC ID N° 6 y una cadena pesada como se muestra en la SEC ID N° 7. En
algunas realizaciones, el anticuerpo es competitivo con un anticuerpo que tiene
una cadena ligera como se muestra en la SEC ID N°: 8 y una cadena pesada
como se muestra en la SEC ID N°: 9.

También se proporcionan anticuerpos biespecificos que pueden
competir con cualquiera de los anticuerpos descritos en el presente docurhento
por la unién del TFPIL. Por ejemplo, tales anticuerpos biespecificos pueden
unirse a uno o mas ebitopos descritos anteriormente.

El anticuerpo puede ser especifico de especie o puede presentar
reaccion cruzada con varias especies. En algunas realizaciones, el anticuerpo
puede reaccionar de forma especifica o cruzada con el TFPI de ser humano,
raton, rata, cobaya, conejo, mono, cerdo, perro, gato o de otras especies de
mamiferos.

El anticuerpo puede ser de cualquiera de las diversas clases de
anticuerpos, tales como, sin limitacidén, un anticuerpo de IgG1, de IgG2, de
lgG3, de 9G4, de IgM, de IgA1, de IgA2, de IgA de secrecion, de IgD y de IgE.
Acidos nucleicos, vectores y células huésped

Aungue se proporcionan secuencias de aminoacidos de los anticuerpos
monoclonales, se contempla que las secuencias de acidos nucleicos puedan
disefiarse para codificar cualquiera de estos anticuerpos monoclonales. Tales
polinucleétidos pueden codificar una cadena ligera o una cadena pesada del
anticuerpo anti-TFPI. En algunas realizaciones, tales polinucleétidos pueden

codificar tanto la cadena ligera como la cadena pesada del anticuerpo anti-TFP|
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separadas por un enlace degradable. Ademas, los anticuerpos mencionados
anteriormente pueden producirse usando vectores de expresidn que
comprenden las moléculas de acido nucleico aisladas que codifican los
anticuerpos monoclonales y células huésped que comprenden tales vectores.
Procedimientos para preparar anticuerpos frente al TFPI

El anticuerpo monoclonal puede producirse de manera recombinante
expresando una secuencia de nucledtidos que codifica las regiones variables
del anticuerpo monoclonal de acuerdo con las realizaciones de la invencién en
una célula huésped. Con la ayuda de un vector de expreéién,-puede
transfectarse un acido nucleico qué contiene la secuencia de nucleotidos y
expresarse en una célula huésped adecuada para la produccién. En
consecuencia, también se proporciona un procedimiento para producir un
anticuerpo monoclonal que se une al TFPI humano que comprende:

(a) transfectar una molécula de acido nucleico que codifica un
anticuerpo monoclonal de la invencién en una célula huésped,

(b)  cultivar la célula huésped con el fin de expresar el anticuerpo
monoclonal en la célula huésped y, opcionalmente

(c) aislar y purificar el anticuerpo monoclonal producido, en el que la

molécula de acido nucleico comprende una secuencia de nucleédtidos que

codifica un anticuerpo monoclonal de la presente invencion.

En un ejemplo, para expresar los anticuerpos, o sus fragmentos de
antiCuerpo, se insertan ADN que codifican cadenas ligeras y pesadas parqiales
ode Iongitud completa obtenidos mediante técnicas convencionales de biologia
molecular en vectores de expresidn de manera que los genes estan enlazados

de manera funcional a secuencias de control de la transcripcion y la traduccion.
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En este contexto, se pretende que la expresion "enlazado de manera funcional”
signifique que el gen de un anticuerpo esta ligado en un vector de manera que
las secuencias de control transcripcional y traduccional dentro del vector
realizan su funcién prevista de regular la transcripcion y la traduccién del gen
del anticuerpo. El vector de expresion y las secuencias de control de la
exprési()n se escogen para que sean compatibles con la célula huésped de
expresion usada. El gen de cadena ligera del anticuerpo y el gen de cadena
pesada del anticuerpo pueden insertarse en vectores separados o, mas
normalmente, ambos genes se insertan en el mismo vector de expresién. Los
genes del anticuerpo se insertan en el vector de expresion mediante
procedimientos convencionales (por ejemplo, unién de sitios de restriccién
complementarios del fragmento génico del anticuerpo y el vector o unién de
extremos romos si no existen sitios de restriccion presentes). Las regiones
variables de la cadena ligera y pesada de los anticuerpos descritos en el
presente documento pueden usarse para crear genes de anticuerpos de
longitud completa de cualquier isotipo de anticuerpos insertandolas en los
vectores de expresion que ya codifican regiones constantes de cadena pesada
y constantes de cadena ligera del isotipo deseado de manera que el segmento
Vy se une de manera funcional al/a los segmento(s) Cy dentro del vector y el
segmento V| se une de manera funcional al seg.mento C. dentro del vector. De
manera adicional o alternativa, el vector de expresién recombinante puede
codificar un péptido sefal que faqilita la secrecion de la cadena de anticuerpo
desde una célula huésped. El gen de cadena de anticuerpo puede clonarse en
el vector de manera que el péptido sefial se une en fase al extremo amino del

gen de cadena de anticuerpo. El péptido sefial puede ser un péptido sefial de
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inmunoglobulina o un péptido sefal heterélogo (es decir, un péptido senal de
una proteina que no es una inmunoglobulina).

Ademas de los genes que codifican cadenas de anticuerpo, los vectores
de expresion recombinantes de la invencion portan secuencias reguladoras que
controlan la expresién de los de genes de cadena de anticuerpo en una célula

huésped. Se pretende que el término "secuencia reguladora" incluya

. promotores, potenciadores y otros elementos de control de la expresiéon (por

ejemplo, sefales de poliadenilaciéon) que controlan  la tvranscripcién o la
traduccién de los genes de cadena de anticuerpo. Tales secuencias
reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel; Gene Expression
Technology. Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif.
(1990). Los expertos en la técnica apreciaran que el disefio del vector de
expresion, incluyendo la selecciéon de secuencias reguladoras, puede depender
de factores tales como la eleccion de la célula huésped que se quiere
transformar, el nivel de expresion de proteina deseado, etc. Los ejemplos de
secuencias reguladoras para expresion en células huésped de mamiferos

incluyen elementos viricos que dirigen niveles altos de expresion de proteinas

en celulas de mamiferos, tales como promotores y/o potenciadores derivados
de citomegalovirus (CMV), virus del simio 40 (SV40), adenovirus (por ejemplo,

. el promotor tardio principal de adenovirus (AdMLP)) y polioma. De forma

alternativa, pueden usarse secuencias reguladoras no viricas, tales como el
promotor de la ubiquitina o el promotor de la Béglobina.

Ademas de los genes de cadena de anticuerpos y las secuencias
reguladoras, los vectores de expresidbn recombinantes pueden portar

secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la replicacion del



10

15

20

25

28

vector en células huésped (por ejemplo, origenes de replicacion) y génes
marcadores seleccionables. El gen marcador seleccionable facilita la seleccion
de células huésped en las que se ha introducido el vecfor (véanse por ejemplo,
las patentes de EE.UU. N°® 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017, todas por Axel y
col.). Por ejemplo, normalmente, el gen marcador seleccionable confiere
resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina o metotrexato, en una
célula huésped en la que se ha introducido el vector. Los ejemplos de genes
marcadores seleccionables incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa
(DHFR) (para su uso en células huésped dhfr- con seleccién/amplificacion con
metotrexato) y el gen neo (para seleccién con G418).

Para la expresién de las cadenas ligera y besada, elllos vector(es) de
expresién que codifica(n) las cadenas pesada y ligera se transfecta(n) en una
célula huésped mediante técnicas convencionales. Se pretende que las
diversas formas del término "transfecciéon" engloben una amplia variedad de
técnicas usadas comiinmente para la introduccion de ADN exdgeno en una
célula huésped procariota o eucariota, por ejemplo, electroporacion,
precipitacion con fosfato de calcio, transfeccion con DEAE-dextrano y similares.
Aunqgue es tedéricamente posible expresar los anticuerpos de la invenéién en
células huésped procariotas o eucariotas, la expresion de anticuerpos en
células eucariotas, y mas preferentemente en células huésped de mamiferos,
es lo mas preferido debido a que es mas probable que dichas células
eucariotas, y en particular las células de mamiferos, ensamblen y secreten un
anticuerpo plegado de manera apropiada e inmunoldégicamente activo.

Los ejemplos de células huésped de mamiferos adecuadas para

expresar los anticuerpos recombinantes incluyen células de ovario de hamster
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chino (células CHO) (incluyendo células CHO dhfr-, descritas en Urlaub y
Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, usadas con un
marcador seleccionable de DHFR, por ejemplo, como se describe en R. J. |
Kaufman y P. A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621), células de mieloma
NSO, células COS, vcélulas HKB11 y células SP2. Cuando los vectores de

expresion recombinantes que codifican genes de anticuerpo se introducen en

células huésped de mamiferos, se producen los anticuerpos cultivando las

células huésped durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la
expresion del anticuerpo en las células huésped o la secrecion del anticuerpo al
medio de cultivo en el que se hacen crecer las células huésped. Los
anticuerpos pueden recuperarse del medio de cultivo usando procedimientos
de purificacion de proteinas convencionales, tales como ultrafiltracion,
cromatografia de exclusién por tamafo, cromatografia de intercambio ionico y
centrifugacion.
Uso de secuencias de anticuerpo parciales para expresar anticuerpos
intactos |

De manera predominante, los anticuerpos interaccionan con antigenos
objetivo a través de restos de aminoacido que se situan en las seis CDR de las
cadenas pesada vy ligera. Por este motivo, las secuencias de aminoacidos
dentro de las CDR son mas diversas entre anticuerpos individuales que las
secuencias de fuera de las CDR. Debido a que las secuencias CDR son
responsables de la mayoria de las interacciones anticuerpo-ahtigeno, es
posible expresar anticuerpos recombinantes que imitan las propiedades de los
anticuerpos naturales especificos construyendo vectores de expresion que

incluyen secuencias CDR del anticuerpo natural especifico insertadas en
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secuencias estructurales de un anticuerpo diférente con propiedades diferentes
(véanse, por ejemplo, Riechmann, L. y col., 1998, Nature 332_:323-327; Jones,
P. y col., 1986, Nature 321:522-525; and Queen, C. y col., 1989, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 86:10029-10033). Tales secuencias estructurales pueden
obtenerse a partir de_bases de datos de ADN publicas que incluyen secuencias
génicas de anticuerpos de linea germinal. Estas secuencias de linea germinal'
diferiran de las secuencias génicas de anticuerpo maduras debido a que no
incluiran genes variables ensamblados completamente, que se forman
mediante la unién de V(D)J durante la maduracion de los linfocitos B. No es
necesario obtener la secuencia de ADN completa de un anticuerpo en
particular con el fin de recrear un anticuerpo recombinante intacto que tenga
propiedades de unién similares a las del anticuerpo original (véase el
documento WO 99/45962). Normalmente, la parte de cadena pesada o ligera
que abarca las regiones CDR es suficiente para este propdsito. La secuencia
parcial se usa para determinar qué segmentos génicos de union y variables de
linea germinal contribuyeron‘ a los genes variables del anticuerpo
recombinante. La secuencia de linea germinal se usa deépués para rellenar las
porciones que faltan de las regiones variables. Las secuencia.s’ lider de la
cadena pesada y ligera se escinden durante la maduracion de la proteina y no
contribuyen a las propiedades del anticuerpo final. Por este motivo, es
necesario el uso de la secuencia lider de linea germinal correspondiente para
las construcciones de expresion. Para afadir secuencias ausentes, pueden
combinarse secuencias de ADNc clonadas con oligonuclebtidos sintéticos por
union o amplificacién por PCR. De forma alternativa, puede sintetizarse la

regién variable entera como un conjunto de oligonucleétidos cortos, solapantes,
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y combinarse mediante amplificacién por PCR para crear un clon de la regioén
variable totalmente sintético. Este procedimiento tiene determinadas ventajas
tales como la eliminacion o la inclusién de sitios de restriccion particulares o la
optimizacion de codones particulares.

Las secuencias de nucleétidos de transcritos de cadena pesada y ligera
se usan para disefiar un conjunto solapante de oligonucleétidos sintéticos para
crear secuencias V sintéticas con capacidades de codificacidn de aminoacidos
idénticas a las de las secuencias naturales. Las secuencias de cadena pesada
y ligera sintéticas pueden diferir de las secuencias naturales de tres maneras:
se interrumpen las series de bases de nucleétidos repetidés para facilitar la
sintesis de oligonucleétidos y la amplificacién por PCR; se incbrporan sitios de
iniciacion de la traduccion 6ptimos de acuerdo con las reglas de Kozak (Kozak,
1991, J. Biol. Chem. 266:19867-19870); y se modifican por i.ntroduccién de
sitios de restriccién de endonucleasa corriente arriba de los sitios de iniciacion
de la traduccion.

Para las regiones variables de cadena tanto pesada como ligera, las
secuencias codificantes optimizadas, y las no codificantes correspondientes, se
dividen en secciones de 30-50 nucleétidos-aproximadamente a la mitad del
oligonucledtido no codificante correspondiente. Por tanto, para cada cadena,
los oligonucleétidos pueden ensamblarse en conjuntos de doble cadena
solapantes que abarcan segmentos de 150-400 nucleédtidos. Las
combinaciones se usan después como plantillas para producir productos de
amplificacion por PCR de 150-400 nucleétidos. Normalmente, un conjunto de
oligonucleétidos de una unica region variable se dividira en dos conjuntos que

se amplifican por separado para generar dos productos de PCR solapantes.
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Estos productos solapantes se combinan después mediante amplificacién por

PCR para formar la region variable completa. También puede ser deseable

incluir un fragmento solapante de la region constante de cadena pesada o
ligera en la amplificacidén por PCR para generar fragmentos que puedan
clonarse facilmente en las construcciones de vectores de expresion.

Las regiones variables de éadena pesada y ligera reconstruidas se
combinan después con secuencias clonadas de promotor, de iniciaciéon de la
traduccién, de regidn constante, no traducidas en 3', de poliadenilacién y de
terminacion de la transcripcién para formar construcciones de vectores de
expresion. Las construcciones de expresidén de cadena pesada vy ligera pueden
combinarse en un solo vector, cotransfectarse, transfectarse en serie o
transfectarse por separado en células huésped que se fusionan después para
formar una célula huésped que exprese ambas cadenas.

Por tanto, en otro éspecto, las caracteristicas estructurales de un
anticuerpo anti-TFPI humano se usan para crear anticuerpos anti-TFPI
humanos estructuralmente relacionados que mantienen la funcién de unién al
TFPI. Mas especificamente, una o mas CDR de las regiones de cadena pesada
y ligera identificadas especificamente de los anticuerpos monoclonales de la
invencidn pueden combinarse de manera recombinante con regiones
estructurales y CDR humanas conocidas para crear anticuerpos anti-TFPI
humanos modificados de manera recombinante, adicionales, de la invencién.
Composiciones farmacéuticas

También se proporcionan composiciones farmacéuticas que
comprenden cantidades terapéuticamente eficaces de anticuerpo monoclonal

anti-TFPl ~ y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. "Vehiculo
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farmacéuticamente aceptable” es una sustancia que puede afadirse al
principio activo para ayudar a formular o estabilizar la preparacién y no provoca
efectos toxicolégicos adversos significativos al paciente. Los ejemplos de tales
vehiculos son bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen agua,
azlcares tales como maltosa o sacarosa, albimina, sales tales como cloruro
de sodio, etc. Otros vehiculos se describen, por ejemplo, en Remington's
Pharmaceutical Sciences por E. W. Martin. Tales composiciones contendran
una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un anticuerpo monoclonal
anti-TFPI. En algunas realizaciones, tales corhposiciones pueden comprende
una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas anticuerpos monoclonales
anti-TFPL. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden
comprende un anticuerpo que se une especificamente al dominio de Kunitz 1
como se describe anteriormente y un anticuerpo que se une especificamente al
dominio de Kunitz 1 y 2 como se describe anteriormente.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen dispersiones o

soluciones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion

~ extemporanea de dispersiones o soluciones inyectables estériles. El uso de

tales medios y agentes para sustanéias farmacéuticamente activas se conoce
en la técnica. Preferentemente, la composicion se formula para inyeccion
parenteral. La composicion puede formularse como una soluciéon, una
microemulsién, un liposoma u otra estructura ordenada adecuada para
concentraciones de fér‘maco elevadas. El vehiculo puede ser un medio
disolvente o de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares) y mezclas

adecuadas de ellos. En algunos casos, incluira en la composicidn agentes
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isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o
cloruro de sodio.

Pueden prepararse soluciones inyectables estériles incorporando el
compuesto activo en la cantidad necesaria en un disolvente apropiado con uno
o una combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, segun
convenga, seguido de microfiltracién esterilizante. En general, las dispersiones
se preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que
contiene un medio de dispersién basico y el resto de ingredientes necesarios

de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la

preparacién de soluciones inyectables estériles, algunos procedimientos de -

preparacion son el secado al vacio y el secado por congelacion (liofilizacion)
que proporcionan un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente
deseado adicional a partir de una de sus soluciones previamente filtrada de
forma estéril.
Usos farmacéuticos

El anticuerpo monoclonal puede usarse con fines terapéuticos para tratar
deficiencias o defectos genéticos y adquiridos en la coagulacién. Por ejemplo,
los anticuerpos monoclonales de las realizaciones descritas anteriormente
pueden usarse para bloquear la interaccion del TFPI con el FXa, o para evitar
la inhibicién dependiente del TFPI de la actividad del TF/FVila. Adicionalmente,
el anticuerpo monoclonal puede usarse también para reestablecer la
generacion del FXa dirigida por el TF/Vlla para sortear la insuficiencia de la
amplificacion del FXa dependiente del FVIII o del FIX.

Los anticuerpos monoclonales tienen un uso terapéutico en el

tratamiento de trastornos de la hemostasis tales como la trombocitopenia, los

\XO
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trastornos plaquetarios y los trastornos de hemorragia (por ejemplo, la hemofilia
a, la hemofilia B y la hemofilia C). Tales trastornos pueden tratarse mediante la
administracién de una cantidad terapéuticamente ‘eficaz del anticuerpo
monoclonal anti-TFPI a un paciente que lo necesita. Los anticuerpos
monoclonales también tienen un uso terapéutico en el tratamiento de
hemorragias incontroladas en indicaciones tales como el ictus traumatico o
hemorragico. Por tanto, también se proporciona un procedimiento para acortar
el tiempo de hemorragia que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal anti-TFPI de la invencion

a un paciente que lo necesita.

Los anticuerpos pueden usarse como tratamiento Unico o en

combinacién con otros tratamientos para tratar un trastorno hemostatico. Por
ejemplo, se cree que la coadministracion de uno o mas anticuerpos de la
invencion con un factor de coagulécién tal como el factor Vlla, el factor Vil o el
factor IX es dtil para trata la hemofilia. En una realizacidn, se proporciona un
procedimiento para tratar deficiencias o defectos genéticos y adquiridos en la
coagulaciéon que comprende administrar (a) una primera cantidad de un
anticuerpo monoclonal que se une al inhibidor de la ruta del factor tisular
humano y (b) una segunda cantidad del factor Vill o del factor IX, en el que
dichas primera y segunda cantidades juntas son eficaces para tratar dichas
deficiencias o defectos. En otra realizacidén, se proporciona un procedimiento
para tratar deficiencias o defectos genéticos y adquiridos en la coagulacion que
comprende administrar (a) una primera cantidad de un anticuerpo monoclonal
que se une al inhibidor de la ruta del factor tisular humano y (b) una segunda

cantidad del factor VIl o del factor IX, en el que dichas primera y segunda
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cantidades juntas son eficaces para tratar dichas deficiencias o defectos vy,
ademas, en el que no se coadministra el factor VIl. La invencién también
incluye una composicidon farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de la combinacién de un anticuerpo monoclonal de la
invencion y factor VIli o factor IX, en la que la composicién no contiene factor
VII. "Factor VII" incluye el factor VIl y el factor Vlla. Es probable que estos
tratamientos combinados reduzcan la frecuencia de infusién del factor de
coagulacién necesaria. Por coadministracion o tratamiento combinado se
entiende administracion de dos farmacos terapéuticos formulados cada uno por
separado o formulados juntos en una composicion y, cuando se formulan por
separado, administrados aproximadamente al mismo tiempo o en momentos
diferentes, pero a lo largo del mismo periodo de tratamiento.

Las composiciones farmacéuticas . pueden administrarse por via
parenteral a sujetos que padecen hemofilia A o B a una dosificacion o
frecuencia que pueden variar con la gravedad del episodio de hemorragia o, en
el caso de un tratamiento profilactico, pueden variar con la gravedad de la
deficiencia de coagulacién del paciente.

Las composiciones pueden administrarse a pacientes que lo necesiten
como una embolada o mediante infusién continua. Por ejemplo, una
administracion de embolada de un anticuerpo de la invencion presente como
un fragmento Fab puede ser en una cantidad de desde 0,0025 hasta 100 mg/kg
de peso corporal, 0,025 a 0,25 mg/kg, 0,010 a 0,10 mg/kg o 0,10-0,50 mg/kg.
Para la infusién continua, un anticuerpo de la invencion presente como
fragmento Fab puede administrarse a de 0,001 a 100 mg/kg de peso

corporal/minuto, 0,0125 a 1,25 mg/kg/min, 0,010 a 0,75 mg/kg/min, 0,010 a 1,0
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mg/kg/min o 0,10-0,50 mg_/kg/min, durante un periodo de 1-24 horas, 1-12
horas, 2-12 horas, 6-12 horas, 2-8 horas ¢ 1-2 horas. Para la administracion de
un anticuerpo de la invencién presente como un anticuerpo de longitud
completa (con regiones constantes completas), las cantidades de dosificacién
pueden ser de aproximadamente 1-10 mg/kg de peso corporal, 2-8‘mg/kg o 5-6
mg/kg.‘ Normalmente, tales anticuerpos de longitud completa se administrarian
por infusién prolongada durante un periodo de treinta minutos a tres horas. La
frecuencia de la administracién dependeria de la gravedad de la afeccién. La
frecuencia podria variar desde tres veces por semana hasta una vez cada dos
o tres semanas.

Adicionalmente, las composiciones pueden administrarse a los pacientes
por inyeccidn subcuténeg. Por ejemplo, puede administrarse una dosis de 10 a
100 mg de anticuerpo anti-TFPl a pacientes por inyeccion subcutanea
semanalmente, bisemanalmente, o mensuaimente.

Tal COMo se usa en el presente documento, "cantidad terapéuticamente
eficaz" significa una cantidad de un anticuerpo monoclonal anti-TFPI o de una
combinacién de tal anticuerpo y factor VIl o factor IX que se necesita para
incrementar efectivamente el tiempo de coagulécién in vivo o, de otro modo,
provocar un beneficio medible in vivo a un paciente que lo necesita. La
cantidad exacta dependera de numerosos factores, incluyendo, pero sin
limitarse a, los componentes y las caracteristicas fisicas de la composicion
terapéutica, la poblacién de pacientes a la que se destina, las consideraciones
del paciente individual y similares, y puede determinarse facilmente por un
experto en la técnica.

Ejemplos
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Ejemplo 1. Expresion y purificaciéon de TFPI recombinante (dominio de
Kunitz 2) de E. coli.
Sistema de expresion

Se utilizé el vector de destino (de acuerdo con la nomenclatura
Gateway), denominado pD Eco5 N. pD Eco5 N se basa en el pET-16 b
(Novagen), y adicionalmente codifica una marca de Hisio y NusA asi como un
casete de clonacién Gateway para expresion de la proteina de fusién que
consiste en Hiso/NusA y la proteina de intereés.

Se cloné una construccion de TFPI que codifica un sitio de escision de
trombina fusionado al extremo N terminal del dominio de Kunitz 2 (Lys93 a
Phe154, referencia Uniprot 10646) y los sitios de unién de Gateway (n° attB1-5,
n® attB2-3, Invitrogen) en el vector-pD Eco5 N dando como resultado el vector
de expresién denominado pD Ecob N TFPI KD2. Se utilizé la cepa de expresion
BL21 DE3 (Novagen). |
Secuencia de aminoacidos de proteina de fusiéon expresada usando pD
Eco5 N TFPI KD2, 600 AA
MGHHHHHHHH HHSSGHIEGR HMNKEILAVV EAVSNEKALP REKIFEALES ALATATKKKY
EQEIDVRVQI DRKSGDFDTF RRWLVVDEVT QPTKEITLEA ARYEDESLNL GDYVEDQIES
VTFDRITTQT AKQVIVQKVR EAERAMVVDQ FREHEGEIIT GVVKKVNRDN ISLDLGNNAE
AVILREDMLP RENFRPGDRV RGVLYSVRPE ARGAQLFVTR SKPEMLIELF RIEVPEIGEE
VIEIKAAARD PGSRAKIAVK TNDKRIDPVG ACVGMRGARV QAVSTELGGE RIDIVLWDDN
PAQFVINAMA PADVASIVVD EDKHTMDIAV EAGNLAQAIG RNGONVRLAS QLSGWELNVM
TVDDLQAKHQ AEAHAAIDTF TKYLDIDEDF ATVLVEEGFS TLEELAYVPM KELLEIEGLD
EPTVEALRER AKNALATIAQ AQEESLGDNK PADDLLNLEG VDRDLAFKLA ARGVCTLEDL

AEQGIDDLAD IEGLTDEKAG ALIMAARNIC WFGDEATSGS GLETSLYKKA GSLVPRGSKP
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DFCFLEEDPG ICRGYITRYF YNNQTKQCER FKYGGCLGNM NNFETLEECK NICEDGPNGF

Componentes de secuencia

Marc% de His 10:MGHHHHHHHH HH

Marca de NusA: SSGHIEGR HMNKEILAVV EAVSNEKALP REKIFEALES ALATATKKKY
EQEIDVRVQI DRKSGDFDTF RRWLVVDEVT QPTKEITLEA ARYEDESLNL GDYVEDQIES
VTFDRITTQT AKQVIVQKVR EAERAMVVDQ FREHEGEIIT GVVKKVNRDN ISLDLGNNAE
AVILREDMLP RENFRPGDRV RGVLYSVRPE ARGAQLFVTR SKPEMLIELF RIEVPEIGEE
VIEIKAAARD PGSRAKIAVK TNDKRIDPVG ACVGMRGARV QAVSTELGGE RIDIVLWDDN
PAQFVINAMA PADVASIVVD EDKHTMDIAV EAGNLAQAIG RNGQNVRLAS QLSGWELNVM
TVDDLQAKHQ AEAHAAIDTF TKYLDIDEDF ATVLVEEGFS TLEELAYVPM KELLEIEGLD
EPTVEALRER AKNALATIAQ AQEESLGDNK PADDLLNLEG VDRDLAFKLA ARGVCTLEDL
AEQGIDDLAD IEGLTDEKAG ALIMAARNIC WFGDEA

Engarce/sitios de restriccién de endonuleasa traducidos:
TSGS GLE

Sitio att traducido:
TSLYKKA GS

Sitio de trombina:
LVPRGS

TFPI Kunitz 2 GSLVPRGSKP DFCFLEEDPG ICRGYITRYF YNNQTKQCER FKYGGCLGNM NNFETLEECK
NICEDGPNGF

Expresion

Se hizo crecer una cepa de BL21 DE3 transformada con pD Eco5 N N° 209

como un precultivo en 2x 50 ml de medio LB con 200 pg/ml de ampicilina

durante 14 h a 37°C con una velocidad de agitacion de 180 rpm. A

continuacién, se inocularon ocho matraces agitadores con 400 ml de medio
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Circlegrow (Q-Biogene), cada uno con 8 ml de precultivo y se incubaron a
37 °C, con una velocidad de agitacion de 180 rpm. A una densidad de cultivo
de DO600, se anadié IPTG (concentracion final 100 mM) para induccién génica
y adicionalmente se cultivd a 17 °C durante 24 h con 180 rpm. Se sedimenté E.
coli por centrifugacién (3000 g, 10 min) y se almacené a -80 °C.
Purificacion

Se resuspendi6é la masa de E. coli sedimentada a partir de 3,2 | de
cultivo en 200 ml de tampdn de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM,
10% (p/p) de glicerol, imidazol 40 mM, coéctel de inhibidor de proteasas
Complete libre de EDTA (Roche)), homogeneizado en un . dispositivo de alta
presion (Microfluidics) y después se centrifugé el lisado (100.000 g, 60 min,
4 °C). Se realizaron varias etapas de purificaciéon usando un sistema Akta
Explorer. Se aplico la muestra concentrada en una etapa de cromatografia
IMAC inicial a dos unidades de 5 ml enlazadas de matriz Hi-Trap-Sepharose
HP (GE). Se realiz6 el equilibrado, la unién a proteina de fusién y el lavado de
la matriz Hi-Trap-Sepharose HP usando el tampén A (Tris-HCI 50 mM pH 8,0,
NaCl 300 mM, imidazol 40 mM). Para la elucién de la proteina de fusiéon NusA-
TFPI, se us6 un gradiente lineal de imidazol de desde 40 hasta 500 mM en un
tampén B (Tris-HClI 50 mM pH 8,0, NaCl 150 mM). Se combinaron y se
concentraron las fracciones de eluciébn (en un factor de 6-7 usando un
dispositivo de ultrafiltracién Amicon) y se intercambi6 el tampén a Tris HCI pH
8,0. A la muestra concentrada (6-7 ml) se le aplicé adicionalmente
cromatografia de exclusion por tamafio usando Sephacryl-100 (XK26/74) en
Tris HCI pH 8,0. Se combinaron las fracciones del pico principal que contenian

la proteina de fusién, se concentraron por ultrafiltracién (Amicon) hasta un
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volumen de 5 ml. Se afadié trombina (HTI) a la muestra (proporcién enzima:
proteina de fusién, 1:50 p/p), se incubd durante 5 h a 21°C y finalmente se

detuvo la reaccién por PMSF (concentracion final 1 mM). Posteriormenté, se

realizdé una segunda etapa de cromatografia de exclusion por tamario

(Sephacryl-100 (XK26/74) en Tris HCI pH 8.0) y se monitorizaron las fracciones
de pico por PAGE. Se recogieron las fracciones que contenian el dominio de
Kunitz 2 del TFPI monomérico libre y se concentraron (Amicon),
proporcionando aproximadamente 4 mg de producto a partir de 3,2 | de cultivo
de E. coli.

Ejemplo 2. Produccién de un anticuerpo monoclbnal recombinante Fab
A a TFPI, expresién en E. coli y su purificacién

Expresion

Se coexpresé el Fab A usando el vector de expresion pET28a y la cepa

de E. coli BL21 Star DE3. Se fusionaron las regiones de cadena Iigera' y.

pesada codificadas en el vector de expresién cada una en su extremo N
terminal a una secuencia sefal periplasmica. La regién de cadena pesada
también codific6 en su extremo C terminal una marca de His6 para la
purificacion del Fab. Se usé la cepa de E. coli transformada crecida en el medio
de expresion durante la noche TB-Instant para la autoinduccion de la expresion
de proteina recombinante (N° 71491, Novagen). En resumen, se hicieron
crecer 10 ml de cultivo de E. coli transformado (en un tubo Falcon de 50 mi)
como un precultivo en medio LB con 30 pg/mi de kanamicina durante 14 h a
37 °C agitado con 180 rpm. Posteriormente, se inocularon cuatro matraces
Erlenmeyer con 500 mi de medio de expresion durante la noche de TB-Instant

cada uno con 2 mi del precultivo y se incubaron durante 24 h a 30 °C a 180
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rom. Se centrifugaron los cultivos a 10.000 g a 10 °C durante 30 min y el
sobrenadante que contenia el Fab se us6 inmediatamente para _Ia purificacién
de producto adicional o se almacen6 a -20 o -80 °C.

De forma alternativa, se expresd un Fab usando el vector de expresion
pET28a y la cepa de E. coli BL21 Star DE3 en un biorreactor de 10 |
(Sartorius). Se hizo crecer un cultivo de E. coli transformado de 500 ml en
medio LB con 30 pg/ml de kanamicina durante 17 h a 37 °C, se agité a 165 rpm
y a continuacion se usé para inocular un biorreactor agitado con 10 | de medio
de autoinduccion. El medio de autoinduccién contenia los siguientes
componentes, por litro: 12 g de triptona, 24 g de extracto de levadura, 9,9 g de
glicerol (87 %), 12,54 g de K2HPO4, 2.31 g de KH2PO4, 0.25 g de MgSO4 x 7
H20, 1 g de glucosa, 2,5 g de lactosa, 30 mg de kanamicina. Se realiz el
cultivo con el biorreactor durante 24 h (a 30 °C con 350 - max. 800 rpm) y
posteriormente se cultivd el sobrenadante del cultivo retirando la biomasa por
centrifugacion en una centrifuga (Heraeus).

Purificacién

| Se purific6- el Fab usando un procedimiento de cromatografia en dos
etapas con un dispositivo Akta Explorer 10s. Se aplicé un médulo de fibra
hueca (umbral de corte de 10 kDa) para concentrar 1 | del sobrenadante hasta
un volumen final de 100 ml y para equilibrar la composicién del tampon con el
tampén A (Na-fosfato 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM). En una
etapa de cromatografia de IMAC inicial con un sistema Akta Explorer, se aplico
la muestra concentrada a 5 ml de matriz de superflujo Ni-NTA (Qiagen). Se
realizd el equilibrado, la unién de muestra y el lavado de la matriz Ni-NTA

usando el tampén A (se realizd la unidon a 21°C, las demas etapas de
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cromatografia a 4 °C). Para elucion del Fab, se us6 un gradiente lineal de
imidazo! de desde 10 hasta 250 mM en el tampon A. Se combinaron las
fracciones del Unico pico de elucién (volumen total de 60 ml) y se concentro a
10 ml por ultrafiltraciéon y se ajusté el tampén a PBS pH 7,4 usando una
columna de desalacién Hi-Prep26/10. Posteriormente, se incubaron 2 mi de
una matriz de anticuerpo de cadena ligera anti-kappa (medio de afinidad
seleccionado Kappa, 0833.10 de BAC), equilibrado con PBS, con el eluato
IMAC concentrado durante 1 h a temperatura ambiente bajo agitacién. Se
transfirid la matriz con la muestra unida a una columna de cromatografia y se
lavd con PBS. Se eluyo la muestra de Fab con 2 ml de glicina pH 2,0, se
neutraliz6 con HEPES 1 M pH 7,5 y se ajusté con tampdn PBS con una
columna de desalaciéon PD10 (GE, 17-0851-01).

Cuando se expreso el Fab en E. coli usando un biorreactor de 10 |
(Sartorius) se us6 el siguiente Vprocedimiento de purificacion. Se filtré
secuencialmente el sobrenadante del cultivo centrifugado a través de dos
moddulos de filtro desechables (GE, KMP-HC-9204TT; KGF-A-0504TT) con un
tamario de poro de 5y 0,2 um. Se aplicé un médulo de fibra hueca (umbral de
corte de 10 kDa) para concentrar el sobrehadante del cultivo aclarado hasta un
volumen final de 1500 ml y para ajustar la composicién del tampén al tamp6n
A. Se afiadieron 25 ml de matriz de superflujo Ni-NTA (Qiagen, equilibrado en
tampén A) a la muestra concentrada y se incubd durante 1,5 h a 21°C. Se
transfirié la matriz con la muestra unida a una columna de cromatografia vacia
(25 x 125 mm), conectada a un dispositivo de cromatografia Akta Explorer y se
lavd con el tampon A (aprox. 250 ml). Para efucién del Fab, se aplicaron dos

gradientes de etapa posteriores con un 5% (30 ml) y un 10 % (35 ml) del
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tampon B, seguido de un gradiente de elucion lineal de hasta un 100% de
tampdén B. Posteriormente, se trataron las fracciones de elucion combinadas
(72 ml) como sigue: se concentraron con un dispositivo de ultrafiltracion de
centrifugacion (corte de 10 kDa, Amicon) hasta un volumen final de 20 ml,
aplicacion en tres porciones a una columna de desalacién (GE HiPrep, 26/10)
hasta que se ajusté el tampén a PBS pH 7,4, y concentracion adiciénal en un
dispositivo de ultrafiltracion de centrifugacion (Amicon) hasta un volumen final
de 40 ml. Se incubd la muestra concentrada coh 5 ml de matriz de anticuerpo
de cadena ligera anti-kappa (medio de afinidad seleccionado Kappa, BAC,
equilibrado con PBS) durante 1 h a temperatura ambiente bajo agitacién. Se
transfirié la matriz de Sepharose con la muestra unida a una columna de
cromatografia y se traté con la siguiente secuencia de etapas de lavado, 4
veces con 15 ml de PBS; dos veces con 5 ml de tampén de lavado (Na-fosfato
100 mM pH 6,0, 100 ml de NaCl, arginina 500 mM). La etapa de elucién
consistio en la aplicacion 3 veces de 5 ml de tampon de glicina HCI 100 mM pH
3,0. Se neutraliz6 inmediatamente el eluato con Tris-HClI 1 M pH 8,0 y se
retiraron los precipitados formados por centrifugacién (10 min, 3,200 g). Se
concentrd la muestra por ultrafiltracién (Amicon) y se aplicé a una columna
16/60 de grado prep Superdex-75 en un sistema de cromatografia Akta
Explorer con tampén TBS. Se analizaron las fracciones de pico por PAGE y se
combinaron las fracciones que representaban una cadena pesada vy ligera de

Fab en una proporcién molar 1.1 y se concentré6 de nuevo por ultrafiltracion

(Amicon) hasta un volumen final de 1 ml. Se aislaron aproximadamente 4 mg

de Fab A de 10 | de sobrenadante del cultivo de E. coli.

Se us6 una cromatografia de exclusion por tamario analitica (sistema

Lo
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Akta Micro, columna S75 5/150, Tris-HCI 100 mM, pH 7,5) para demostrar la

-formacion del complejo Fab A/TFPI KD2. Por lo tanto, se analizaron por

separado Fab A, TFPI KD2 y la mezcla de Fab A mas TFPI KD2 (figura 1).
Ejemplo 3. Cristalizaciéon y determinaciéon de estructura por rayos X del
complejo TFPI-Fab A
Cristalizacion

Se hicieron crecer cocristales de dominio de Kunitz 2 del TFPi y del
anticuerpo monoclonal Fab A a 20 °C usando el procedimiento de gota pesada.
Se concentr6é el compiejo de proteina hasta 9 mg/ml y se cristalizé6 mezclando

voliumenes iguales de solucion de proteina y solucion de pocillo (15% de

 PEG8000, Tris HCI pH 7,5) como precipitante. Los cristales aparecieron

después de un dia.
Recogida y procesado de datos

Se ultracongelaron los cristales en nitrogeno liquido en un 30% de
glicerol en tampédn de cristalizaciéon para su crioproteccion. Se recogieron los

datos en linea de haz BL14.1, sincrotrén BESSY (Berlin) en un detector MAR

‘CCD. Se indexaron e integraron los datos con XDS (W. Kabsch (2010) Acta

Cryst. D66, 125-132) o IMOSFLM (The CCP4 Suite: Programs for Protein
Crystallography (1994) Acta Cryst. D50, 760-763; A.G.W. Leslie, (1992), Joint
CCP4 + ESF-EAMCB. Boletin en Protein Crystallography, N° 26), se
prepararon para su escalado con POINTLESS (P.R. E\;ans, (2005) Acta Cryst.
D62, 72-82), y se escalaron con SCALA (P.R. Evans, (2005) Acta Cryst. D62,
72-82). El cristal present6 difraccion de hasta 2,6 A y poseia un grupo espacial
P2124124 con constantes celulares a=65,7, b=114,7, ¢=151,9; a=8=y=90°, y dos

complejos TFPI-Fab en la unidad asimétrica.
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Determinacion y refinado de la estructura

Se resolvié la coestructura de! dominio de Kunitz 2 del TFPI y del
anticuerpo monoclonal Fab por reemplazo molecular usando PHASER (A.J.
McCoy vy col. (2007) J. Appl. Cryst. 40, 658-674) y estructuras de rayos X
bublicadas del dominio de Kunitz 2 del TFPI (cdédigo PDB 1tfx) y un fragmento
Fab (cdédigo PDB 3mxw) como modelos de busqueda. Antes del reemplazo
molecular, se modificé la secuencia del modelo de Fab con CHAINSAW (N.
Stein, (2008) J. Appl. Cryst. 41, 641 - 643). Las rondas iterativas de la
construccion del modelo con COOT (P. Emsley y col. (2010) Acta Cryst.
D66:486-501) y el refinado de probabilidad maximo usando REFMAC5.5 (G.N.
Murshudov y col. (1997) Acta Cryst. D53, 240-255) completaron el modelo. Las
regiones Phe A 31 - Asn A 35, Pro B 8, Lys M 139 - Ser M 142 y Asp140 -
Phe154 of KD2 mostraron una densidad de electrones débil y no se incluyeron
en el modelo. El conjunto de datos y las estadisticas de refinado se resumen en
la tabla 1.

Tabla 1. Conjunto de datos y estadisticas de refinado para el complejo

TFPI-Fab A.

Longitud de onda 0,9184 A
Resolucion (estructura mas alta) 46-2,6 (2,7-2,6) A
Reflexiones (observadalunica) 176619/ 36076
Complecion® 99,9% (100,0%)
l/o? 9,8 (2,5)

Runien *” 0,115 (0,70)
Grupo espacial P212121
Parametros de celda unidad ’

a 65,7 A

b 114,7 A

c _ 151,9 A

Rerist © 0,25

Rire 0,32

Factor de temperatura de Wilson 23,87 A?
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Longitud de enlace de RMSD 0,009 A
Angulos de enlace de RMSD 1,4°
Atomos de proteina 7580
Moléculas de agua 108

¥ Los valores entre paréntesis son para la estructura de resolucion alta.

b Runisn = Zhk1 [kt - <lhi>| / Zhk1 <lp> donde |y es la intensidad de
reflexion hk1 y <l> es la intensidad promedio de observaciones
mdltiples.

° Rerist = Z |Fobs~ Fearel / £ Fobs donde Fops ¥ Feare SON las amplitudes del
factor de estructura observada y calculada, respectivamente.

5% de conjunto de prueba
® RMSD, desviacion de la raiz cuadratica media del conjunto de
parametros para estereoquimica ideal

Ejemplo 4. Mapeo de epitopos basado en la estructura de rayos X de un
Fab A

El complejo de TFPI-Fab A (figura 2) cristalizd como dos copias del
complejo por unidad asimétrica. Las cadenas principales de los compuestos se

superponen con una desviacion de la raiz cuadratica media (roof mean square

deviation, RMSD) de 0,7 A con cada Fab unido al epitopo de TFPI asociado.

Se analizaron los restos de TFPI en contacto con Fab A (el epitopo) vy la
superficie oculta respectiva‘ con el programa CCP4 AREAIMOL (P.J. Briggs
(2000) CCP4 boletin N° 38). Los restos con una superficie oculta de 5 A? de
minimo 0 con una superficie oculta de mas del 50 % se han considerado en
contacto (tabla 2). Se analizaron los restos de Fab A en contacto con TFPI (el
paratopo) y la superficie oculta respectiva con AREAIMOL. Los restos con una
superficie oculta de 5 A2 de minimo o con una superfic“ie oculta de mas del 50

% se han considerado en contacto (tabla 3).



48

Tabla 2: Restos de TFPI en contacto con Fab A. Las cadenas C y D

corresponden al TFPI del complejo respectivo en la unidad asimétrica.

N° de resto |superficie oculta en A’ [superficie oculta en %

GluC 100 56 4.3
GluC 101 [41,0 41,6
Asp C 102 [50,1 85,6
ProC 103 43,9 71,6
GlyC 104 [19,1 98,9
lleC 105  [125,9 100,0
Cys C106  [59,1 93,0
Arg C 107 [138,6 53,4
GlyCc 108 [1,5 4,4
GlyC 128 7,7 57,8
GlyCc129 232 44,1
CysC130 46,2 99,5
LeuC 131 [111,5 92,8
GlyC 132 4,5 48,8

Asn C 133 5,5 17,4

N° de resto [superficie oculta en A [superficie oculta en %

[GuN100 [31,3 20,3
GluN 101  [24,5 23,7
Asp N 102 46,7 77,0
ProN 103 62,9 90,3
GlyN 104 [21,5 89,2
lleN105  |111,7 97,5
CysN 106 [70,2 96,4
Arg N 107 |134,3 53,4
Gly N 108 8,0 12,7
TyrN 109 [7,5 4,3
LysN126  [11,3 7.8
TyrN 127 (0,9 8,7
GlyN128 11,0 81,4
GlyN 129 28,3 56,8
CysN 130 [42,5 100,0
LeuN131 [1256 84,9
GlyN 132 [7,2 71,7
Asn N 133 [34,1 8,2

Tabla 3: restos de Fab A en contacto con TFPI. Las cadenas A, B y las

cadenas L, M representan las cadenas ligera y pesada de Fab A del complejo
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respectivo en la unidad asimétrica.

N° de resto [superficie oculta en A” [superficie oculta en %
Tyr A 37 41,3 47,5
Tyr A 96 25,8 94,8
Asp A 97 9,5 16,2
Ser A 98 5,6 11,2
Tyr A 99 42,2 57,5
Leu A 101 6,7 51,9
Asn B 32 43,4 41,4
Ser B 33 11,7 27,8
Ala B 35 3,8 100,0
lle B 52 4,9 100,0
Tyr B 54 44,5 98,0
Arg B 56 40,2 49,7
Ser B 57 2,9 3,3
Lys B 58 16,2 14,0
Tyr B 60 64,0 79,8
IAsn B 61 0,8 0,9
\Arg B 62 51,3 50,4
Trp B 102 42,6 98,3
SerB 104 24,5 100,0
Asp B 105 25,9 36,7
Trp B 108 40,2 49,5
N° de resto [superficie oculta en A> superficie oculta en %
Tyr L 37 42 1 59,1 ’
Tyr L 96 25,3 96,1
Asp L 97 21,4 29,1
Ser L 98 2.7 6,7
Tyr L 99 48,4 68,0
Leul 101 [12,4 81,0
Asn M 32 34,5 39,0
Ser M 33 6,1 17,8
Ala M 35 7,2 90,0

“lle M 52 5,4 100,0
Tyr M 54 57,0 88,3

" |Arg M 56 115,2 72,4
Ser M 57 4.6 4.3

- [Lys M 58 27,3 20,0
TyrM60 67,0 72,9
AsnM 61 10,8 0,9
Arg M 62 59,2 53,0
Trp M 102 33,5 100,0
Ser M 104 28,0 80,9
Asp M 105 42,5 50,0
LysM 106 [3,3 2,5
Trp M 108 (75,8 53,1




10

15

20

25

50

El epitopo no lineal reconocido por el Fab A se define por las regiones
Glu100 - Arg109 y Lys126, Gly128 - Asn133. El paratopo en el Fab A incluye
los restos de cadena ligera (Ic) lc_Tyr37, Ic_Tyr96, lc_Asp97, lc_Ser98,
Ilc_ Tyr99, y Ic_Leu101 y restos de cadena pesada (hc) hc_Asn32, hc_Ser33,
hc_Ala35, hc_lled2, hc_Tyrd4, hc_Argd6, hc_Lys58, hc_Tyr60, hc_Arg62,
hc Trp102, hc_Ser104, hc_Asp105 y hc_Trp108. Parece que CDR-L3, CDR-
H2 y CDR-H3 son los principales sitios de interaccion, basandose en el numero
de contactos.

El épitopo consiste en dos bucles enlazados por un puente disulfuro
entre Cys106 y Cys130 (figura 3). El puente disulfuro se coloca frente a
hc_Trp108 of CDR-H3, mientras que lle105y Leu131 adYacentes se ocultan en
una hendidura hidréfoba creada por hc_Ala35, hc_lle52, hc_Tyr54 (CDR-H2),
hc Trp102 (CDR-H3) y lc_Tyr96, Ic_Ser98, Ic_Tyr99, Ic Leu101 (CDR-L3).
Basandose en el niumero de contactos, 1le105 y Leu131 son restos de epitopos
clave en el contacto hidréfobo con CDR-L3, CDR-H2 y CDR-H3.

La regidon de TFPI Glu101 - lie105 interacciona con CDR-H2. La
interfase se caracteriza fuertemente por hc_Tyr54, hc_Tyr60 ly hc_Arg62.
Hc_Tyr54 muestra interacciones polares con la cadena lateral de Asp102.
Hc_Tyr60 muestra interacciones polares con el oxigeno del carbonilo de la
cadena principal de Glu101 y hc_Arg62 con la cadena lateral de Asp102 y el
oxigeno del carbonilo de la cadena principal de Gly132.

Asp102 es un resto de epitopo clave en la interaccion polar con CDR-H2
hc_Tyr54 y hc_Arg62. El reemplazo de hc_Asp62 naturél con arginina eh Fab A
da como resultado un incremento en la afinidad de 120 veces. Basandose en la

estructura de rayos X, esto se puede explicar por el cambio de la repulsién
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entre hc_Asp62 y Asp102 a la interaccion polar de hc_Arg62 y Asp102, y los
oxigenos del carbonilo de la cadena principal.

El grupo guanidinio de Arg107 interacciona directamente con las
cadenas laterales de hc Asn32 y hc_Asp105 de CDR-H1 y CDR-H3,
respectivamente. Se ha demostrado que Arg107 es esencial paré la inhibicion
del factor Xa (IVI.S. Bajaj y col. (2001) Thromb Haemost 86(4):959-72.). Fab A
ocupa este resto critico y compite con la funcién Arg107 en la inhibici()n' del
factor Xa.

Ejemplo 5. Comparacion de paratopos de Fab A y su variante optimizada
Fab C |

Para evaluar la consistencia de la unién al epitopo del TFPI por la
variante optimizada de Fab A, Fab C, se analizaron alineamientos de
secuencias de las cadenas ligera y pesada (figura 11A) y modelos de

homologia de Fab C (figura 11B) para determinar la conservacion de restos de

paratopos de Fab A en Fab C. Se calcularon los modelos de homologia con DS'

MODELER (ACCELRYS, Inc; Fiser, A. y Sali A. (2003) Methods in Enzymology,

- 374:463-493) usando la estructura de rayos X de TFPI - Fab A de la invencion

como estructura de plantilla de entrada. Los modelos de homologia muestran
conformaciones de esqueleto casi idénticas en comparacién con Fab A con
RMSD < 0,5 A. De 20 restos de paratopos observados en el complejo TFPI-
Fab A, hc_Asn32 es el Unico resto de paratopo que difiere en Fab C, en el que
un resto aspartato se encuentra en la pésicién respectiva (figura 11). Hc_Asn32
interacciona con Arg107 de TFPI. Asp32 de Fab C deberia interaccionar mas
estrechamente con TFPI dado su grupo carboxilato e interaccion prospectiva

con el grupo guanidinio de Arg107. Basandose en la conservacién de
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secuencia alta entre los restos de paratopos de Fab A 'y Fab C y la
conformacién de esqueleto idéntica esperada, Fab C reconoce probablemente
el mismo epitopo del TFPI que Fab A.

Ejemplo 6. Razones basadas en la estructura de rayos X para la
inhibicién de la interaccion de TFPI-factor Xa

Fab A anticipa la interaccién y la inhibicion de TFPI-factor Xa. La
superposicion del complejo TFPI-Fab A con la estructura de TFPI-tripsina (M.J.
Burgering y col (1997) J Mol Biol. 269(3):395-407) muestra que la regién de
TFPI cjue contiene el epitopo de Fab A es crucial para Ia interaécién con
tripsina, que es un sustituto para el factor Xa. Basandose en la estructura de
rayos X, la unién del Fab A con el epitopo observado en el dominio de Kunitz 2
debe excluir la union del factor Xa por impedimento estérico (figura 4).
Ejemplo 7. Producciéon de un TFPI recombinante (dominio de Kunitz 1 +
2), expresién en E. coliy su purificacion
Sistema de expresion

El. vector dé destino (de acuerdo con la nomenclatura Gateway),
denominado pD Eco5 N se basa en ET-16 b (Novagen). El vector también
codifica una marca His{o y NusA, asi como el casete de clonacion Gateway
para la expresion de la proteina de fusion que consiste en Hisio/NusA vy la
proteina de interés.

Se clond una construccion de ADN que codifica un sitio de escision de
proteasa TEV fusionado al extremo N terminal de los dominios de Kunitz 1 + 2
(Asp1 a Phe154, referencia Uniprot 10646, TFPI alfa maduro) y los sitios de
union de Gateway (n° attB1-5, n°® attB2-3, Invitrogen) en el vector pD Eco5 N

dando como resultado el vector de expresion denominado pD Eco5 N TFPI
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KD1+2. La cepa de expresion usada fue BL21 DE3 (Novagen).

Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion expresada usando

SECUENCIA 699 AA;

MGHHHHHHHH
EQEIPVRVQI
VTFDRITTQT
AVILREDMLP
VIEIKAAARD
PAQFVINAMA
TVDDLQAKHQ
EPTVEALRER
AEQGIDDLAD
NLYFQDSEED
YGGCEGNQNR

NQQTKQCERF

HHSSGHIEGR
DRKSGDFDTF
AKQVIVQKVR
RENFRPGDRV
PGSRAKIAVK
PADVASIVVD
AEAHAAIDTF
AKNALATIAQ
IEGLTDEKAG
EEHTIITDTE
FESLEECKKM

KYGGCLGNMN

78579 PM;

pD Eco5 N TFPI KD1+2, 600 AA

HMNKEILAVV

RRWLVVDEVT

EAERAMVVDQ

RGVLYSVRPE

TNDKRIDPVG

EDKHTMDIAV

TKYLDIDEDF

AQEESLGDNK

ALIMAARNIC

LPPLKLMHSF

CTRDNANRIT

NFETLEECKN

EAVSNEKALP

QPTKEITLEA

FREHEGEIIT

ARGAQLFVTR

ACVGMRGARV

EAGNLAQAIG

ATVLVEEGFS

PADDLLNLEG

WEFGDEATSGS

CAFKADDGPC

KTTLQQEKPD

ICEDGPNGF

Componentes de secuencia

Marca de His 10:

REKIFEALES ALATATKKKY

MGHHHHHHHH HH

Marca de NusA:

4D2932FF7C1lE3F7E CRC64;

REKIFEALES

ARYEDESLNL

GVVKKVNRDN

SKPEMLIELF

QAVSTELGGE

RNGONVRLAS

TLEELAYVPM

VDRDLAFKLA

GLETSLYKKA

KAIMKRFFEN

FCFLEEDPGI

SSGHIEGR

ALATATKKKY
GDYVEDQIES
ISLDLGNNAE
RIEVPEIGEE
RIDIVLWDDN
QLSGWELNVM
KELLEIEGLD
ARGVCTLEDL
GSDYDIPTTE
IFTRQCEEFI

CRGYITRYFY

HMNKEILAVV

EAVSNEKALP

EQEIDVRVQI DRKSGDFDTF RRWLVVDEVT QPTKEITLEA ARYEDESLNL GDYVEDQIES

VTFDRITTQT AKQVIVQKVR EAERAMVVDQ FREHEGEIIT GVVKKVNRDN ISLDLGNNAE

AVILREDMLP RENFRPGDRV RGVLYSVRPE ARGAQLFVTR SKPEMLIELF RIEVPEIGEE

VIEIKARARD PGSRAKIAVK TNDKRIDPVG ACVGMRGARV QAVSTELGGE RIDIVLWDDN
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PAQFVINAMA PADVASIVVD EDKHTMDIAV EAGNLAQAIG RNGQNVRLAS QLSGWELNVM
TVDDLQAKHQ AEAHAAIDTF TKYLDIDEDF ATVLVEEGFS TLEELAYVPM KELLEIEGLD
EPTVEALRER AKNALATIAQ AQEESLGDNK PADDLLNLEG VDRDLAFKLA ARGVCTLEDL

AEQGIDDLAD IEGLTDEKAG ALIMAARNIC WFGDE

Engarce/sitios de restriccidén de endonuleasa traducidos: TSGS
GLE
Sitio att traducido: TSLYKKA GS
10 Sitio TEV: DYDIPTTENLYFQ
TFPI Kunitz 1+2 DSEED EEHTIITDTE LPPLKLMHSF CAFKADDGPC
KAIMKRFFFN IFTRQCEEFI
YGGCEGNQNR FESLEECKKM CTRDNANRII KTTLQQEKPD FCFLEEDPGI CRGYITRYFY
15 NQQTKQCERF KYGGCLGNMN NFETLEECKN ICEDGPNGF

Expresion
Se hizo crecer una cepa de BL21 DE3 transformada con pD Eco5 N
TFPI KD1+2 como un precultivo en 2x 100 mi de medio LB con 200 pg/ml de
ampicilina durante 14 h a 37 °C con agitacién de 180 rpm. Se inoculé un
20 biorreactor (Sartorius Stedim Biotech) con un volumen de cultivo de 10 | (medio
LB, 200 pg/ml de ampicilina) con 200 ml de precultivo y se incub6 a 37 °C, con
agitacion de 150 rpm. A una densidad de cultivo de DO600, se afadio IPTG
hasta una concentracién final de 100 mM para la induccién génica y se cultivd
adicionalmente a 17 °C durante 24 h con un nivel minimo del 50 % y una

25 velocidad de agitacion de 180 — 800 rpm. Se sedimenté E. coli por

KOO
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centrifugacion (3000 g, 10 min) y se almacené a -80 °C.
Purificacién |

Se resuspendié la masa de E. coli sedimentada a partir de 10 | de cultivo
en 500 ml de tampon de lisis [Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, 10% (p/p)
de glicerol, imidazol 40 mM, céctel de inhibidor de proteasas Complete libre de
EDTA (Roche)], homogeneizado en un dispositivo de alta presion
(Microfluidics) y después se centrifugd el lisado (100.000 g, 60 min, 4 °C). Se
realizaron varias etapas de purificaciéon usando un sistema de purificacion Akta.
Se aplicd la fraccion de lisado soluble centrifugada en una etapa de
cromatografia IMAC inicial a una columna que contenia 50 ml de matriz Ni-
Sepharose HP (GE). Se realiz6 el equilibrado, la unién a proteina de fusién y el
lavado de la matriz Hi-Trap-Sepharose HP usando el tampén A (Tris-HCI 50
mM pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 40 mM). Para la elucién de la proteina de
fusion NusA-TFPI, se us6 un gradiente lineal de imidazol de desde 40 hasta
500 mM en un tampén B (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 150 mM). Se
combinaron las fracciones de eluciéon (volumen total de 140 ml) y se aplicaron
en fracciones a una columna de desalado Hi Prep 26/10 (GE) (dos unidades de
columna enlazadas) para el intercambio a un tampén con Tris-HCI 50 mM pH
8,0, NaCl 150 mM, CaCl, 5 mM). Para retirar la marca de Nus A, se realizé un
digestion proteolitica con TEV marcado con Hiss, con una proporciéon de
enzima con respecto a proteina de fusion de 1:66 p/p, durante 16 h a 4 °C. Se
aplicé de nuevo la muestra a una columna que contenia 50 ml de matriz Ni-
Sepharose HP (GE) para separar el TFPI libre de la proteina de fusién no
escindida y de His-TEV. Después, se aplico el eluato de la etapa de IMAC a

cromatografia de exclusién por tamano, SEC (S100, GE) para aislar una
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fraccion de TFPI monomérica que se concentré por ultrafiltracién (Amicon,
unidad con intervalo de corte de 3 kDa) hasta aproximadamente 1,5 mg/ml. La
muestra de dominio de Kunitz 1 + 2 del TFPI final purificada funcioné como una
banda doble en PAGE con un peso molecular abarente de aproximadamente
18 kDa. Un analisis adicional (SEC, transferencia Western) revel6é que soélo la
proteina correspondiente a la banda superior era inmunorreactiva con el Fab B.
Ejemplo 8. Procesado proteolitico y purificacion de Fab B a partir de
IgG1 humana. |

Expresion

Se procesd de forma proteolitica el Fab B a partir de su forma IgG1
humana. Se expreso el Fab B_IgG1 en células de mamifero (HEK 293) como
una proteina de secrecion. Para el aislamiento de 1gG1, se aplicaron 1,6 | de
sobrenadante del cultivo a dos columnas enlazadas de HiTrap MabSelectSuRE
(de GE, 5 ml dé volumen de lecho, caudal 1,5 ml/min, 4 °C, durante 16 H). Para
el lavado y el equilibrado de la columna, se us6 un tampdn que consistia en
PBS y NaCl 500 mM. Se eluyé la IgG1 unida (Na-acetato 50 mM, NaCl 500 mM
pH 3,5 seguido del mismo tampén con pH 3,0), se neutralizé (Tris 2,5 M > 11) y
se concentrd por ultrafiltracion hasta aproximadamente 13 mg/ml.

Se usd papaina inmovilizada (Pierce, 20 m| de suspension) para digerir
aproximadamente 270 mg (en 12,5 ml) de IgG1 usando 22 fracciones en tubos
de reaccién Eppendorf de 1,5 ml (incubacién 16 h, 37 °C, agitacién 1400 rpm).
Después del procesado, se centrifugarbn las rriuestras, se recogi6é el
sobrenadante, se lavé el sedimento con PBS y se combinaron los
sobrenadantes y el lavado aclarado.

Se aplicé de nuevo la muestra digerida a dos columnas HiTrap
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MabSelectSuRe enlazadas (2 x 5 ml) permitiendo una separaciéon de Fc y Fab.
Se concentraron las fracciones de Fab B aisladas combinadas por ultrafiltracién
hasta aproximadamente 8 mg/ml (rendimiento total de 120 mg).
Adicionalmente, se us6 cromatografia de exclusion por tamarno con
Superdex75 (columnha 26/60, caudal 2,5 mli/min con PBS) para purificacion
adicional. Después de concentracion vy filtracién estéril adicionales, el
rendimiento final del Fab B fue de 115 mg a una concentracidén de 8,5 mg/ml.
Se us6 una cromatografia de exclusion por tamano analitica (sistema
Akta Micro, columna S75 5/150, Tris-HCI 100 mM, pH 7,5) para demostrar la
formacién del complejo Fab B/TFPI KD1+2 (figura 5). Para Fab B, se observé

un tiempo de retenciéon inesperadamente largo en la columna SEC

correspondiente a un peso molecular aparente de 20 kDa, que es muy similar

al peso molecular detectado para TFPI KD1+2.
Ejemplo 9. Produccién del complejo dominio de Kunitz 1 + 2 del TFPI
con Fab B

Para formar el complejo inmunitario, se combinaron el dominio de Kunitz
1+ 2 del TFPIl y Fab B en una proporcion de aproximadamente 1:1,5 (p/p). Por
lo tanto, se mezclaron 3,85 mg de la proteina de dominio de Kunitz 1 + 2 del
TFPI monomeérica concentrada (a partir de fracciones combinadas S100) con
7,4 mg de Fab B (a partir de SEC Superdex75) y se incub6 durante 16 h a
21 °C. Se demostro la formaciéon del complejo por medio de SEC (S200/150)
analitico y transferencia de Western. Se purificé adicionalmente el complejo
SEC (S200 26/26) en Tris-HCI 10 mM pH 7,4 con NaCl 150 mM, se concentro
por ultrafiltracién (Amicon, unidad con intervalo de corte de 5 kDa) hasta 10,3

mg/ml, que se usd para cristalizacién.
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Ejemplo 10. Cristalizacion y determinacion de estructura por rayos X del
complejo TFPI-Fab B
Cristalizacion

Se hicieron crecer cocristales de una construccion de proteina que
comprendia dominio de Kunitz 1 (KD1) y dominio de Kunitz 2 (KD2) del TFPI y

el anticuerpo de TFPI monoclonal Fab B a 4 °C usando el procedimiento de

gota pesada. Se concentr6 el complejo de proteina hasta 10 mg/ml y se

cristalizé6 mezclando voliumenes iguales de solucién de proteina y solucién de
pocillo (20% de PEG8000) como precipitante. Los cristales aparecieron
después de tres dias.
Recogida y procesado de datos

Se ultracongelaron los cristales en nitrégeno‘ liquido en un 30% de
glicerol en tamp6n de cristalizacién para su crioproteccion. Se recogieron los
datos de un cristal en linea de haz BL14.1, sincrotron BESSY (Berlin) en un
detector MAR CCD. Se indexaron y se integraron los datos con IMOSFLM
(A.GW. Leslie, (1992), Joint CCP4 + ESF-EAMCB. Boletin en Protein
Crystallography, N° 26), se prepararon para su escalado con POINTLESS (P.R.
Evans, (2005) Acta Cryst. D62, 72-82), y se escalaron con SCALA (P.R. Evans,
(2005) Acta Cryst. D62, 72-82). El cristal present6 difraccion de hasta 2,3 Ay

}poseia un grupo espacial P2; con constantes celulares a=80,3, b=71,9,

¢=108.8; B=92,5° y dos complejos TFPIKD1, -KD2 - Fab en la -unidad

asimétrica.
Determinacioén y refinado de la estructura
Se resolvid la coestructura de TFPI-KD1, -KD2 y el anticuerpo

monoclonal Fab por reemplazo molecular usando PHASER (A.J. McCoy vy col
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(2007) J. Appl. Cryst. 40, 658-674), MOLREP (A. Vagin y A. Teplyakov (1997)

J. Appl. Cryst. 30, 1022-10) y estructuras de rayos X internas y publicadas de
TFPI-KD2 (codigo PDB 1tfx) y un fragmento Fab (codigo PDB 1w72_) como
modelos de blUsqueda. Antes del reemplazo molecular, se procesalron los
modelos de Fab y KD1 con CHAINSAW (N. Stein, (2008) J. Appl. Cryst. 41,
641 - 643). Las rondas iterativas de la construccion del modelo con COOT (P.
Emsley y col. (2010) Acta Cryst. D66:486-501) y el refinado de probabilidad
maximo usando REFMACS5.5 (G.N. Murshudov y col. (1997) Acta Cryst. D53,
240-255) completaron el modelo. La regiéon hc_Ser131 - hc_Ser136 tanto de
Fab, restos de TFPI Asp1 - Leu21, Asp149 - Phe154, como de los restos
enlazadores de KD1 - KD2 Arg78 - Glu92 mostré una densidad de electrones
débil y no se incluy6é en el modelo. El conjunto de datos y las estadisticas de
refinado se resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Conjunto de datos y estadisticas de refinado para el complejo TFPI-

Fab B.
Longitud de onda 0,9184 A
Resolucién (estructura mas alta) 47-2,3(2,4-2,3) A
Reflexiones (observada/unica) 165457 (56223)
Complecion? 97,8% (97,8%)
l/a® 5,8 (2,0)
Runion *° 0,13 (0,52)

- Grupo espacial P2,
Parametros de celda unidad
a 80,3 A
b ) 719 A
c 108,8 A
B 92,5°
Rcrist € 0120
Rlibre ? 0,27
Factor de temperatura de Wilson 16,7 A?
Longitud de enlace de RMSD 0,008 A
Angulos de enlace de RMSD 1,3°

Atomos de proteina 8205
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Moléculas de agua 599

? Los valores entre paréntesis son para la estructura de resolucion alta.
b Runisn = Zhk1 “hk1 - <Ihk1>| ! £hk1 <l,4> donde lhk1 €s la intensidad de reflexion
hk1y <ln¢> es la intensidad promedio de observaciones mdiltiples.

° Rerist = Z |Fops- Feaic| / £ Fops donde Fops ¥ Feac sON las amplitudes del factor de
estructura observada y calculada, respectivamente.

5% de conjunto de prueba

¢ RMSD, desviacién de la raiz cuadratica media del conjunto de parametros
para estereoquimica ideal

Ejemplo 11. Mapeo de epitopos basado en la estructura de rayos X

El complejo de TFPI-KD1, -KD2 y Fab B (figura 6) cristaliz6 como dos
copias del complejo por unidad asimétrica. Las cadenas principales de los
complejos se superponen con una RMSD total de 1,0 A con cada Fab B unido
a epitopo del TFPI-KD1 y -KD2 asociado. Ambos dominios de Kunitz
interaccionan directamente o a través de interacciones mediadas por agua con
Fab B. KD1 y KD2 también interaccionan entre si. Se analizaron los restos de
TFP! en contacto con Fab B (el epitopo) y la superficie oculta respectiva con el
programa CCP4 AREAIMOL (P.J. Briggs (2000) CCP4 boletin N° 38). Los
restos con una superficie oculta de 5 A? de minimo o con una superficie oculta
de mas del 50 % se han considerado en co.ntacto (Tabla 5). Se analizaron los
restos de Fab B en contacto con TFPI (el paratopo) y la superficie oculta
respectiva con AREAIMOL. Los restos con una superficie oculta de 5 A2 de
minimo o con una superficie oculta de mas del 50 % se han considerado en
contacto (tabla 6).

Tabla 5: Restos de TFPI en contacto con Fab B. Las cadenas C, D y las
cadenas N, O corresponden al dominio de Kunitz 1 y dominio de Kunitz 2 del

TFP!I del complejo respectivo en la unidad asimétrica.

e



61

N° de resto [superficie oculta en A* |superficie oculta en %
PheC28 |34 4.1
Asp C 31 26,2 47,3
AspC32 6,8 73,9
Gly C 33 7,6 100,0
Pro C 34 87,2 97,2
CysC35 |457 93,4
Lys C 36 139,6 72,4
Ala C 37 0,9 2,2
lle C 38 3.0 2,1
Cys C 59 11,3 34,7
Glu C 60 83,9 60,4
Gly C 61 0,5 1,4
AsnC62 4,1 11,2
N° de resto [superficie oculta en A> |superficie oculta en %
GluD 100 (83,2 53,9
GluD 101 80,8 93,4
ProD 103 [57,4 85,7
GlyD 104 [16,6 68,3
ile D 105 1.4 61,2
CysD 106 12,5 32,2
Arg D 107 [116,8 73,2
Gly D 108 |18,6 49,4
TyrD 109 1335 74,6
Phe D114 8,5 72,0
Asn D 116 |8,3 24,5
GluD 123 45,5 56,5
ArgD 124 19,9 6,0
"Phe D125 |0,1 0,9
Lys D126  [29,2 39,0
TyrD 127 1,3 7,1
GlyD 128 6,5 67,0
IN° de resto [superficie oculta en A®  [superficie oculta en %
Lys N 29 1,1 1,2
‘Asp N 31 28,9 49, 4
Asp N 32 10,2 91,8
Gly N 33 12,5 100,0
Pro N 34 87,9 97,2
CysN35 1421 86,0
Lys N 36 142,5 74,2
lle N 38 4,3 3,2
Cys N 59 11,9 38,5
Glu N 80 71,7 53,0
Gly N 61 0,4 1,0
AsnNB62 7.0 20,2
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N° de resto [superficie oculta en A* [superficie oculta en %
GluO 100 85,1 44,3
GluO 101 84,8 97,0
ProO 103 60,2 84,0
Gly O 104 13,6 64,7
lle O 105 11,6 67,4
Cys O 106 [12,7 37,0
Arg O 107  [101,3 69,1
Gly O 108 |19,7 52,5
Tyr O 109 |139,6 76,4
ThrO 111 |01 0,1
Phe O 114 |11,5 78,2
Asn O 116 |13,4 34,6
Glu 0123 241 35,9
Arg O 124 (11,1 6,7
Phe O 125 10,1 1,2
LysO 126 35,0 52,6
TyrO 127 1,2 8,1
Gly0128 |64 58,1

Tabla 6: Restds de Fab B en contacto con TFPI. Las cadenas A, By Iés
cadenas L, M representan las cadenas ligera y pesada de Fab B del complejo

respectivo en la unidad asimétrica.

N° de resto |superficie oculta en A’ |superficie oculta en %
Leu A27 1,8 39,1
IArg A 28 20,7 13,5
Asn A29 44,6 38,6
Tyr A 30 56,0 57,7
Tyr A 31 96,9 76,7
Tyr A 48 43,0 75,8
Tyr A 49 39,2 90,7
IAsp A 50 16,5 56,7
Asn A 52 10,3 16,8
Pro A 54 10,4 34,2
Ser A 55 5,0 3,9
Asn AB5 6,3 13,4
Trp A S0 19,2 45,9
Asp A 92 13,6 10,2
Gly A 93 8,7 37,8
Gin B 1 12,6 6,8
|Gly B 26 29,6 58,6
- {Phe B 27 21,1 57,9
Thr B 28 56,9 65,0
\Arg B 30 32,0 19,2
Ser B 31 52,2 65,9
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N° de resto [superficie oculta en A® [superficie oculta en %
Tyr B 32 54,0 94,9
Arg B 52 8,0 6,2
Arg B 98 7.0 49,2
TyrB 100 (92,2 98,6
Arg B 101 106,6 71,6
TyrB 102  [80,2 79,4
Trp B 103 21,7 87,7
Asp B 105 |15,3 42,6
TyrB 106 [13,7 15,2
N° de resto [superficie oculta en A*> |superficie oculta en %
Leul 27 4,2 61,7
Arg L 28 22,2 15,5
Asn L 29 43,0 33,6
Tyr L 30 58,2 67,3
Tyr L 31 103,4 80,3
Tyr L 48 48,7 83,8
Tyr L 49 37,5 88,8
Asp L 50 15,5 59,1
/Asn L 52 8,6 14,8
ProL54 12,9 45,4
Ser L 55 9,8 3,0
Asn L 65 3,9 7,7
Gly L 67 0,1 0,3
Trp L 90 20,3 48,3
Asp L 92 1,9 1,5
Gly L 93 18,4 49,4
Val M 2 1,6 4,3
Gly M 26 34,2 62,2
Phe M 27 |18,2 62,1
Thr M 28 64,4 69,7
IArg M 30 27,1 18,8
Ser M 31 51,5 63,7
Tyr M 32 55,3 95,3
Arg M 52 7,4 6,2
Arg M 98 8,5 57,0
Tyr M 100 (86,9 98,3
Arg M 101 1110,8 74,4
Tyr M 102 82,8 81,0
Trp M 103 (18,5 91,1
Asp M 105 |17,3 48,7
TyrM 106 |13,5 15,0
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El Fab B reconocié un epitopo no lineal de KD1 y KD2 que se define por
los restos Asp31 - Lys36, Cysb9 (que forma un puente disulfuro con Cys35),
Glu60, y Asn62 de TFPI-KD1 y Glu100, Glu101, regién Pro103 - Cys106 (que
forma un puente disulfuro con Cys130), restos Arg107- Tyr109, Phe114,
Asn116, Glu123, Arg124 y restos Lys126 - Gly128 de TFPI-KD2. El paratopo
Fab B que interacciona con TFPI-KD1 incluye lc_Leu27 - Ic_Tyr31, ic_Asp50,
Ic_Asn65, Ic_Trp90, Ic_Asp92, Ic_Gly93 y hc_Arg101 y hc_Tyr102. El paratopo
Fab B que interacciona con TFPI-KD2 incluye Ic_Tyr31, Ic_Tyr48 and Ic_Tyr49,
and hc_Thr28, hc_Arg30 - hc_Tyr32, hc_Tyr100, hc_Arg101, hc_Trp103, vy
hc_Asp105. Parece que las CDR de cadena ligera son ios principales sitios de
interaccion para TFPI-KD1, parece que las CDR de cadena pesada son los
principales sitios de interaccion para TFPI-KD2, Basandose en el nimero de
contactos.

El epitopo no lineal en TFPI-KD1 consiste en dos regiones de bucle
enlazadas por un puente disulfuro entre Cys35 y Cys59. El epitopo se
caracteriza por una interaccién hidréfoba central de Pro34 rodeada por un
triangulo de interacciones polares de Asp31, Asp32, Glu60 y Lys36 con Fab B
(figura 7).

Pro34 esta en una hendidura hidréfoba creada por Ic_Tyr30 y lc_Tyr31
de CDR-L1, Ic_Trp90 de CDR-L3 y hc_Tyr102 de CDR-H3. Asp31 y Asp32
poseen interaccion polar con CDR-H3 y una red de enlaces de hidfégeno con
hc_Arg101, hc _Tyr102, y una molécula de agua. La cadena lateral de
Hc Tyr102 esta bien orientada para poseer interaccién hidréfoba con Pro34,
interaccion polar con Asn31, e interaccién m-m aromatica con lc_Trp90 de

CDR-L3.
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La interaccién de Asp31 y Asp32 con CDR-H3 es una caracteristica de
epitopo clave y las orientaciones e interacciones de hc_Tyr102 y hc_Arg101
parecen cruciales. La mutacién del resto natural hc_Lys99 a leucina dio como
resultado un incremento en la afinidad de 20 veces. Hc_Leu99 esta situado en
la interfase hidréfoba entre la cadena ligera y pesada y seguido del bucle CDR-
H3. Una cadena lateral de lisina polar y flexible es una desventaja en esta
posicion e interfiere con Ia-c'onformacién de CDR-H3 6ptima y las interacciones
con antigeno.

Glu60, que forma la segunda esquina del triangulo polar, interacciona
con las cadenas laterales de Ic_Tyr30 (CDR-L1), ic_Trp90 y el nitrégeno de la
cadena principal de Ic_Gly93 (CDR-L3).

La tercera esquina del triangulo estd formada por Lys36. Lys36 es un
resto esencial para la inhibicién del complejo factor Vlla/factor tisular por TFPI
(M.S. Bajaj y col. (2001) Thromb Haemost 86(4):959-72.). En el complejo con
Fab B, Lys36 esta en contacto significativo y ocultado por CDR-L1 Ic_Leu27,
lc_Arg28, lc_Asn29, Ié_Tyr31, CDR-L2 Ic_Asp50 y una molécula de agua. La
interaccion de Lys36 con el complejo factor Vlla/factor tisular mientras esta
unido a Fab B y su inhibicién aparecen excluidas.

El epitopo no linear en TFPI-KD2 consiste en tres secciones que
comprenden restos Glu100, Glu101, Pro103 - Tyr109, Phe114; Asn116 y
Glu123; Arg124, Lys126 - Gly128. El epitopo de KD2 forma interacciones
polares e hidréfobas con Fab B CDR-L1, -L2, -H1 y -H3 (figura 8).

Glu100, Glu101, Arg107 y Tyr109 son restos de epitopos clave que
proporcionan puntos de anclaje polares o hidréfobos en contacto con tres

regiones de superficie separadas de Fab B creadas por CDR-H1 (interaccién
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con Glu100 y Glu101) CDR-L1, -L2, -H3 (interaccion con Arg107), y CDR-L.2, -
H3 (interaccion con Tyr109).

Arg107 esta en contacto significativo por Ic_Tyr31, Ic_Tyr49, hc_Arg101
y hc_Tyr102 de CDR-L1, -L2, -H3, respectivamente, e interacciona
adicionalmente con Gly33 y Cys35 de KD1. Se ha démostradb que Arg107 es
esencial para la inhibicién del factor Xa (M.S. Bajaj y col. (2001) Thromb
Haemost 86(4):959-72.). Fab A ocupa este resto critico y excluye la funcién
Arg107 en la inhibicion del factor Xa.

Glu100 y Glu101 forman enlaces de hidrégeno con los re_stos de CDR-
H1 hc_Arg30, hc_Ser31y hc_Thr28 y hc_Tyr32.

Tyr109 esta en un hueco hidréfobo creado por los rre.stos de CDR-L2
lc_Tyr48, y CDR-H3 hc_Tyr100, y hc_Trp103, y forma un enlace de hidrogeno
con hc_Asp105.

Ejemplo 12. Comparacion de paratopos de Fab B y su variante optimizada
Fab D

Para evaluar la consistencia de la unién al epitopo del TFPI por la
variante optimizada de Fab B, Fab D, se analizaron alineamientos de
secuencias de las cadenas ligera y pesada (figura 12A) y modelos de
homologia de Fab D (figura 12B) para determinar la conservacion de restos de
paratopos de Fab B en Fab D. Se calcularon los modelos de homologia con DS
MODELER (ACCELRYS, Inc; Fiser, A. y Sali A. (2003) Methods in Enzymology,
374:463-493) usando la estructura de rayos X de TFPI - Fab B de la invencién
como estructura de plantilla de entrada. Los modelos de homologia muestfan
conformaciones de esqueleto casi idénticas en comparacién con Fab B con

RMSD < 0,5 A. De 29 restos de paratopos observados en el complejo TFPI-
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Fab B, siete restos (cinco restos de cadena ligera, dos restos de cadena
pesada) difieren en Fab D (figura 12). Lc_Arg28; Ic_Asn29, Ic_Asp92, y
lc_Gly93 muestran interacciones de cadena principal con los restos de epitopo
de TFPL. No se espera que los intercambios de estos restos en Fab D reduzcan
la unién con un epitopo de TFPI diferente. El reemplazo de Ic_Tyr48 y hc_Gin1
por una fenilalanina y glutamato en Fab D es insignificante ya que no se
observan interacciones de cadena lateral polares en la estructura de rayos X.
Hc_Arg30 muestra una interaccién polar con Glu100 de TFPI y se intercambia
a una serina en Fab D. En esta posicion, una arginina debe ser favorable sobre
una serina para interaccionar con TFPI. Basandose en el impacto esperado de
los intercambios analizados entre los restos d.'e paratopos de Fab By Fab D, la
conservacion dé la secuencia total y la RMSD baja del modelo de homologia de
D, se contempla que Fab D reconoce el mismo epitopo de TFPI que Fab B.
Ejemplo 13 Razones basadas en la estructura de fayos X para la
inhibicion de la interaccion TFPI con el factor Xa y el complejo de factor
Vlila/factor tisular |

Fab B se une tanto a KD1 como a KD2 de TFPI. KD2 se une e inhibe el
factor Xa. KD1 se une e inhibe el complejo factor Vila/factor tisular. Se han
notificado las estructuras de rayos X de KD2 en el complejo con tripsina (M.J.
Burgering y col (1997) J Mol Biol. 269(3):395-407) y de BPTI en el complejo
con una porcion extracelular de TF y factor Vlla (E. Zhang y col (1999) J Mol
Biol 285(5):2089-104.). Tripsina es un sustituto para el factor Xa, BPTI es un
homologo de TFPI-KD1. La superposicion del complejo TFPI-Fab B con KD2-
tripsina o bien BPTI-factor Vila/factor tisular revela que la unién a anticuerpo

excluye la union de KD1 y KD2 a sus ligandos naturales factor Vlla/factor tisular
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y factor Xa, respectivamente (figura 9, figura 10).

Aunque se ha descrito la presente invencion con referencia a las
realizaciones y ejemplos especificos, debe entenderse que se pueden realizar
diversas modificaciones y cambios y se pueden sustituir equivalentes sin
apartarse del espiritu y alcance verdaderos de la invencién. Por consiguiente,

la memoria descriptiva y los ejemplos deben considerarse en un sentido

ilustrativo en lugar de restrictivo. Ademas, todos los articulos, libros, solicitudes

de patente y patentes mencionados en el presente documento, se incorporan

en el presente documento por referencia en su totalidad.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal aislado que se une a un epitopo del inhibidor de
la ruta del factor tisutar humano (SEC ID N° 1), en el que dicho epitopo
comprende uno o mas restos seleccionados del grupo que consiste en Glu100,
Glu101, Asp102, Pro103, Gly104, lle105, Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109,
Lys126, Gly128, Gly129, Cys130, Leu131, Gly132 y Asn133 de la SEC ID N°:
1.

2. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacion 1, en el que dicho

epitopo comprende el resto lle105 de SEC ID N°: 1.

3. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacién 1, en el que dicho

epitopo comprende el resto 1le105 y Asp102 de SEC ID N°: 1.

4. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicaciéon 1, en el que dicho

epitopo comprende el resto 11e105, Asp102 y Leu131 de SEC ID N°: 1.

5. El anticuerpo monoclonal aislado de las reivindicaciones 2-4, en el que el
epitopo comprende ademas uno o mas restos seleccionados del grupo que
consiste en Glu100, Glu101, Asp102, Pro103, Gly104, Cys106, Arg107,
Gly108, Tyr109, Lys126, Gly128, Gly129, Cys130, Leu131, Gly132 y Asn133
de la SEC ID N 1.

6. Un anticuerpo monoclonal aislado que se une a un epitopo del inhibidor de
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la ruta del factor tisular humano (SEC ID N° 1), en el que dicho epitopo
comprende dos bucles de aminoacidos enlazados por un puente disulfuro entre

los restos Cys106 y Cys130 de SEC ID N°; 1.

7. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacién 6, en el que dicho
epitopo comprende ademas uno o mas restos seleccionados del grupo que
consiste en Glu100, Glu101, Asp102, Pro103, Gly104, lle105, Cys106, Arg107,
Gly108, Tyr109, Lys126, Gly128, Gly129, Cys130, Leu131, Gly132 y Asn133
de la SEC ID N°: 1.

8. EIl anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicaciéon 7, en el que dicho

epitopo comprende el resto lle105 de SEC ID N°: 1.

9. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacion 7, en el que el epitopo

comprende el resto Asp102 de SEC ID N°: 1.

10. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacion 7, en el que el epitopo

comprende el resto Leu131 de SEC ID N°: 1.

11. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacion 8-10, en el que el
epitopo comprende ademas uno o mas restos seleccionados del grupo que
consiste en Glu100, Glu101, Asp102, Pro103, Gly104, lle105, Cys106, Arg107,
Gly108, Tyr109, Lys126, Gly128, Gly129, Cys130, Leu131, Gly132 y Asn133
de la SEC ID Ne°: 1.
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12. Un anticuerpo monoclonal aislado que se une a un epitopo del inhibidor de
la ruta del factor tisular humano (SEC ID N° 1), en el que dicho epitopo
comprende uno o mas restos de dominio de Kunitz 1 y uno o mas restos de

dominio de Kunitz 2.

13. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicaciéon 12, en el que el resto
del dominio de Kunitz 1 comprende uno o mas restos seleccionados del grupo
que consiste en Asp31, Asp32, Gly33, Pro34, Cys35, Lys36, Cys59, GIu60 y
Asn62.

14. Ei anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacién 13, en el que el resto

del dominio de Kunitz 1 comprende el resto Pro34.

15. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacién 13, en el que los

restos del dominio de Kunitz 1 comprenden los restos Pro34 y Glu60.

16. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacién 13, en el que los

restos del dominio de Kunitz 1 comprenden los restos Pro34, Lys36 y Glu60.

17. El anticuerpo monoclonal aislado de cualquiera de las reivindicaciones 14-
16, en el que los restos del dominio de KunitZ 1 comprenden uno o mas restos
selecc;onados del grupo que consiste en Asp31, Asp32, Gly33, Cys35, Lys36,
Cys59, Glu60 y Asn62.

18. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicaciéon 12, en el que el resto
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del dominio de Kunitz 2 comprende uno o mas restos seleccionados del grupo
que consiste en Glu100, Glu101, Pro103, Gly104, lle105, Cys106, Arg107,
Gly108, Tyr109, Phe114, Asn116, Glu123, Arg124, Lys126, Tyr127 y Gly128.

19. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacién 18, en el que el resto

del dominio de Kunitz 2 comprende el resto Arg107.

20. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacion 18, en el que el resto

del dominio de Kunitz 2 comprende el resto Glu101.

21. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicaciéon 18, en el que el resto

del dominio de Kunitz 2 comprende el resto Tyr109.

22. El anticuerpo -monoclonal aislado de cualquiera de Iés reivindicaciones 19-
21, en el que los restos del dominio de Kunitz 2 comprenden ademas uno o
mas restos seleccionados del grupo que consiste en Glu100, Glu101, Pro103,
Gly104, lle105, Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109, Phe114, Asn116, Glu123,
Arg124, Lys126, Tyr127 y Gly128.

23. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacion 12, en el que el resto
del dominio de Kunitz 1 comprende uno o mas restos seleccionados del grupo
que consiste en Asp31, Asp32, Gly33, Pro34, Cys35, Lys36, Cys59, GIu60 y
Asn62; y en el que el resto del dominio de Kunitz 2 comprende uno o mas
restos seleccionados del grupo que consiste en Glu100, Glu101, Pro103,

Gly104, lle105, Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109, Phe114, Asn116, Glu123,
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Arg124, Lys126, Tyr127 y Gly128.

24. Un anticuerpo monoclonal aislado que se une a un epitopo del inhibidor de
la ruta del factor tisular humano (SEC ID N° 1), en el que dicho epitopo
comprende dos bucles de aminoacidos enlazados por un puente disulfuro entre

los restos Cys35 y Cys59 de SEC ID N°: 1.

25. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacién 24, en el que dicho
epitopo comprende ademas uno o mas restos del dominio de Kunitz 1 y uno o

mas restos del dominio de Kunitz 2.

26. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacidén 25, en el que el resto
del dominio de Kunitz 1 comprende uno o mas restos seleccionados del grupo
que consiste en Asp31, Asp32, Gly33, Pro34, Cys35, Lys36, Cys59, Glu60 y
Asn62. |

27. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacion 25, en el que el resto -

del dominio de Kunitz 2 comprende uno o mas restos seleccionados del grupo
que consiste en Glu100, Glu101, Pro103, Gly104, Ile105, Cys106, Arg107,
Gly108, Tyr109, Phe114, Asn116, Glu123, Arg124, Lys126, Tyr127 y Gly128.

28. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacién 22, en el que el resto
del dominio de Kunitz 1 comprende un o mas restos seleccionados del grupo
que consiste en Asp31, Asp32, Gly33, Pro34, Cys35, Lys36, Cys59, Glu60 y

Asn62; y en el que el resto del dominio de Kunitz 2 comprende uno o mas

X\



10

15

20

25

74

restos seleccionados del grupo que consiste en Glu100, Glu101, Pro103,
Gly104, lle105, Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109, Phe114, Asn116, Glu123,
Arg124, Lys126, Tyr127 y Gly128.

29. Un anticuerpo monoclonal aislado que se une a TFPI, en el que el
anticuerpo monoclonal aislado es competitivo con cualquiera de los anticuerpos

monoclonales aislados de las reivindicaciones 1 a 28 para la unién a TFPI.

30. Un anticuerpo biespecifico aislado que se une a TFPIl, en el que el
anticuerpo biespecifico es competitivo con cualquiera de los anticuerpos

monoclonales aislados de las reivindicaciones 1 a 28 para la unién a TFPI.

31. Una composicion farmacéutica que comprende wuna cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo monoclonal de cualquiera de las

reivindicaciones 1-30, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

32. Una composiciébn farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de al menos dos anticuerpos monoclonales de
cualquiera de las reivindicaciones 1-30, y un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

33. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 32, en la que el primer
anticuerpo monoclonal comprende el anticuerpo monoclonal aislado de la -
reivindicacion 1, y un segundo anticuerpo monoclonal comprende el anticuerpo

monoclonal aislado de la reivindicaciéon 12.



10

15

75

34. Un procedimiento para tratar deficiencias o defectos genéticos o adquiridos
en la coagulacion que comprende administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de la composicién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 30-

32 a un paciente.

35. El procedimiento de la reivindicacién 34, en el que el procedimiento trata

hemofilia A, B o C.

36. Un procedimiento para acortar el tiempo de hemorragia que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion

farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 31-33 a un paciente.

37. Una molécula de acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo que se
une a un epitopo del inhibidor de la ruta del factor tisular humano (SEC ID. N°:
1) que codifica dicho anticuerpo monoclonal aislado de cualquiera de las

reivindicaciones 1-29.

‘Q)[\
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RESUMEN

Se proporcionan anticuerpos monoclonales aislados que se unen a
epitopos especificos del inhibidor de la ruta del factor tisular humano (TFPI) y
las moléeculas de acido nucleico aisladas que los codifican. También se
proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos
monoclonales anti-TFPI y procedimientos de tratamiento de deficiencias o

defectos en la coagulacion por la administracion de los anticuerpos.
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Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

ser

Asn

Gly

Arg

ser

Pro



Asp

65

Ser

Asp

Arg

Gln

Tyr

145

ser

Thr

Lys

Pro

Arg

Arg

Ser

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

val
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Phe

val

Tyr

val

115

Lys

Arg

Asn

ser

Lys

195

Thr

225
PRT
Homo

7

Gln val Gln
1

Thr

ser

Trp

val

65

Gln

Tyr

Leu

Ala

Leu

50

Ser

Phe

Tyr

Ser

Ala

35

Gly

val

Ser

Cys

ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

val

Lys

Gly

Ala

85

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

165

ser

Tyr

ser

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Lys

Leu

Ala
100

‘GIn
5

Thr

ser

Ile

Ser

Gln

85

Arg

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

ser

Ala

Phe

Gln

Cys

Trp

Tyr

Arg

70

Leu

Trp

BHC
Gly

Asp

Phe

ser

Ala

135

val

ser

Thr

Cys

Asn
215

Ser

Ala

Ile

Tyr

55

Ile

Asn

His

11 5001

Ser

val

Gly

val

120

Ser

Gln

val

Leu

Glu

200

Arg

Gly

Ile

Arg

40

Arg

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Gln

105

Phe

val

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

Pro

Ser

25

Gln

Ser

Ile

val

PCT
Thr

val

90

Gly

Ile

val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Gly

10

Gly

ser

Lys

Asn

Thr
90

Lys

CL SEQUENCE
Asp Phe Thr

75

Tyr

Thr

Phe

cys

val

155

Gln

Ser

His

Cys

Leu

Asp

Pro

Trp

Pro

75

Pro

His

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

val

Ser

Ser

Tyr

60

ASp

Glu

Trp
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Cys

val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Lys

val

Arg

45

Asn

Thr

Asp

Gly

LISTING

Leu

Gln

Glu

110

ser

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

Pro

Ser

30

Gly

Arg

Ser

Thr

Phe
110

Lys

GIn

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Tyr

ser

ser
15

Ser

Leu

Tyr

Lys

Ala

95

Asp

Ile

80

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

ser

GlIn

Asp

Glu

Ala

Asn

80

val

Asp



Trp
Pro
Thr
145
Thr
Pro
Thr
Asp

Cys
225

Gly

ser
130

Ala

val.

Ala

val

His
210

<210> -
<211>
<212>
<213>

<400>

GlIn
115

val

Ala

ser

val

Pro
195

Lys

8
212
PRT
Homo

8

Ser Tyr Glu
1

Thr

His

Tyr

Asn

65

Asp

Phe

Pro

Lys

Ala

Trp

ASp

50

ser

Glu

Gly

Ser

Ala
130

Arg

Tyr

35

val

Gly

Ala

Gly

val

115

Thr

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

ser

Pro

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

ser

Ser

sapiens

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly

Thr

Leu

Thr

5

Thr

GIn

Arg

Thr

TYyr

85

Thr

Leu

val

Leu

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Asn

Asn

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Lys

Phe

cys

BHC
val

Ala

135

Leu

Gly

ser

Phe

Thr
215

Pro

ser

Pro

ser

55

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu
135

11 5001

Thr

120

Pro

val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Thr

Pro

120

Ile

val

cys

Lys

Leu

Leu

185

Thr

val

ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ala

val

105

Ser

Ser

PCT
ser

Ser

AsSp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Leu

Ser

Asp

CL SEQUENCE LISTING

Ser Ala
Arg Ser

140

Tyr Phe

155

Ser Gly

ser Leu

Thr Tyr

Lys Thr
220

Ser val

Leu Pro

Pro val

Glu Arg

60

Ser Gly
75

Trp Ser
Gly Gln

Glu Glu

Phe Tyr
140

Pagina 7

ser

125

Thr

Pro

val

ser

Thr

205

val

Ser

Lys

val

45

Phe

Thr

ser

Pro

Leu

125

Pro

Thr

ser

Glu

His

ser

190

Cys

Glu

Pro

Tyr

30

val

Ser

Gln

Thr

Lys

110

Gln

Gly

Lys

Glu

Pro

Thr

175

val

Asn

Arg

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

95

Ala

Ala

Ala

Gly

ser

val

160

Phe

val

val

Lys

Gln

Ala

Phe

Ser.

Met
80

val

Ala

Asn

val

W"?



Thr

145

Thr

Tyr

Cys

Thr

val

Thr

Leu

Gln

Glu
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala

Thr

Ser

val
195

Cys

219
PRT
Homo

9

Glu val Gln

1

ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

val

Ala

Leu

145

Gly

ser

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

val

Ala

Gly

Arg

Asp

35

Ile

Arg

Met

Leu

val

115

Ccys

Lys

Leu

Leu

Trp

Pro

Leu
180

"Thr

Ser

Lys

Ser

165

Thr

His

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Phe

Asn

Tyr

100

ser

Ser

Asp

Thr

Tyr
180

val

5

ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Arg

ser

Arg

Tyr

Ser
165

ser

Ala
150
Lys

Pro

Glu

Glu

cys

Arg

ser

Ile

70

Leu

Tyr

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

BHC
Asp

Gln

Glu

Gly

Ser

Ala

GIn

Arg

55

Ser

Arg

Trp

ser

Thr

135

Pro

val

ser

11 5001

Ser

ser

GIn

ser
200

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

ser

ser

Asn

Trp

Thr

Gly

Ser

25

Pro

ser

Asp

Glu

Lys

Glu

Pro

Thr

val
185

PCT
Pro

Asn
170

Lys

val

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Tyr
Gly
Ser
val
Phe

170

val

CL SEQUENCE

val Lys
155

Lys Tyr

Ser His

Ala

Ala

Arg

Glu Lys Thr

Leu val

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Tyr
60

ser Lys
75

Thr Ala

Trp Gly

Pro Ser

Thr Ala

140

Thr val
155

Pro Ala

Thr val

pagina 8

205

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gln

val

125

Ala

Ser

val

Pro

LISTING

Gly
Ala
Ser
190

val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser
190

val
Ser
175

Tyr

Ala

Gly

15

Ser

Trp

ser

Leu

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

G1In

175

Ser

Glu
160
Ser

ser

Pro

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

cys

Leu

Leu

cys

Ser

160

Ser

Asn



BHC 11 5001 PCT CL SEQUENCE LISTING

Phe Gly Thr GIn Thr Tyr Thr Cys Asn val Asp His Lys Pro Ser Asn
5 200 205

Thr Lys val Asp Lys Thr val Glu Arg Lys Cys
210 215
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D
)

COLOMBIA

The Undersigned Juan Pedro Vallejo Lopez, adult and living

in Madrid, Spain, in-my position of legal Representative of

the company Bayer HealthCare LLC domiciled at
36 Columbia Road, Morristown, NJ 07962, USA

which was initially incorporated in New Jersey, USA, grant
ample an  sufficient power of attorney to: JAIME
EDUARDO DELGADO VILLEGAS and/or CLEMENCIA
DELGADO VILLEGAS, attorneys, adults, residing in
Bogota (Colombia), so that on our behalf and representation,
carry out in'Colombia and in any other Countries alf types of
errands an especial procedures for the registration and
renewal of all kinds of Product and Service trademarks,
deposits of name and commercial logotype, industrial
models and drawings, invention patents, utility models,
Integrated circuits, name of domain, Copyrights, plant
varieties, agricultural, veterinary and sanitary registries,
capacity  certificates, renewal, modification, transfer,
assignment and expansions and to be responsible as general
attorneys, for the supervision of all matters related to
industrial and Intellectual property, being empowered to
present and withdraw objections, to present appeals, to request
testimonies, to receive documents, to pay legal fees, to
approve exploitations, to agree on transactions on
trademark agreements’ with third parties of legal entities, to
abandon action, to substitute and to carry out all the
necessary actions before any administrative authority of the
aforementioned purposes' in the event that such procedures
shall be transferred unto a judicial  field, the legal
representatives are authorized to act as plaintiff or defendant
before the competent authorities, having an ample power to
settle, to submit to arbitration, to waive, to present appeals and
all other necessary special faculties.

For that purpose, 1 kindly request to grant ample powers to
our attorneys, who shall be able to exercise the functions
independently or collectively.

The present power of attorney revoke
previous powers of attorney given b
territory of the Colombian Republic.

Sincerely,
is&nedli_n)

Notarial Certificate: v

The undersigned Notary Public certifies that the preceding
signature reading Juan Pedro Vallejo Lopez is authentic: that
signer is legal representative of

Bayer HealthCare LLC and that he is empowered to
grant this power, and that said Company exists and is duly
organized in accordance with the laws of New Jersey, USA
All the foregoing facts are known to the Notary due to his
having examined the respective documents to which he, the
Notary, attests.

Granted and signed, at Madrid, on January 18, 2012

and cancels any other
the Company in the

e

ID Card No.

Notary Public.

This Power of Attorney should be authenticated with the
filed Notarial certificate and legalized by Apostille or by
the Colombian Consulate.

Atentamente se dirige a usted Juan Pedro Vallejo Lopez

mayor de edad y residente en Madrid, Espaiia, para
manifestarle que en mi condicion de Representante legal de
la firma Bayer HealthCare LLC, domiciliado en
36 Columbia Road, Morristown, NJ 07962, USA
constituida inicialmente en Nueva Jersey, E.E.U.U., confiero
poder general, amplid y suficiente a los Dres. JAIME

EDUARDO DELGADO VILLEGAS, y/o CLEMENCIA -

DELGADO VILLEGAS, Abogados, mayores y vecinos de
Bogotd, D.C. (Colombia), para que en nuestro nombre y
representacion adelanten en Colombia y en otros paises toda
clase de diligencias y procedimientos especiales para el
Registro y Renovacién en su Despacho, de toda clase de
Marcas de Producto y Servicio, Depotsitos' de Nombre y
Ensefia Comercial, Disefios Industriales y Patentes de
Invencion, Patentes modelo de Utilidad, Esquemas de
Circuitos integrados, Nombres de dominio, Derechos de
Autor, Variedades vegetales, registros agricolas, veterinarios y
sanitarios,  certificados  de  capacidad, renovacion,
modificacién, traspaso y ampliacién de fos mismos y atiendan
como Apoderados generales todo asunto referente a la
Propiedad Industrial e intelectual, quedando facultados para
presentar y retirar Oposiciones, interponer recursos, solicitar
testimonios, recibir documentos, cancelar  costos legales,
probar explotaciones, aceptar transacciones;-llegar a acuerdos
marcarios con terceras personas o entidades juridicas, desistir,
sustituir y hacer cuanto fuere necesario ante cualquier
autoridad administrativa para los fines arriba indicados; y en
caso de que el procedimiento debiera pasar a conocimiento
judicial, quedan facultados para actuar como demandantes o
demandados ante los Jueces que sean competentes, con
poder amplio, pudiendo transar, someter a arbitros, desistir,
interponer recursos y con todas las demas facultades
especiales que fueren necesarias.

Con éste objeto, ruego le confieran personeria suficiente a
nuestros Apoderados quienes podran obrar en forma conjunta
o independiente e incluso sustituir el presente poder.
Atentamente, |

DNI expadiflo j

Certificacion Notarial;

El infrascrito Notario Publico certifica que la firma que
antecede y dice Juan Pedro Vallejo Lopez es auténtica: que el
firmante es representante legal de )

Bayer HealthCare LLC gque tiene facultad para
otorgar este poder y que dicha compaiiia existe 'y esta
debidamente organizada de conformidad con las Leyes de
Nueva Jersey, EEU.U..

Todos los hechos anteriores le constan por haber e\ammado
los documentos respectivos y de todo ello da fe.

Dado y firmado Madrid, el 18 de Enero de 2012.

Notario Publico.

Autenticarlo ante Notario con el lleno de la Certificacién
Notarial y refrendarlo por Apostitla o Consulado.
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(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
(Real Decreto 2433/1978, de 2 de octubre)
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El presente documento publico

Ha sido firmado por D. Salvador Miras
Gomez

Actuando en calidad de NOTARIO

Se halla sellado / timbrado con e/ de su Notaria
CERTIFICADO

En Madrid 6.El 12 . marzo . 2012

Por el Decano del Colegio Notarial de Madrid.
Con el numero r) 7 9 9 _%

/ 10. , Fifna

d
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Pon Fernando Pérez Aleald def Ol
. Firma delegada del Decang




= PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZACION DIARIA
v Comercio RELACION DE ANEXOS
T N

ENDENTIA

Industria
SUPERIRN

SN

Dependencia: R Recorrido:
Fecha: |3 / \Q/ Ol

AAAA MM DD

7070 v >

Tipo dé Radicacion: Entrada: =L Salida: o Traslado: © Convenio: 0
Radicador: [Planilla:

D - No. Radicacion Consecutivo Item ttem Unidad de Conservacion
1 '13 __2_33/‘43 - > q_ 1 Bolsa

2 2 Caja

3 3 Libro

4 ll 4 Sobre

5 l. 5 Tomo

6 1 6 Otro

7 ' Item Soporte Documental
8 w |eo

9 \. 8 Disquete

10 '\ ’ 9 DVD

kN ‘ 10 Folleto

12 '_ 11 Foto

13 | 12 Periddico

14 l 13 Plano

15 : 14 Publicacion Periédica
16 15 usse

17 16 Otro

Observaciones:

El <o Bnexe Cemptenc on Lotal e I Archivo.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

L_‘\_j\_ g LN

i Fecha: 201310-01 16 18 40 EDep 7%02& gERNﬁgIEOVIGELCIR
5N » Tra. 11 PATENTEIYI] ve 3
PATENTE DE [NVENC[ON L] MODELODE UT  \% 414 PRESENTACION  Folios: 114

D lndicacién' que se solicita una patente.
D _Datog de ldentlﬂcamon del sohcxtame o de la persona que presenta |
D ‘Descnpcmn de la mvenc;on

l:] Dibujos d(: ser estos pertinentes
]

Comprobiante de'pago-de {as tasas establecidas (D@ sér el caso formato de descuento)

‘Completa L Incompleta D

a solicitud

PATENTE DE lNVENCION PCT [] MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decisién 486/00, Clrculax Unica

{:] Indlcamon que se solicita una PCT o
9 o )
i Copla dua la solicitud en espafioi, tal.como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
relvmdscatorlo resumen)-
D " Dibujos de ser estos pertinentes:
}
D g Comprobante de pago de las tasas estab!emdas (de ser el caso formato de descuenta)
t .
N Complota E] ’ " - Incompleta D ) ]
| | |
i : . . .
DISENO INDUSTRIAL [Z} (Art. 119 Decision 485/00)
o :j lndioacu}n que se qunCIta Disefo mdustrlal
D ; i Datos de identificacién del sohc[tame o de la persona que presenta Ia solicitud
D ,{ Representauon graficay fotograﬂca del Disefio industrial 0 muestra del material que inoorpora el
: .Edlseno ; . ’
D :;Comproban te de pago de las tasas establecidas

Compfeta E] , Incompleta D

ESQUEM/—\ DE TRAZADO | D

(Art. 92 Decisién 486/00)

D "Indicaoirfjn que se.solicita un esquema de trarads
D : Datos dé identificacién del solicitante o de la'persona que presenta la solicitud
m Represéntacién grafica de un esquema de trazado
Lo 1
Comprobante de pago delas tasas establecidas

Completa D : ' Incompleta D , J
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