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ANTICUERPOS MONOCLONALES OPTIMIZADOS CONTRA EL INHIBIDOR

DE LA VIA DEL FACTOR TISULAR (TFPI)

Zhuozhi Wang, Junliang Pan, Joanna Grudzinska, Christian Votsmeier,
Jan Tebbe, Joerg Birkenfeld, Nina Wobst, Simone Briickner, Susanne Steinig,
Peter Scholz

Presentacion del listado de secuencias

El listado de secuencias asociado con la presente solicitud se presenta
en formato electronico a través de EFS-Web y se incorpora de dicha forma por
referencia en la especificacion en su totalidad.

Campo de las formas de realizacion

Se proporcionan anticuerpos monoclonales aislados y fragmentos de los
mismos que se unen al inhibidor de la via del factor tisular humano (TFPI).

Antecedentes

La coagulacién sanguinea es un proceso por el cual la sangre forma
coagulos estables para detener el sangrado. El proceso implica una serie de
proenzimas y procofactores (o “factores de coagulaciéon”) que estan circulando
en la sangre. Las proenzimas y procofactores interaccionan a través de varias
vias mediante las cuales se convierte, bien secuencial o simultdneamente, en
la forma activada. En ultima instancia, el proceso da como resuitado ia
activacion de protrombina en trombina mediante el Factor X activado (FXa) en

presencia del Factor Va, calcio idnico y plaquetas. A su vez, la trombina



activada induce la agregacion plaquetaria y convierte el fibrindgeno en fibrina,
que después se reticula mediante el Factor XIIl activado (FXllla) para formar un
coagulo.

El proceso que conduce a la activacion del Factor X se puede llevar a
cano mediante dos vias distintas: la via de activacion por contacto (antes
conocida como la via intrinseca) y la via del factor tisular (anteriormente
conocida como la via extrinseca). Antes se pensaba que la cascada de la
coagulacion consistia en dos vias de igual importancia unidas por una via
comun. Actualmente se sabe que la via principal para el inicio de I|a
coagulacion de la sangre es la via del factor tisular.

El Factor X se puede activar mediante el factor tisular (FT) en
combinacion con el Factor VIl activado (FVIla). El complejo del Factor Vila y su
cofactor esencial, FT, es un potente iniciador de la cascada de coagulacién.

La via del factor tisular de la coagulacién esta controlada negativamente
por el inhibidor de la via del factor tisular (“TFPI”). ElI TFPI es un inhibidor de
retroalimentacion, natural dependiente de FXa del complejo FVIla/TF. Es un
miembro de los inhibidores serina-proteasa multivalentes de tipo Kunitz.
Fisiolégicamente, el TFP! se une al Factor X activado (FXa) para formar un
complejo heterodimérico, que posteriormente interacciona con el complejo
FVIla/TF para inhibir su actividad, de modo que cierra la via de coagulacion del
factor tisular. En principio, .el blogueo de la actividad del TFPI puede

restablecer la actividad de FXa y FVHa/TF, de modo que se prolonga la



duracién de la accién de la via del factor tisular y se amplifica la generacion de
FXa, que es el defecto comuin en la hemofilia Ay B.

De hecho, algunas pruebas experimentales preliminares han indicado
que el bloqueo de la actividad de TFPI por los anticuerpos contra el TFPI
normaliza el tiempo de coagulacion prolongado o acorta el tiempo de sangrado.
Por ejemplo, Nordfang y col. mostraron que el tiempo de protrombina diluida
prolongado de hemofilia en plasma se normalice después de ftratar el plasma
con anticuerpos frente a TFPI (Thromb. Haemost., 1991, 66(4): 464-467). De
forma similar, Erhardtsen y col. mostraron que el tiempo de sangrado en un
modelo de conejo con hemofilia A se acorté significativamente con anticuerpos
anti-TFPI (Blood Coagulation and Fibrinolysis, 1995, 6. 388-394). Estos
estudios sugieren que la inhibicién del TFPl mediante anticuerpos anti-TFPI
puede ser Gtil para el tratamiento de la hemofilia A o B. En estos estudios solo
se usé el anticuerpo policlonal anti-TFP1.

Usando técnicas de hibridoma se prepararon e identificaron anticuerpos
monoclonales contra el TFP1 humano recombinante (thTFPI). Véase Yang y
col., Chin. Med. J., 1998, 111(8). 718-721. Se investigd el efecto del anticuerpo
monoclonal sobre el tiempo de protrombina (PT) diluido y el tiempo de
tromboplastina parcial activado (APTT). Los experimentos mostraron que el
anticuerpo monoclonal anti-TFPl acortd el tiempo de coagulacion de
tromboplastina diluida del plasma deficiente en Factor IX. Se ha sugerido que

la via del factor tisular desempefia un papel importante, no sélo en la



coagulacién fisiolégica sino también en la hemorragia por hemofilia (Yang y col.,
Hunan Yi Ke Da Xue Xue Bao, 1997, 22(4): 297-300).

En consecuencia, anticuerpos especificos para TFPI son necesarios
para tratar enfermedades hematologicas y cancer.

Generalmente, los anticuerpos terapéuticos para enfermedades
humanas se han generado usado ingenieria genética para crear anticuerpos
murinos, quiméricos, humanizados o completamente humanos. Se ha
mostrado que los anticuerpos monoclonales murinos tienen un uso limitado
como agentes terapéuticos por una semivida sérica corta, una incapacidad
para desencadenar funciones efectoras humanas y la produccion de
anticuerpos humanos anti-raton (Brekke y Sandlie, “Therapeutic Antibodies for
Human Diseases at the Dawn of the Twenty-first Century,” Nature 2, 53, 52-62,
Jan. 2003). Se ha mostrado que los anticuerpos quiméricos dan lugar a
respuestas de anticuerpos humanos anti-quiméricos.  Los anticuerpos
humanizados minimizan ademas el componente de raton de los anticuerpos.
No obstante, un anticuerpo completamente humano evita la inmunogenicidad
asociada con los elementos murinos completamente. Por tanto, existe la
necesidad de desarroliar anticuerpos completamente humanos para evitar la
inmunogenicidad asociada con otras formas de anticuerpos monoclonales
sometidos a ingenieria genética. En particular, el tratamiento profilactico
crénico tal como el que se requeriria pata el tratamiento de la hemofilia con un

anticuerpo monoclonal anti-TFPI tiene un riesgo elevado de desarrollar una



respuesta inmunitaria a la terapia si se usa un anticuerpo con un componente
murino o de origen murino debido a la frecuente dosificacién requerida y a la
larga duracion de la terapta. Por ejemplo, el tratamiento con anticuerpos de la
hemofilia A puede requerir dosificacidon semanalmente durante la vida de un
paciente. Esto seria un reto continuo para el sistema inmunitario. Por tanto,
existe la necesidad de un anticuerpo completamente humano para la terapia
con anticuerpos de la hemofilia y las deficiencias y defectos genéticos y
adquiridos en la coagulacion relacionados.

Los anticuerpos terapéuticos se han fabricado a través de tecnologia de
hibridoma descrita por Koehler y Milstein en "Continuous Cultures of Fused
Cells Secreting Antibody of Predefined Specificity,” Nature 256, 495-497 (1975).
Los anticuerpos completamente humanos también pueden elaborarse de forma
recombinante en procariotas y eucariotas. Para un anticuerpo terapéutico se
prefiere la produccién recombinante de un anticuerpo en una célula huésped en
lugar de la produccién de hibridoma. La produccion recombinante tiene las
ventajas de mayor consistencia del producto, probable mayor nivel de
produccién y una fabricacion controlada que minimiza o elimina la presencia de
proteinas derivadas de animales. Por estos motivos es deseable tener un
anticuerpo monoclonal anti-TFPI producido de forma recombinante.

Ademas, dado que el TFPI se une al Factor X activado (FXa} con una
elevada afinidad, un anticuerpo anti-TFPI eficaz deberia tener una afinidad

comparable. Por tanto, es deseable tener un anticuerpo anti-TFP! que tenga



afinidad de unién que pueda competir con la unién de TFPI/FXa.
Resumen

Se proporcionan anticuerpos monoclonales contra el inhibidor de la via
del factor tisular humano (TFPI). También se proporcionan las moléculas de
acido nucleico aisladas que codifican el mismo. También se proporcionan
composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos monoclonales
anti-TFP! y procedimientos de tratamiento de deficiencias o defectos en la
coagulacién genéticos y adquiridos tales como hemofilia A y B. También se
proporcionan procedimientos para acortar el tiempo de sangrado administrando
un anticuerpo monoclonal anti-TFPI a un paciente que lo necesite. También se
proporcionan procedimientos para producir un anticuerpo monocional que se
une al TFPI de acuerdo con la presente invencion.

En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales frente a TFPI
proporcionados se han optimizado, por ejemplo para tener una mayor afinidad
o una actividad funcional mayor.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa un grafico de barras que ilustra variantes 2A8
seleccionadas con sustituciones de un solo aminoacido que mostraron mas
potencia en el acortamiento del tiempo de coagulacién en el plasma humano de
hemofilia A usando un ensayo de dPT.

La Figura 2 representa un grafico de barras que representa el efecto de

determinados anticuerpos anti-TPFI mutados en un solo aminoacido sobre el



tiempo de coagulacion de sangre hemofilica humana inducida con anticuerpos
anti-factor VIIL.

La Figura 3 representa un grafico de barras que muestra que 4B7-D62R
tiene una potencia mucho mayor en el acortamiento del tiempo de coagulacion
en sangre de hemofilia A inducida con anticuerpo humano en comparacién con
el anticuerpo 4B7 parental y, en menor medida, en comparacién con
sustituciones de un solo aminoéacido en 2A8.

La Figura 4 representa dos graficos que muestra la supervivencia de
ratones con hemofilia A tratados con el anticuerpo parental 2A8 y una variante
de 2A8 que tiene multiples sustituciones de aminoacidos (A200) de un modo
dependiente de la dosis en comparacién con la IgG1 de ratén control (CTX
IgG1).

La Figura 5 representa un grafico que muestra que una variante de 2°8
potenciada la coagulacién en plasma de hemofilia humana C (deficiente en FXI)
de un modo dependiente de la dosis y los efectos fueron comparables con los
del FVlla recombinante.

Descripcion detallada

Definiciones

El término “inhibidor de la via del factor tisular” o “TFPI" como se usa en
la presente memoria descriptiva se refiere a cualquier variante, isoforma y
homodlogo de especie del TFPI humano que se expresa de forma natural en las

células. En una forma de realizacion preferida de la invencién, la unién de un
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anticuerpo de la invencion al TFPI reduce el tiempo de coagulacién sanguinea.
Como se usa en la presente memoria descriptiva, un “anticuerpo” se
refiere a un anticuerpo entero y a cualquier fragmento de union al antigeno (es
decir, “porcidon de unidén a antigeno”) o una cadena sencilla del mismo. El
término incluye una molécula de inmunoglobulina de longitud completa (p. €j.,
un anticterpo 1gG) que es natural o se forma mediante procedimientos
recombinantes de fragmento génico de inmunoglobulina normal o una porcién
inmunolégicamente activa de una molécula de inmunoglobulina, tal como un
fragmento de anticuerpo, que conserva la actividad de unién especifica. Con
independencia de la estructura, un fragmento de anticuerpo se une con el
mismo antigeno que es reconocido por el anticuerpo de longitud completa. Por
ejemplo, un fragmento de anticuerpo monoclonal anti-TFPI se une a un epitopo
del TFPI. La funcidén de unidén a antigeno de un anticuerpo se puede realizar
mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Ejemplos de
fragmentos de unidn abarcados dentro del término “porcidon de union a
antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab es un fragmento
monovaiente compuesto por los dominios V|, Vy, CL y CHjy; (i) un fragmento
F(ab’), es un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos
por un puente disulfuro en la regiéon bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste
en los dominios Vy y CHy; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios V,
y Vi de un Unico brazo de un anticuerpo; (v) un fragmento dAb (Ward y col.,

Nature 341 :544-5486, 1989) que un dominio Vy; (vi} una region determinante de

)



la complementariedad (CDR) aislada; (vii) minicuerpos, diacuerpos, triacuerpos,
tetracuerpos y cuerpos kappa (vease, por ejemplo, Ili y col., Protein Eng
1997;10:949-57); (viil) IgG de camélido; y (ix) IgNAR. Ademas, aunque los dos
dominios del fragmento Fv, V| y Vy, estan codificados por genes distintos,
pueden unirse, usando procedimientos recombinantes, mediante un ligador
sintético que permite que se formen en forma de una proteina de una cadena
en la que las regiones V| y V4 se aparean para formar moléculas monovalentes
(conocidas como Fv de cadena sencilla (scFv); véase, por ejemplo, Bird y col.
(1988) Science 242:423-426; y Huston y col. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:5879-5883). Estos anticuerpos de cadena sencilla también se pretende que
entren dentro del término "porcion de unidon a antigeno" de un anticuerpo.
Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen usando técnicas convencionales
conocidas para los expertos en la técnica y los fragmentos se analizan segun
su utilidad del mismo modo que si fueran anticuerpos intactos.

Ademas, se contempla que un fragmento de unidn a antigeno puede
estar englobado en un mimético de anticuerpo. La expresion “mimético de
anticuerpo” o “mimético”, como se usa en el presente documento, quiere decir
una proteina que exhibe una uniébn similar a un anticuerpo pero es un
anticuerpo alternativo méas pequefio o una proteina que no es un anticuerpo.
Dicho mimético de anticuerpo puede estar comprendido en un armazoén. El
término "armazon” se refiere a una plataforma polipeptidica para la ingenieria

de productos nuevos con funciones y caracteristicas disefiadas a medida.
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Como se usa en el presente documento, los términos “que inhibe la
unién” y “bloquea la unién” (p. €., en referencia a la inhibicién/blogueo de la
union del ligando de TFPI al TFPI) se usan de forma intercambiable y abarcan
la inhibicidn o blogueo total y parcial. También se pretende que inhibicién vy
blogueo incluyan cualquier disminucion mensurable en la afinidad de union del
TFPI a un sustrato fisiolégico cuando entra en contacto con un anticuerpo anti-
TFPI en comparacién con el TFPI que no esta en contacto con un anticuerpo
anti-TFPI, por ejemplo el bloqueo de la interaccion del TFPI con el factor Xa o
el blogueo de la interaccién de un complejo TFPI-factor Xa con un factor tisular
humano, el factor Vlla o el complejo factor tisular/factor Vlla en al menos
aproximadamente 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o 100%.

Los terminos “anticuerpo monoclonal” o “composicién de anticuerpo
monoclonal” como se usa en la presente memoria se refieren a una
preparacion de moleculas de anticuerpo de composicion molecular sencilla.
Una composiciéon de anticuerpo monocional muestra una especificidad y
afinidad de unién sencilla por un epitopo concreto. De acuerdo con esto, la
expresion “anticuerpo monoclonal humano” se refiere a anticuerpos que
muestran una especificidad de union Unica que tienen regiones variables y
constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina germinal humana.
Los anticuerpos humanos de la invenciéon pueden incluir residuos de

aminoacidos no codificados por las secuencias de inmunoglobulina germinal

S
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humana (p. ej., mutaciones introducidas mediante mutagénesis aleatoria o
especificas e sitio in vitro o mediante mutacién somatica in vivo).

Con un “anticuerpo aislado”, como se usa en la presente memoria, se
pretende hacer referencia a un anticuerpo que es sustancialmenie libre de
otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (p. €j., un
anticuerpo aislado que se une al TFP! esta sustancialmente libre de
anticuerpos que se unen a antigenos distintos al TFPI). Un anticuerpo aislado
que se une a un epitopo, isoforma o variante de TFPl humano puede, no
Obstante, tener reactividad cruzada con ofros antigenos relacionados, por
ejemplo de otras especies (p. ej., homodlogos de especies del TFPI). Ademas,
un anticuerpo asilado puede estar sustancialmente libre de otro material celular
y/o sustancias quimicas.

Como se usa en la presente memoria, “union especifica” se refiere a la
union del anticuerpo 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 superior, por ejemplo al
menos dos veces mayor, que su afinidad de unién a un antigeno irrelevante (p.
ej., BSA, caseina) distinto del antigeno predeterminado o un antigeno
estrechamente relacionado. Las expresiones “un anticuerpo que reconoce un
antigeno” y “un anticuerpo especifico de un antigeno” se usan de forma
intercambiable en la presente memoria con la expresion “un anticuerpo que se

une especificamente a un antigeno."
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Como se usa en la presente memoria, el término “afinidad alta” para un
anticuerpo lgG se refiere a una afinidad de unibn de al menos
aproximadamente 10" M, en aigunas formas de realizacion de al menos
aproximadamente 10% M, en algunas formas de realizacion de al menos
aproximadamente 10°M™, 10"M*, 10" M 0 mayor, por ejemplo de hasta 10"
M o mayor. No obstante, unién de “afinidad elevada” puede variar para otros
isotipos del anticuerpo. Por ejlemplo, unién de “alta afinidad” por un isotipo de
IgM se refiere a una afinidad de unién de al menos aproximadamente 1,0 x
10’M™". Como se usa en el presente documento, “isotipo” se refiere a la clase
de anticuerpo (p. ej., IgM o 1gG1) codificado en los genes de la regién
constante de la cadena pesada.

“Region determinante de la complementariedad” o "CDR” se refiere a
una de tres regiones hipervariables dentro de la regién variable de la cadena
pesada o la regién variable de la cadena ligera de una molécula de anticuerpo
que forman la superficie de unidn a antigeno en el extremo N que es
complementaria a la estructura tridimensional del antigeno unido. Desde el
extremo N de una cadena pesada o ligera, estas regiones determinantes de la
complementariedad estan indicadas como "CDR1," "CDR2," y "CDRS3"
respectivamente. Las CDR estan implicadas en la unién antigeno-anticuerpo y
la CDR3 comprende una regién Unica especifica para la unién antigeno-
anticuerpo. Por tanto, un sitio de unién a antigeno puede incluir seis CDR, que

comprenden las regiones CDR de cada una de las regiones V de las cadenas

W
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pesada y ligera.

Como se usa en la presente memoria, “sustituciones conservadoras” se
refiere a modificaciones de un polipéptido que implican la sustitucién de uno o
mas aminoacidos para aminoacidos que tienen propiedades bioguimicas
similares que no tienen como resultado la pérdida de una funcion biolégica o
bioguimica del polipéptido. Una “sustitucion conservadora de aminoacido” es
una en la que el residuo de aminoacido esta sustituido por otro residuo de
aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido
familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares.
Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (p. €j., lisina,
arginina, histidina), cadenas laterales acidas (p. e|., acido aspartico, acido
glutamico), cadenas laterales polares sin carga (p. €j., glicina, asparagina,
glutamina, serina, trecnina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (p.
gj., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina,
triptéfano), cadenas laterales beta—ramificadas (p. ej., trombina, valina,
isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. e€j., tirosina, fenilalanina,
triptéfano, histidina). Se cree due los anticuerpos de la presente invencién
pueden tener suslituciones de aminoacidos conservadoras y seguir
conservando su actividad.

Para 4cidos nucleicos y polipéptidos, la expresion “homologia sustancial”
indica que dos acidos nucleicos o dos polipéptidos, o sus secuencias

designadas, cuando se alinean y comparan éptimamente, son idénticas, con
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las adecuadas inserciones o deleciones de nucleétidos o de aminoacidos, en al
menos aproximadamente el 80% de los nucledtidos o aminoacidos,
normalmente al menos aproximadamente del 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%, o 99,5% de los nucledtidos o aminoacidos. Como alternativa, existe
una homologia sustancial para los acidos nucleicos cuando los segmentos
hibridan en condiciones de hibridacién selectiva con la hebra complementaria.
La invencion incluye secuencias de &cidos nucleicos y secuencias de
polipéptidos que tienen homologia sustancial con las secuencias de acidos
nucleicos y secuencias de polipéptidos especificas citadas en la presente
memoria.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias es una funcion del
numero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de
homologia= n® de posiciones identicas/n® total de posiciones por 100), teniendo
en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que se han de
introducir para la alineacién éptima de las dos secuencias. La comparaciéon de
las secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre dos
secuencias se puede conseguir usando un algoritmo matematico, tal como, sin

limitaciones, el moédulo AlignX™ de Vector NTI™ (Invitrogen Corp., Carlsbad,

CA). Para el AlignX™, los parametros por defecto de la alineacion maltiple son:

penalizacién por abertura de huecos: 10; penalizacion por extensién huecos:
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0,05; intervalo de penalizacion por separacién de huecos: 8; % de identidad
para retraso de la alineacién: 40. (otros detalles se pueden encontrar en
http://www.invitrogen.cot/site/us/en/home/LINNEA-Online-
Guides/LINNEACommunities/ Vector-NTI-Community/ Sequence -analysis-and-
data-management-  softwarefor- PC  s/AtignX-Module-for- Vector-NT!-
Advance.reg.us .html).

Otro procedimiento para determinar la mejor coincidencia global entre
una secuencia problema (una secuencia de la presente invencién) y una
secuencias sujeto, también denominado alineacién de la secuencia global, se
puede determinar usando el programa CLUSTALW (Thompson et al., Nucleic
Acids Research, 1994, 2(22): 4673-4680), que se basa en el algoritmo de
Higgins et al., (Computer Applications in the Biosciences (CABIOS), 1992, 8(2):
189-191). En una alineacién de secuencias, las secuencias problema y sujeto
son ambas secuencias de ADN. El resultado de dicha alineacién de secuencia
global esta en porcentaje de identidad. Los parametros preferidos usados en
una alineacion CLUSTALW de secuencias de ADN para calcular el porcentaje
de identidad a través de alineaciones pareadas son: Matriz = IUB, k-tuple = 1,
Numero de diagonales superiores = 5, Penalizacién por hueco = 3,
Penalizacién por abertura de hueco = 10, Penalizacion por extension de hueco
= 0,1. Para alineaciones multiples se prefieren los siguientes parametros
CLUSTALW: Penalizacion por abertura de hueco= 10, parametro por extension

de hueco = 0,05; Intervalo de por Penalizacién por separacion de hueco = 8;

&
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%ldentidad para retraso de alineacién= 40.

Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células enteras, en un
lisado celular, o en forma parcialmente purificada o sustancialmente pura. Un
acido nucleico se “aisla” o se “convierte en sustancialmente puro” cuando se
purifica de otros componentes celulares con los que normalmente esta
asociado en el entorno natural. Para aislar un acido nucleico se puede usar
técnicas estandar tales como las siguientes: tratamiento alcalino/SDSA, bandas
con CsCl, cromatografia en columna, electroforesis en gel de agarosa y otras
bien conocidas en la técnica.

Anticuerpos monoclonales optimizados por altas afinidades y actividad
funcional

En un estudio prévio se identificaron varios anticuerpos anti-TFP| y se
han descrito en la solicitud de PCT N°® PCT/US2009/052702 presentada el 4 de
agosto de 2009, incorporada en el presente documento por referencia para
todos los efectos. Estos anticuerpos anti-TFPlI se pueden optimizar
adicionalmente mediante, por ejemplo, mejora de su afinidad y bloqueando la
actividad al TFPI. Dicha optimizacion se puede realizar, por ejemplo, usando
mutagénesis de saturacion de sitio de las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) o residuos cercanos a las CDR, es decir
aproximadamente 3 o 4 residuos adyacentes a las CDR, de los anticuerpos.

También se proporcionan anticuerpos monoclonales que tienen mayor

afinidad por el TFPI o afinidad alta. En algunas realizaciones, los anticuerpos
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anti-TFPI tienen una afinidad de unién de al menos 10’ M', en algunas
realizaciones de al menos aproximadamente 10° M™, en algunas realizaciones
de al menos aproximadamente 10°M™, 10" M, 10" M o mayor, por ejemplo
de hasta 10" M o mayor.

La mutagénesis de saturacidén de sitio en y adyacente a las CDR de dos
anticuerpos parentales anti-TFP1, designados en el presente documento 2A8 y
4B7, se usd para optimizar los anticuerpos por afinidad y actividad funcional.
También se contempla que la misma optimizacién se puede realizar en
cualquiera de los anticuerpos descritos en el documento PCT/US2009/052702
anterior,

En algunas realizaciones, la mutagénesis de saturacion de sitio de las
CDR se puede realizar en los anticuerpos anti-TFPIl. Para 2A8, las CDR de la
cadena pesada mostradas en la SEC ID N° 1 corresponden a los residuos
FTFRSYGMS (residuos 27 a 35), SIRGSSSSTYYADSVKG (residuos 50 a 66) y
KYRYWFDY (residuos 99 a 106). Para la cadena ligera de 2A8 mostrada en fa
SEC ID N° 2, las CDR corresponden a los residuos SGDNLRNYYAH (residuos
23 a 33), YYDNNRPS (residuos 48 a 55) y QSWDDGVPYV (residuos 88 a 96).
Para 4B7, las CDR de la cadena pesada mostradas en la SEC ID N° 3
corresponden a los residuos DSVSSNSAAWS (residuos 27 a 37),
I'YKRSKWYNDYAVSVKS (residuos 52 a 70) y WHSDKHWGFDY (residuos
102 a 112). Para la cadena ligera de 4B7 mostrada en la SEC ID N° 4, las

CDR corresponden a los residuos RSSQSLVFSDGNTYLN (residuos 24 a 39),

0
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KGSNRAS (residuos 55 a 61) y QQYDSYPL (residuos 94 a 102) de la SEC ID
N° 4. Se puede realizar una modificacion en cualquiera de las seis CDR
individualmente o se pueden realizar combinaciones de modificaciones.
Ademas, se pueden realizar dos o0 mas modificaciones en una lnica CDR. En
otras realizaciones también se pueden introducir modificaciones en las
proximidades de las CDR, por ejemplo de aproximadamente 3 o 4 residuos en
cualquier lado de cada CDR.

Brevemente, se introdujeron una y/o mdltiples modificaciones de
aminoacidos y se analizaron para optimizar, por ejemplo mejorar la afinidad, los
anticuerpos parentales 2A8 y 4B7. En primer lugar, se introdujeron
modificaciones de un aminocacido en las seis CDR o adyacentes a las CDR de
cada anticuerpo, seguido por el andlisis de las propiedades de unién al TFP!.
Las modificaciones que aumentan la sefial de union a TFPI se seleccionaron
para la combinacién con una o mas modificaciones y se analizaron para el
posterior incremento de la sefal de union. Tras cada andlisis se usaron las
variantes de anticuerpo seleccionadas para medir su afinidad por TFPI y la
actividad en el bloqueo de la actividad del TFPI y acortamiento del tiempo de
coagulacion. Por tanto, en algunas realizaciones se proporciona un anticuerpo
moncclonal aislado que se une al inhibidor de la via del factor tisular humano
que tiene un incremento de la afinidad por TFP! en comparacién con los
anticuerpos parentales no modificados. Ademas, en algunas realizaciones se

proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une al inhibidor de la via

(A
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del factor tisular humano que tiene un incremento de la actividad de bloqueo
por TFPl en comparacion con los anticuerpos parentales no modificados. En
algunas realizaciones se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se
une al inhibidor de la via del factor tisular humano que tiene un acortamiento
del tiempo de coagulacién en comparacion con los anticuerpos parentales no
modificados.

En algunas realizaciones se introdujeron modificaciones de aminoacido
adicionales para reducir la divergencia con respecto a la secuencia de la linea
germinal. En otras realizaciones, se introdujeron modificaciones de aminoacido
para facilitar la producciéon de anticuerpos para los procesos de produccién a
gran escala.

El anticuerpo puede ser especifico de especie ¢ puede reaccionar de
forma cruzada con multiples especies. En algunas realizaciones, el anticuerpo
puede reaccionar de forma especifica o reaccionar de forma cruzada con el
TFPI de ser humano, raton, rata, conejo, cobaya, mono, cerdo, perro, gato u
otra especie de mamifero.

El anticuerpo puede ser de cualquiera de varias clases de anticuerpos,
tales como, sin limitacicnes, un anticuerpo 1gG1, 1g02, 1gG3, 1gG4, IgM, IgA1,
IgA2, una IgA secretora e IgD, e IgE.

En otra forma de realizacién se proporciona un anticuerpo monoclonal
completamente humano aislado frente al inhibidor de la via del factor tisular

humano.
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En otra forma de realizacién se proporciona un anticuerpo monoclonai
completamente humano aislado frente al dominio 2 de Kunitz del inhibidor de la
via del factor tisular humano.

Variantes 2A8

De acuerdo con esto, en algunas realizaciones se proporciona un
anticuerpo monoclonal aislado que se une al inhibidor de la via del factor tisular
humano, en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada que
comprende una secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N° 1, en el
que dicha secuencia de aminoacidos comprende una o mas modificaciones de
aminoacido. En algunas realizaciones, la modificacion de la cadena pesada de
2A8 es una sustitucion, una insercién o una delecion.

En algunas realizaciones, las sustituciones se localizan en las CDR de la
cadena pesada de 2A8. En otras realizaciones, las sustituciones se localizan
fuera de las CDR de la cadena pesada de 2A8.

En algunas realizaciones, la sustitucion de la cadena pesada de 2A8
esta en una posicion seleccionada de S31, G33, S35, 161, S54, 555, K99 y
F104. En algunas realizaciones, fa sustituciéon de la cadena pesada de 2A8
también puede incluir una posicidn seleccionada de Q1, R30, M34, S50, R52 y
556. Por ejemplo, la sustitucion se puede seleccionar de Q1E, R30S, S31P,
S31V, G33A, G33K, G33P, M341, M34K, S35, 835D, S50A, 151D, I151E, R52S,
S54F, S54D, S55A, S55G, S55R, S56G, KOS9V, KO9L y F104Y. Ademas, en

algunas realizaciones, el anticuerpo puede comprender dos © mas

(%



21

sustituciones seleccionadas de Q1E, R30S, S31P, S31V, G.33A, G33K, G33P,
M341, M34K, S35L, S35D, S50A, 151D, I51E, R52S, S54F, §54D, S55A, S55G,
S55R, S56G, K99V, K99L y F104Y.

En algunas realizaciones, la cadena pesada de 2A8 tiene las
sustituciones  siguientes con respecto a Ja SEC D N° f1:
S31V+i51D+S54F+K99V; G33P+S35D+S54F+K99L; S35D+151D+S55R+K99V;,
S35L+S54F+K99V; S31V+G33P+S35D; S35D+151D+K98L,;

S31V+151D+S55R+K99L,; S31V+S35D+I51D+K99V;, G33P+I51D+554F,

I51D+S54F+K99L,; S35D+K99L, S31V+G33P+151D+S54F +K99V;
S35D+I51E+S55R+K99L,; S31V+K99V, S31V+I51E+S55R+K99V,
S35D+S55R+K90L, S31V+S54F+K99L, S31V+I51D+S55R+K39V;,
S31V+S835D+555R; S31V+835D; S31V+I51D+S855R;

S35D+Sb4F+S55R+K99L; S31V+S35D+S54F S31V+S35L+151D+S54F +KagV,
y S31V+S35L+I151E+S54F+K99V.

En algunas realizaciones, la cadeﬁa pesada de 2A8 tiene las
sustituciones  siguientes con respecto a la SEC ID N° 1;
G33A+S35D+S55R+K99L;  G33P+I51D+S54F; G33P+S35D+S54F+K99L,;
151D+S54F+K99L;  M341+S35D+S55R+K99L;  M34K+S35D+S55R+K99L;
Q1E+R305+S35D+S55G+S56G+K99L; Q1E+R30S+S35D+S55R+S56G+KI9L;
Q1E+S31V+S50A+151D+S55R+S56G+K99V; Q1E+S35D+S55R+K99L;
R30S+3531V+I51D+S55R+K99V; R305+S35D+S55R+K99L;

S31V+G33A+151D+S55R+KO9V; S31V+G33P+151D0+S54F+K99V,

™
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S31V+G33P+S35D; S31V+I51D+R528+S55R+K99V; S31V+I51D+S54F+K99V;
S31V+I51D+855R;  S31V+I51D+S55R+K99L;  S31V+I51D+S55R+K99V,
S31V+151D+S55R+S56G+K99V;  S31V+IS1E+S55R+KQ9V,  S31V+KIgV;
S31V+835D; S31V+S35D+I51D+K99V; S31V+S35D+S54F; S31V+S35D+
S55R; S31V+535L+151D+354F+K99V; S31V+S35L+I51E+S54F+K99V, S31V+
S50A+151D+S55R+K99V; S31V+S54F+K99L; S35D+151D+K99L; S35D+I151D+
S55R+KO9V; S35D+IS1E+S55R+K99L; S35D+K99L; S35D+R52S+K99L;
S35D+R52S+S55R+K99L;  S35D+S50A+K99L; S35D+S50A+S55R+K99L;
S35D+S54F+855R+K99L; S35D+S55G+K99L; S35D+S55R+K99L; S35D+
S55R+856G+K99L; S35D+S56G+KI9L; y S35L+S54F+KS9V.

En algunas realizaciones, la cadena pesada de 2A8 tiene una o mas
deleciones. En algunas realizaciones, las deleciones se localizan en las CDR
de la cadena pesada de 2A8. En otras realizaciones, las deleciones se
localizan fuera de las CDR de la cadena pesada de 2A8. En ofras
realizaciones, por ejemplo, la delecidn estd en una posicion seleccionada 151,
S56 y S57.

Ademas, se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une al
inhibidor de la via del factor tisular humano, en el que el anticuerpo comprende
una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEC ID N° 2, en el que dicha secuencia de aminoacidos comprende una o
mas modificaciones de aminoacido. En algunas realizaciones, la modificacion

es una sustitucién, una insercién o una delecion.
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En algunas realizaciones, las sustituciones se localizan en las CDR de la
cadena ligera de 2A8. En otras realizaciones, las sustituciones se localizan
fuera de las CDR de la cadena ligera de 2A8.

En algunas realizaciones, la sustitucién de la cadena ligera de 2A8 esta
en una posicion seleccionada de A32, Y48, N51, N52, P54, D91, D92 y V36.
En algunas realizaciones, la sustitucion de la cadena ligera de 2A8 también
puede incluir una posicidén seleccionada de D1, 12, A13, S21, N26, R28, N29,
H33, Y49, G56, E80, S89, G893, V94 y P95. Por ejemplo, la sustitucién se
puede seleccionar de D1S, 12Y, A13S, S21T, N26A, R28P, N29K, A32N, H33Y,
Y48F, Y49R, N51S, N51V, N52G, P54L, G56D, EBOM, S89A, D91L, DI1R,
DO1W, D91K, D92S, D92T, G935, V4T, PO5V, P95A, VI6G, VIEM y VIEW.
Ademas, en algunas realizaciones, el anticuerpo puede comprender dos o mas
sustituciones seleccionadas de D1S, 12Y, A13S, S21T, N26A, R28P, N29K,
A32N, H33Y, Y48F, Y49R, N51S, N51V, N52G, P54L, G56D, ES8OM, S89A,
D91L, D91R, D91W, D91K, D92S, D92T, G93S, V94T, P95V, P95SA, VI6G,
VI6M y VOEW.

En algunas realizaciones, la cadena ligera de 2A8 tiene las sustituciones
siguientes con respecto a la SEC ID N° 2: Y48F+N51V; Y48F+N52G;
Y48F+DS1K; Y48F+DI1L+VO6W, Y48F+DO1W; Y48F+N52G+D91L+VO6W,
Y48F+N51V+VI6W, DO1L+VIBW, Y48F+N51V+D91W;
Y48F+N51V+DI1L+VI6W, N51V+D9I1W; Y48F+N51V+G56D+VI6WY,

Y48F+NS1V+DO1L; y NS1V+DI1K.
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En algunas realizaciones, la cadena ligera de 2A8 tiene las sustituciones
siguientes con respecto a la SEC 1D N° 2: A13S+Y48F+N5S1V+DI91W,
D1S+I2Y+A135+S21T+R28P+N29K+Y48F+E80M+D91L+DO2S+VO4T+VI6W,
D1S+I2Y+A135+S21T+R28P+N29K+Y48F+N51S+E80M+D91L+D925+V94T+
VOBW, D1S+I2Y+A135+S21T+R28P+N29K+Y48F+N51V+ESOM+D91W;
D1S+12Y+A138+S21T+R28P+N29K+Y48F +N51V+E80M+S89A+D91W+D92S
+GO35+VO4T, D1S+I2Y+A138+S21T+R28P+N29K+Y48F+Y49R+N51S+
ESOM+D91L+D92S+VI4T+VEEW,; D1S+I2Y+A138+S21T+R28P+Y48F+N51V+
E8OM+DI1WV, D1S+12Y+A138+S21T+R28P+Y48F+N51V+E80M+S89A+
DY1W+D92S+GO35+VO4T; D1S+Y48F+N51V+DS1W, DO1L+VoBW,
H33Y+Y48F+N51V+D91W,;  12Y+Y48F+N51V+D91W; N2B6A+Y48F+N51V+
DO1W; N29K+Y48F+N51V+D91W; N51V+D91K; N51V+D91W; R28P+
Y48F+N51V+D91W,; S21T+Y48F+N51V+D91W, Y48F+D91K; Y48F+D91L+
D92S+VO6W,; Y48F+D91L+G93S+VI6W,; Y4B8F+D91L+PI5V+VIEW, Y48F+
DI1L+VO4T+VIBW,; Y48F+DI1L+VI6W,; Y48F+D91W; Y48F+N51S+D91L+
VI6W; Y48F+N51V, Y48F+N51V+D91L; Y48F+N&1V+D91L+VOBW;
Y48F+N51V+DI1W, Y48F+N51V+DI1W+DI2S; Y48F+N51V+DO1W+GO3S;
Y48F+N51V+DI1W+PO5V; Y48F+N51V+DI1W+VI4T, Y4B8F+N51V+ESOM+
DI91W; Y48F+N51V+G56D+VI6W; Y48F+N51V+S89A+DO1W,
Y48F+N51V+S89A+DI1W+D92S+GI3S+VI4T+PY5A;  Y48F+N51V+VIEW,
Y48F+N52G; Y48F +N52G+D91L+VI6W, v Y48F+S89A+DI1L+VIEW.

También se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une al
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inhibidor de la via del factor tisular humano, en el que el anticuerpo comprende:

a) una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos

mostrada en la SEC ID N° 1, en el que dicha secuencia de aminoéacidos de Ia

cadena pesada comprende una 0 mas modificaciones de aminoacido; y b) una
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la
SEC ID N° 2, el que dicha secuencia de aminoacidos de la cadena ligera
comprende una o mas modificaciones de aminoacido. Ejemplos de
modificaciones que se pueden realizar se proporcionan anteriormente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado que se une
al inhibidor de la via del factor tisular humano comprende una cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEC 1D N° 5,
6,7,8 9 10y 11.

En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado que se une
al inhibidor de la via de! factor tisular humano comprende una cadena ligera
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de ta SEC ID N°
12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.

En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado que se une
al inhibidor de ia via del factor tisular humano comprende: a) una cadena
pesada que comprende u.na secuencia de aminoacidos seleccionada de las
SEC ID N° 5, 6,7, 8,9, 10 y 11; y b) una cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoéacidos seleccionada de la SEC ID N° 12, 13, 14, 15, 16, 17

y 18. En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado que se une al
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inhibidor de la via del factor tisular humano comprende: a) una cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 5; y
b) una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEC ID N° 12. En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal
aislado que se une al inhibidor de la via del factor tisular humano comprende: a)
una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEC ID N° 6; y b) una cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 13. En algunas realizaciones, el
anticuerpo monoclonal aislado que se une al inhibidor de la via del factor tisular
humano comprende: a) una cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 7; y b) una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 14. En
algunas realizaciones, el anticuerpe monoclonal aislado que se une al inhibidor
de la via del factor tisular humano comprende: a) una cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 8; y b)
una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEC ID N° 15. En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aiélado
que se une al inhibidor de la via del factor tisular humano comprende: a) una
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la
SEC ID N° 9; y b) una cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 16. En algunas realizaciones, el

anticuerpo monoclonal aislado que se une al inhibidor de la via del factor tisular
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humano comprende: a) una cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N°® 10; y b) una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 17. En
algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado que se une al inhibidor
de ia via del factor tisular humano comprende: a) una cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC [D N° 11; y b)
una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEC ID N° 18.

Variantes 4B7

También se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une al
inhibidor de la via del factor tisular humano, en el que el anticuerpo comprende
una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 3, que comprende
una o mas modificaciones de aminoacido. En algunas realizaciones, la
modificacion de la cadena pesada de 4B7 es una sustitucion, una insercién o
una delecion.

En algunas realizaciones, las sustituciones se localizan en las CDR de la
cadena pesada de 4B7. En otras realizaciones, las sustituciones se localizan
fuera de las CDR de la cadena pesada de 4B7.

En algunas realizaciones, la sustitucién de la cadena pesada de 4B7
estd en una posicidén seleccionada de S30, N32, S57, K58, N61, D62, H103,
H107, G109 y Y112, En algunas realizaciones, la sustitucién de la cadena

pesada de 4B7 también puede incluir una posicion seleccionada de Q1, S37,
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G44, 153 y K55. Por ejemplo, la sustitucién se puede seleccionar de Q1E,
S30R, N32D, N32&, S33G, S37N, G44S, 153T, K55Y, S57K, S57R, K58M,
N61G, N61T, D62I, D62R, D62Q, D62L, D62S, D62V, D62N, D62K, H103D,
H103G, H107M, G109A y Y112D. Ademas, en algunas realizaciones el
anticuerpo puede comprender dos o mas sustituciones seleccionadas de Q1E,
S30R, N32D, N32E, S33G, S37N, G445, 53T, K55Y, S57K, S57R, kSBM,
N61G, N61T, D62l, D62R, D62Q, D62L, D62S, D62V, D62N, D62K, H103D,
H103G, H107M, G109A y Y112D.

En algunas realizaciones, la cadena pesada de 4B7 tiene las
sustituciones siguientes con respecto a la SEC ID N° 3;

N32D+D62Q+H107M+Y112D;  N32D+D62R+H103D+H107M+Y112D;
N32D+D62R+H107M+Y112D; N32D+D62R+Y112D; D62Q+Y112D;
D62R+Y112D,; D62R+H107M+Y112D; N32D+D62Q+Y112D;
N32D+D62R+H107M; N32D+D62S+H107M+Y112D; D62Q+H107M+Y112D;
N32D+D62R+H103D; D62S+H107M+Y112D; S30R+S57K; N61G+D62V; y
K58M+D62N. En algunas realizaciones, la cadena pesada de 4B7 tiene las
sustituciones siguienteé con respecto a la SEC ID N° 3: D62Q+H107M+Y112D;
D62Q+Y112D; D62R+H107M+Y112D; D62R+Y112D; D62S+H107M+Y112D;
N32D+D62K+Y112D; N32D+D62Q+H107M+Y112D; N32D+D62Q+Y112D;
N32D+D62R+H103D; N32D+D62R+H103D+H107M+Y112D;
N32D+D62R+H107M; N32D+D62R+H107M+Y112D; N32D+D62R+Y112D;

N32D+D62S+H107M+Y 112D, N32D+G44S5+D62R+Y1120,
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N32D+153T+D62Q+Y112D; N32D+I53T+D62R+Y112D; N32D+K55Y+D62Q+
Y112D; N32D+K55Y+D62R+Y 112D; N32D+S37N+D62R+Y112D; Q1E+N32D+
D62R+Y112D; Q1E+N32D+G44S+K55Y+D62R+Y112D; N32D+G44S+K55Y+
D62R+Y112D; S30R+S57K; N61G+D62V; y K58M+D62N.

Adicionalmente se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se
une al inhibidor de la via del factor tisular humano, en el que el anticuerpo
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 4, que
comprende una o0 mas modificaciones de aminoécido. En algunas
realizaciones, la modificacién de la cadena ligera de 4B7 se selecciona de una
sustituctén, una insercion o una delecion.

En algunas realizaciones, ias sustituciones se localizan en las CDR de la
cadena ligera de 4B7. En ofras realizaciones, las sustituciones se localizan
fuera de las CDR de la cadena ligera de 4B7.

En algunas realizaciones, la sustitucidon de la cadena ligera de 4B7 esta
en una posicion seleccionada de F31, S32, D33, N35, Y37, Y54, G56, S57, S61
y D87. En algunas realizaciones, la sustitucion de la cadena ligera de 4B7
también puede incluir una posicidén seleccionada de M4, V30, T36, N39, L42,
K44, Q50, L51, K55, ABO y S98. Por ejemplo, la sustitucion se puede
seleccionar de M4l, M4L, V30L, F31l, F31M, F31Y, F31H, S32L, S32R, $32Y,
D33F, D33R, N35lI, N35L, N35T, N35V, T36N, Y37F, N39D, L42Q, K44R,
Q50R, L51R, Y54F, K55L, G56D, G56A, G56V, S57Y, A60D, S61C, DI7M,

D97T y S98H. Adicionalmente, en algunas realizaciones el anticuerpo puede
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comprender dos o mas sustituciones seleccionados de M4l, M4L, V30L, F31i,
F31M, F31Y, F31H, S32L, S32R, S32Y, D33F, D33R, N35I, N35L, N35T, N35V,
T36N, Y37F, N39D, L42Q, K44R, Q50R, L51R, Y54F, K55L, G56D, G56A,
G56V, S57Y, ABOD, S61C, D97M, D97T y S98H.

En algunas realizaciones, la cadena ligera de 4B7 tiene las sustituciones
siguientes con respecto a la SEC ID N° 4: S32R+N35T; S32R+N35T+D97T;
S32R+D33F+N351; S32R+D33F+N351+D97T; S32R+D33F+N35T; S32R+D33F;
S32R+D33R+N35; S32R+D33R+N35I1+D97T; S32R+D33R;
S32R+D33R+N35T; N35T+D97T; D33F+N35l; D33F+N351+D97T;
D33F+N35T+Y37F; D33R+N35I; D33R+N351+D97T; D33R+N35T;
F311+S32R+N351+D97T, F311+S32R+D33F+N351+D97T,;
F311+S32R+D33F+N35T,; F311+S32R+D33R+N351+D97T, F31I+N35l;

F311+D33F+N35l; F311+D33F+N35I+D97T; F311+D33R+N35l; F311+D33R;

F31M+832L+D33R+N351+D97T, F31M+S32R+D33F+N35I;
F31M+S32R+D33F+N35!+D97T; F31M+S32R+D33F+D97T;
F31M+S32R+D33R+N35lI; F31M+S32R+D33R+N35I+D97T;
F31M+S32R+D33R; F31M+S32R+D33R+N35T; F31M;rD33F+N35I;

F31M+D33F; F31M+D33F+N35T; F31M+D33R+N35I; F31M+D33R;
S32R+N351; F31M+D33F+N35T+Y37F; N35V+G56D; N35L+G56A; vy
D33F+Y54F.

En algunas realizaciones, la cadena ligera de 4B7 tiene las sustituciones

siguientes con respecto a la SEC ID N° 4: D33F+N35I; D33F+N35I+D97T:;

75
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D33F+N35T+Y37F, D33R+N35|; D33R+N35I+D97T; D33R+N35T;
F31H+S32R+D33F+N351+D97T; F311+D33F+N35l; F311+D33F+N35I1+D97T;
F311+D33F+N35I+K44R; F311+D33F+N35[+L42Q; F311+D33F+N351+S98H;
F311+D33F+N351+T36N; F311+D33R,; F311+D33R+N35l, F311+N35l;
F311+532R+D33F+N351+D97T, F311+S32R+D33F+N35T;

F311+S32R+D33R+N351+D97T, F311+832R+N351+D97T; F31M+D33F;

F31M+D33F+N35I; F31M+D33F+N35T; F31M+D33F+N35T+Y37F,;
F31M+D33R,; F31M+D33R+N35I; F31M+S32L+D33R+N35|+Da7T;
F31M+S32R+D33F+D97T, F31M+S32R+D33F+N35I;
F31M+S32R+D33F+N35(+D97T, F31M+S32R+D33R;
F31M+S32R+D33R+N35; F31M+S32R+D33R+N35I1+D97T;
F31M+S32R+D33R+N35T; F31Y+832R+D33F+N351+D97T;

M41+S32R+D33F+N351+D97T; M4L+S32R+D33F+N351+D97T; N35T+DO7T;

S32R+D33F; S32R+D33F+N35l; S32R+D33F+N35I+A60D+DI7T;
S32R+D33F+N351+D97T,; S32R+D33F+N35I1+D97T+S98H;
S32R+D33F+N351+G56V+DI7T, S32R+D33F+N351+K44R+D97T;
S32R+D33F+N351+K55L+D97T; S32R+D33F+N35(+L42Q+D97T;
S32R+D33F+N35I1+L51R+D97T; S32R+D33F+N35I1+N39D+D97T;
S32R+D33F+N351+Q50R+D97T; S32R+D33F+N35I+T36N+D97T;
S32R+D33F+N35T; S32R+D33R; S32R+D33R+N35I;

S32R+D33R+N35I+D97T, S32R+D33R+N35T; S32R+N35l; S32R+N35T;

S32R+N35T+D97T; V30L+F31i1+D33F+N35I; V30L+S32R+D33F+N351+D97T;

R
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V30L+S32R+D33F+N35I+T36N+DI7T; V30L+S32R+N351+T36N; N35V+G56D;
N35L+G56A; y D33F+Y54F.

También se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une al
inhibidor de la via del factor tisular humano, en el que el anticuerpo comprende:
a) una cadena pesada que comprende una secuencia_ de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N° 3, en el que dicha secuencia de aminoacidos de la
cadena pesada comprende una o mas modificaciones de aminoacido; y b) una
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la
SEC ID N° 4, el que dicha secuencia de aminoacidos de la cadena ligera
comprende una o mas modificaciones de aminoacido. Ejemplos de
maodificaciones que se pueden realizar se proporcionan anteriormente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado que se une
al inhibidor de la via del factor tisular humano comprende una cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEC ID N°
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 y 26.

En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado que se une
al inhibidor de la via del factor tisular humano comprende una cadena ligera
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEC ID N°
27,28, 29, 30, 31, 32, 33 y 34.

En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado que se une
al inhibidor de la via del factor tisular humano comprende: a) una cadena

pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las
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SEC ID N° 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 y 26 y b) una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEC ID N° 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33 y 34. En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal
aislado que se une al inhibidor de la via del factor tisular humano comprende: a)
una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEC ID N° 19; y b) una cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en 1a SEC |D N° 27. En algunas realizaciones, el
anticuerpo monoclonal aislado que se une al inhibidor de la via del factor tisular
humano comprende: a) una cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 20; y b) una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC |D N° 28. En
algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado que se une al inhibidor
de la via del factor tisular humano comprende: a) una cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 21; y b)
una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEC ID N° 29. En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado
que se une al inhibidor de la via del factor tisular humano comprende: a) una
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la
SEC ID N° 22; y b) una cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 30. En algunas realizaciones, el
anticuerpo monoclonal aislado que se une al inhibidor de la via del factor tisular

humano comprende: a) una cadena pesada que comprende una secuencia de
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aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 23; y b) una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminocacidos mostrada en la SEC ID N°® 31. En
algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado que se une al inhibidor
de la via del factor tisular humano comprende: a) una cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 24; y b)
una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEC ID N° 32. En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aistado
que se une al inhibidor de la via del factor tisular humano comprende: a} una
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la
SEC ID N° 25; y b) una cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N°® 33. En algunas realizaciones, el
anticuerpo monoclonal aislado que se une al inhibidor de la via del factor tisular
humano comprende: a) una cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 26; y b) una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 34,

Combinaciones de variantes 2A8/4B7

También se contempla que el anticuerpo monoclonal aislado que se une
al inhibidor de la via del factor tisular humano puede comprender
combinaciones de las cadenas pesada y ligera de 2A8 y 4B7.

De acuerdo con esto, se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado
que se une al inhibidor de la via def factor tisular humano, en el que el

anticuerpo comprende: a) una cadena pesada de 2A8 que comprende una
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secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 1, en el que dicha
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada comprende una o mas
modificaciones de aminoacido; y b) una cadena ligera de 4B7 que comprende
una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 4, el que dicha
secuencia de aminoacidos de la cadena ligera comprende una o mas
modificaciones de aminoacido. Ejemplos de modificaciones que se pueden
realizar se proporcionan anteriormente.

Tambien se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une al
inhibidor de la via del factor tisular humano, en el que el anticuerpo comprende:
a) una cadena pesada de 4B7 que comprende una secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N° 3, en ei que dicha secuencia de aminoacidos de la
cadena pesada comprende una o mas modificaciones de aminoacido; y b) una
cadena ligera de 2A8 que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEC ID N° 2, el que dicha secuencia de aminoacidos de la cadena ligera
comprende una o mas modificaciones de aminoacido. Ejemplos de
modificaciones que se pueden realizar se proporcionan anteriormente.

En algunas realizaciones se proporciona un anticuerpo monoclonal
aislado que se une al inhibidor de ia via del factor tisular humano, en el que el
anticuerpo comprende: a) una cadena pesada que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo constituido por las SEC ID N° 5, 6, 7, 8,
9,10, 11,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25y 26; y b) una cadena ligera que comprende

una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo constituido por la SEC
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ID N°12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33y 34.
Acidos nucleicos, vectores y células huésped

También se proporcionan moléculas de acidos nucleicos aisladas que
codifican cuélquiera de los anticuerpos monoclonales descritos con anterioridad.

Por tanto, se proporciona una molécula de acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo que se une al inhibidor de |a via del factor tisular humano,
en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 1, en el que dicha
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada comprende una o mas
modificaciones de aminoacido. Ejemplos de dichas modificaciones se han
descrito en lo que antecede.

También se proporciona una molécula de acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo que se une al inhibidor de la via del factor tisular humano,
en el que el anticuerpo comprende una cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 2, en el que dicha
secuencia de aminoacidos de la cadena ligera comprende una o mas
modificaciones de aminoacido. Ejemplos de dichas modificaciones se han
descrito en lo que antecede.

También se proporciona una molécula de acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo que se une al inhibidor de la via del factor tisular humano,
en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende una

secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 3, en el que dicha
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secuencia de aminocacidos de la cadena pesada comprende una o mas
modificaciones de aminoacido. Ejemplos de dichas modificaciones se han
descrito en lo que antecede.

También se proporciona una molécula de acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo que se une al inhibidor de la via del factor tisular humano,
en el que el anticuerpo comprende una cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC |D N° 4, en el que dicha
secuencia de aminoacidos de la cadena ligera comprende una o mas
modificaciones de aminoacido. Ejemplos de dichas modificaciones se han
descrito en lo que antecede.

Adicionalmente, también se proporcionan vectores que comprenden las
moléculas de 4acidos nucleicos aisladas que codifican cualquiera de los

anticuerpos monoclonales descritos con anterioridad y células huésped que
comprenden dichos vectores.

Procedimientos para preparar anticuerpos frente a TFP!

El anticuerpo monoclonal se puede producir de forma recombinante
expresando una secuencia de nucleétidos que codifica las regiones variables
del anticuerpo monoclonal de acuerdo con las formas de realizacién de la
invencion en una célula huésped. Con la ayuda de un vector de expresion, un
acido nucleico que contiene la secuencia de nuclebtidos se puede
transfeccionar y expresar en una célula huésped adecuada para la produccion.

De acuerdo con esto, también se proporciona un procedimiento para producir
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un anticuerpo monoclonal que se une al TFPI humano, que comprende:

(a)  transfeccionar una molécula de acido nucleico que codifica un
anticuerpo monocional de la invencion en una célula huésped.

(b}  cuitivar la célula huésped para expresar el anticuerpo monoclonal
en la célula huésped y, opcionalmente,

(¢)  aislar y purificar el anticuerpo monoclonal producido, en el que la
molécuia de acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un anticuerpo monoclonal de la presente invencion.

En un ejemplo, para expresar los anticuerpos, o fragmentos de
anticuerpos de los mismos, los ADN que codifican las cadenas ligera y pesada
de longitud parcial o completa, obtenidos mediante técnicas de biologia
molécular estandar se insertan en vectores de expresion de modo que los
genes estan operablemente unidos a secuencias de control de la transcripcion
y la traducciéon. En este contexto, la expresion “unido de forma operativa”
quiere decir que un gen del anticuerpo esta ligado en un vector tal que las
secuencias de control de la transcripcion y la traduccion dentro del vector
sirven a la funcién prevista de regulacién de la transcripcion y la traduccién del
gen del anticuerpo. El vector de expresion y las secuencias de control de la
expresion se escogen de modo que sean compatibles con la célula huésped
usada para la expresion. El gen de la cadena ligera del anticuerpo y el gen de
la cadena pesada del anticuerpo se pueden insertar en vectores distintos o,

mas normalmente, ambos genes se insertan en el mismo vector de expresion.
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Los genes del anticuerpo se insertan en el vector de expresion mediante
procedimientos estandar (p. ej., ligando sitios de restriccion complementarios
en el fragmento del gen del anticuerpo y en el vector, o ligando los extremos
romos si no hay sitios de restriccion presentes). Las regiones variables de las
cadenas ligera y pesada de los anticuerpos descritos en la presente memoria
se pueden usar para crear genes de los anticuerpos de longitud completa de un
isotipo de anticuerpo insertandolas en vectores de expresion que ya codifican
las regiones constante de la cadena pesada y constantes de la cadena ligera
del isotipo deseado, de modo que el segmento Vy, esta operativamente unido
al(los) segmento(s) Cy dentro del vector y el segmento V| esta unido
operativamente al segmento C_ dentro del vector. Adicionalmente, o como
alternativa, el vector de expresiéon recombinante también puede codificar un
péptido sefal que facilita la secrecion de la cadena del anticuerpo a partir de
una célula huésped. El gen de la cadena del anticuerpo puede clonarse en el
vector de modo que el péptido sefial esté unido dentro del marco al extremo
amino del gen de la cadena del anticuerpo. Ei péptido sefial puede ser un
péptido sefial de inmunogiobulina o un péptido sefal heterdlogo (es decir, un
péptido sefal de una proteina no inmunoglobulinica).

Ademas de los genes que codifican la cadena del anticuerpo, los
vectores de expresion recombinantes de la invencion portan secuencias
re'guladoras que controlan [a expresién de los genes de la cadena del

anticuerpo en una célula huésped. Con la expresion “secuencia reguladora” se
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pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control de la
expresion (p. e}, sefales de poliadenilacién) que controlan la transcripcién o la
traduccién de los genes de la cadena de anticuerpo. Dichas secuencias
reguladoras se describen en, por ejemplo, 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, incluida la seleccion de las secuencias reguladoras, puede depender
de factores tales como la eleccion de la célula huésped que se va a transformar,
el nivel de expresion de proteina deseado, etc. Ejemplos de secuencias
reguladoras para la expresién en células huésped de mamifero incluyen
elementos viricos que dirigen niveles elevados de expresion proteica en células
de mamifero, tal como promotores y/o potenciadores derivados de
citomegalovirus (CMV), virus 40 de simios (SV40), adenovirus (p. e€j., el
promotor tardio principal del adenovirus (AdMLP)), y polioma. Como alternativa,
se pueden usar secuencias reguladoras no virales, tales como el promotor de
ubiquitina o el promotor de R-globina.

Ademas de los genes de la cadena del anticuerpo y de las secuencias
reguladoras, los vectores de expresion recombinantes pueden portar
secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la replicacion del
vector en las células huésped (p. ej., origenes de replicacién) y genes
marcadores seleccionables. El gen marcador seleccionable facilita la seleccion

de las células huésped en las que se ha introducido el vector (véase, por

£
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ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 4.399.216, 4.634.665 y 5.178.017, todas de
Axel y col.) Por ejemplo, normalmente, el gen marcador seleccionable confiere
resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina o metotrexato, a una
célula huésped en la que el vector se ha introducido. Ejemplos de genes
marcadores seleccionables preferidos se incluyen el gen de la dihidrofolato
reductasa (DHFR) (para usar en células huésped dhfr- con seleccion con
metotrexato/amplificacion) y el gen neo (para la seleccién de G418).

Para la expresion de las cadenas ligera y pesada, el(los)vector(es) de
expresion que codifican las cadenas ligera y pesada se transfeccionan en una
célula huésped mediante técnicas estandar. Las diversas formas del término
“transfeccion” estan destinadas a abarcar una amplia variedad de técnicas
usadas habitualmente para la introduccién de ADN exdgeno en una célula
huésped procariota o0 eucariota, por ejemplo electroporacion, precipitacion con
fosfato calcico, transfeccién en DEAE-dextrano y similares. Aunque es
teéricamente posible expresér los anticuerpos de la invenciéon en células
huésped tanto procariotas como eucariotas, la expresion de anticuerpos en
células eucariotas, y mas preferentemente en células huésped de mamifero, es
la mas preferida porque es mas probable que dichas células eucariotas, y en
particular las células de mamifero, se ensamblen y secreten un anticuerpo
inmunolégicamente activo y adecuadamente plegado.

Ejemplos de células huésped de mamifero para expresar los anticuerpos

incluyen células de ovario de hamster chino (células CHO) (incluidas las células
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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 and P. A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-
621), células de mieloma NSO, células COS, células HKB y células SP2.
Cuando los vectores de expresion que codifican genes de anticuerpo se
introducen en células huésped de mamifero, los anticuerpos se producen
mediante cultivo de las células huésped durante un pericdo de tiempo
suficiente para permitir la expresién de! anticuerpo en las células huesped o,
mas preferentemente, la secrecion del anticuerpo en el medio de cultivo en el
que crecen las células huésped. Los anticuerpos se pueden recuperar del
medio de cultivo usando procedimientos de purificacidn proteica estandar, tales
como ultrafiltracion, cromatografia de exclusion por tamario, intercambio de
cromatografia y centrifugacion.

Uso de secuencias parciales de anticuerpos para expresar
~anticuerpos intactos

Los anticuerpos interaccionan con antigenos diana predominantemente
a través de residuos de aminoacidos que se localizan en las seis CDR de la
cadena pesada y la ligera. Por este motivo, las secuencias de aminoacidos
dentro de las CDR son mas diversas entre anticuerpos individuales que las
secuencias fuera de las CDR. Dado que las secuencias de CDR son
responsables de la mayoria de las interacciones anticuerpo-antigeno, es

posible expresar anticuerpos recombinantes que simulen las propiedades de
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los anticuerpos especificos naturales construyendo vectores de expresidon que
incluyan secuencias CDR del anticuerpo natural especifico introducido en las
secuencias estructurales de un anticuerpo diferente con propiedades diferentes
(véase, por ejemplo, Riechmann, L. y col., 1998, Nature 332:323-327; Jones, P.
y col., 1986, Nature 321:522-525; y Queen, C. y col,, 1989, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 86:10029-10033). Dichas secuencias estructurales se puede
obtener de bases de datos de ADN puablicos que incluye ias secuencias
génicas de anticuerpo germinal. Estas secuencias germinales diferiran de ias
secuencias del gen del anticuerpo maduro porque no incluyen genes variables
completamente ensamblados, que se forman mediante la unién V(D)J durante
la maduracion de las células B. No es necesario obtener toda la secuencia de
ADN de un anticuerpo concreto para recrear un anticuerpo recombinante
intacto que tenga propiedades de unién similares a las del anticuerpo original
(véase el documento WO 99/45962). La secuencia parcial de las cadenas
pesadas y ligeras que abarcan las regiones CDR normalmente es suficiente
para este fin. La secuencia parcial se usa para determinar qué segmentos
génicos germinales variables y de unién contribuyercn a los genes variables del
anticuerpo recombinado. La secuencia germinal se usa después para llenar las
porciones perdidas de las regiones variables. Las secuencias lider de las
cadenas pesada y ligera se escinden durante la maduracion de las proteinas y
no contribuyen a las propiedades del anticuerpo final. Por esta razon es

necesario usar la correspondiente secuencia lider germinal para las
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construcciones de expresion. Para afadir secuencias perdidas, las secuencias
de ADNc clonadas se pueden combinar con oligonucledtidos sintéticos
mediante ligadura o amplificacién por PCR. Como alternativa, toda la region
variable se puede sintetizar como un grupo de oligonucledtidos cortos,
solapantes, y combinarse mediante amplificacion por PCR para crear un clon
de region variable enteramente sintética. Este procedimiento tiene ciertas
ventajas, tales como la eliminacién o inclusion de sitios de restriccion concretos,
u optimizacion de codones concretos.

Las secuencias nucleotidicas de los transcritos de las cadenas pesada y
ligera se usan para disefiar un grupo solapante de oligonucledtidos sinteticos
para crear secuencias V sintéticas con idénticas capacidades de codificacidn
de aminoacidos que las secuencias naturales. Las secuencias sinteticas de las
cadenas pesada y ligera pueden diferir de las secuencias naturales. Por
ejemplo: Tiras de bases nucleotidicas repetidas se interrumpen para facilitar la
sintesis de oligonucledtidos y la amplificacion por PCR; los sitios éptimos de
inicio de la traduccién se incorporan de acuerdo con las normas de Kozak
(Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 266:19867-19870); y los sitios de restriccion se
introducen cadena arriba o cadena abajo de los sitios de inicio de la traduccién.

Para las regiones variables de las cadenas pesada y ligera, las
secuencias codificadoras optimizadas, y las correspondientes no codificadora,
se rompen en 30-50 secciones nucleotidicas en aproximadamente el centro del

oligonucledtidos no codificador correspondiente, Por tanto, para cada cadena,
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los oligonucledtidos se pueden ensamblar en grupos de doble hebra solapantes
que abarcan segmentos de 150-400 nucledtidos. Los grupos se usan después
como moldes para producir productos de amplificacién por PCR de 150-400
nucledtidos. Normalmente, un Gnico grupo de oligonucleétidos de la regioén
variable se rompera en dos grupos que se amplifican por separado para
generar dos productos de PCR solapantes. A continuacién, estos productos
solapantes se combinan mediante amplificacién por PCR para formar la region
variable completa. También puede ser deseable incluir un fragmento solapante
de la regién constante de la cadena pesada o ligera en la amplificacion por
PCR para generar fragmentos que se puedan clonar facilmente en las
construcciones del vector de expresion.

Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera reconstruidas se
combinan después con secuencias clonadas promotoras, de inicio de la
traduccion, region constante, regiéon 3’ no traducida, de poliadenilacion y de
terminacion de la transcripcién para formar construcciones de vectores de
expresion. Las construcciones de expresion de las cadenas pesada y ligera se
pueden combinar en un tnico vector, co-transfeccionar, transfeccionar en serie
o transfeccionar por separado en células huésped que se condensan después
para formar una célula huésped que expresa ambas cadenas.

Por tanto, en otro aspecto, las caracteristicas estructurales de un
anticuerpo anti-TFPlI humano, se usan para crear anticuerpos anti-TFPi

humanos estructuralmente relacionados que conservan la funcién de la unién al

ys
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TFPI. Mas especificamente, una o mas CDR de las regiones de cadena
pesada y ligera identificadas especificamente de los anticuerpos monoclonales
de la invencidon se pueden combinar de forma recombinante con regiones
estructurales y CDR humanas conocidas para crear anticuerpos anti-TFPI
humanos sometidos a ingenieria recombinante de la invencién.

Composiciones Farmacéuticas

También se proporcionan composiciones farmaceuticas que
comprenden cantidades terapéuticamente eficaces de  un anticuerpo
monoclonal anti-TFPl y un transportador farmacéuticamente aceptable.
“Transportador farmacéuticamente aceptable” es una sustancia que se puede
afiadir al ingrediente activo para ayudar a formular o estabilizar la preparacion y
que no produce efectos toxicoldgicos adversos significativos en el paciente.
Ejemplos de dichos transportadores son bien conocidos para los expertos en la
técnica e incluyen agua, azucares tales como maltosa o sacarosa, albumina,
sales tales como cloruro sadico etc. Otros transportadores se describen en, por
gjemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences de E. W. Martin.  Dichas
composiciones contendran una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos
un anticuerpo monoclonal anti-TPFL.

Transportadores farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o
dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion
extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. El uso de

dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien
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conocido en la técnica. Preferentemente, la composicion se formula para
inyeccion parenteral. La composicién se puede formular en forma de una
solucién, microemulsion, liposoma u otra estructura ordenada adecuada para la
elevada concentracion del farmaco. El transportador puede ser un disolvente o
medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, un poliol (por
ejemplo glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares) y mezclas
adecuadas de los mismos. En algunos casos, incluira agentes isoténicos, por
ejemplo azlcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro sédico en
la composicion.

Se pueden preparar soluciones inyectables estériles mediante Ia
incorporacion del compuesto activo en la cantidad requerida en un disolvente
adecuado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados en lo que
antecede, segun se requiera, seguido por esterilizacidon por microfiltracién. En
general, las dispersiones se preparan mediante la incorporacion del compuesto
activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los
otros ingredientes requeridos de los enumerados en lo que antecede. En el
caso de los polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, algunos procedimientos de preparacion preferidos son secado al
vacio y liofilizacion, que da un polvo del ingrediente activo mas cualquier
ingrediente deseado adicional a partir de una solucién del mismo previamente
filtrada para esterilizar.

Usos farmacéuticos
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El anticuerpo monoclonal puede usarse para fines terapéuticos para
tratar deficiencias o defectos genéticos y adquiridos de la coagulacién. Por
ejemplo, los anticuerpos monoclonales en las formas de realizacion descritas
con anterioridad se pueden usar para bloquear la interaccién de TFP! con FXa
o para prevenir la inhibicion dependiente de TFPI de la actividad de TF/FVlla.
De forma adicional, el anticuerpo monoclonal puede usarse también para
restablecer una generacién dirigida por TF/FVlla de Fxa para sortear la
insuficiencia de la amplificacién de FXa dependiente de FVIlI o FiX.

Los anticuerpos monoclonales tienen uso terapéutico en el tratamiento
de trastornos de hemostasia tales como trombocitopenia, trastornos de las
plaquetas y trastornos de hemorragia (p. €j., hemofilia A, hemofilia B y hemofilia
C). Dichos trastornos se pueden tratar administrando una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo monoclonal anti-TFP! a un paciente que
lo necesite. Los anticuerpos monoclonales también tienen uso terapeutico en
el tratamiento de hemorragias no controladas en indicaciones tales como
traumatismos e ictus hemorragico. Por tanto, también se proporciona un
procedimiento para acortar el tiempo de sangrado que comprende administrar
una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal anti-TFPI
de la invencion a un paciente que lo necesite.

Los anticuerpos se pueden usar en forma de monoterapia o en
combinacién con ofras terapias para abordar un trastorno hemostasico. Por

ejemplo, se cree que la co-administracion de uno o mas anticuerpos de la
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invencién con un factor de coagulacién tal como el factor Vlla, el factor Vill o el
factor IX es util para tratar la hemofilia. En una forma de realizacion, se
proporciona un procedimiento para tratar deficiencias o defectos genéticos y
adquiridos de la coagulacién, que comprende administrar (a) una primera
cantidad de un anticuerpo monoclonal que se une al inhibidor de la via de!
factor tisular humano y (b) una segunda cantidad de factor VIl o de factor |, en
el que dichas cantidades primera y segunda juntas son eficaces para tratar
dichas deficiencias o defectos. En otra forma de realizacion, se proporciona un
procedimiento para tratar deficiencias o defectos genéticos y adquiridos de la
coagulacién, que comprende administrar (a) una primera cantidad de un
anticuerpo monoclonal que se une al inhibidor de la via del factor tisular
humano y (b) una segunda cantidad de factor VII| o de factor |, en el que dichas
cantidades primera y segunda juntas son eficaces para tratar dichas
deficiencias o defectos, y, ademas, en el que el factor VIl no se co-administra.
La invencion también incluye una composicion farmacéutica que comprende
una cantidad terapéuticamente eficaz de la combinacién de un anticuerpo
monoclonal de la invencién y el factor Vill o factor X, en la que la composicion
no contiene factor VII. "Factor VII" incluye el factor VIl y el factor Vila. Es
probable que estas terapias de combinacién reduzcan la frecuencia de infusién
necesaria del factor de coagulacion. Por co-administracidon o terapia de
combinacion se quiere decir administracién de los dos farmacos terapéuticos,

cada uno formulado por separado o juntos en una composicién y, cuando se

CL
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formulan por separado, se administran aproximadamente a la vez 0 en
momentos diferentes, pero en el mismo periodo terapéutico-

En algunas realizaciones, uno o mas anticuerpos descritos en el
presente documento se pueden usaf en combinacién para abordar un trastorno
hemostaticos. Por ejemplo, se cree que la co-administracién de dos o mas de
los anticuerpos descritos en el presente documento es dtil para tratar la
hemofilia u otro trastorno hemostatico.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar por via
parenteral a los sujetos que sufran hemofilia A ¢ B, a una dosificacion y
frecuencia que puede variar con la gravedad del episodio de sangrado o, en el
caso de la terapia profilactica, puede variar con la gravedad de |a deficiencia de
ia coagulacion del paciente.

Las composiciones se pueden administrar a los pacientes que las
necesiten en forma de bolo o de infusién continua. Por ejemplo, una
administracién en bolo de un anticuerpo de la invencién presente en forma de
fragmento Fab puede estar en una cantidad de 0,0025 a 100 mg/kg de peso
corporal, de 0,025 a 0,25 mg/kg, de 0,010 a 0,10 mg/kg o de 0,10-0,50 mg/kg.
Para la infusion continua, un anticuerpo de la invencion presente en forma de
fragmento Fab se puede administrar a 0,001 a 100 mg/kg de peso
corpora.llminuto, de 0,0125 a 1,25 mg/kg/min, de 0,010 a 0,75 mg/kg/min, de
0,010 a 1,0 mg/kg/min o de 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 o 1-2 horas. Para la
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administracion de un anticuerpo de la invencion presente en forma de
anticuerpo de longitud completa (con las 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. Dichos anticuerpos de longitud
completa se administrarian, normalmente, mediante infusibn ampliada a un
periodo desde treinta minutos a tres horas. La frecuencia de la administracién
dependeria de la gravedad de la afeccion. La frecuencia podria variar desde
tres veces a la semana a una vez cada dos semanas a seis semanas.

De forma adicional, las composiciones se pueden administrar a los
pacientes mediante inyeccién subcutanea. Por ejemplo, una dosis de 10 a 100
mg de anticuerpo anti-TFPI se puede administrar a los pacientes mediante
inyeccién subcutanea semanalmente, cada dos semanas o mensualmente,

Como se usa en la presente memoria, "cantidad terapéuticamente
eficaz" significa una cantidad de un anticuerpo monoclonal anti-TFPI o de una
combinacién de dicho anticuerpo y factor VilI o factor I1X que es necesaria para
aumentar de forma eficaz el tiempo de coagulacion in vivo o, de otro modo,
producir un beneficio mensurable in vivo en un paciente que lo necesite. La
cantidad exacta dependera de numerosos factores, incluidos, entre otros, los
componentes y las caracteristicas fisicas de la composicidén terapéutica, la
poblaciéon de pacientes a la que esta destinado, el modo de administracién, las
consideraciones de cada paciente individual y similares, y un experto en la

técnica puede determinarla con facilidad.

i



52

Ejemplos
Ejemplo 1. Clonacién, expresiéon y cuantificacion de los niveles de
expresion de anticuerpos

Las cadenas pesada y ligera de los Fab salvajes de 2A8 y 4B7
portadores de una marca ¢c-myc y una marca de hexa-histidina en el extremo C
de la cadena pesada se subclonaron en el vector de expresion bacteriano
pET28a (Novagen/Merck Chemicals Ltd., Nottingham, Reino Unido) y se
transformaron en celulas Top10F" (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Alemania).
Como alternativa se pueden usar otros vectores de expresion bacterianos (p.gj.,
el sistema del vector pQE, Qiagen GmbH, Hilden, Alemania) y cepas (p.gj.,
DHS5a, Invitrogen GmbH, Karisruhe, Alemania). Se generaron variantes
mediante mutagénesis estandar dirigida a sitio con oligonucledtidos y se
confirmaron mediante secuenciacion del ADN. En particular se modificaron los
residuos de aminoacidos dentro de o alrededor de las regiones determinantes
de complementariedad de las cadenas pesada y/o ligera.

Para poder usar anticuerpos salvajes o mutantes como competidores,
las colas del epitopo localizadas en el extremo C de la cadena pesada se
eliminaron o sustituyeron cuando técnicas estandar basadas en PCR. En
concreto, para 4B7, el c-myc-tag se intercambié con una cola epitopo de
hemaglutinina (HA) para todas las variantes analizadas. Por el contrario, 4B7
salvaje o variantes usadas como competidores portaban un ¢c-myc-tag. En el

caso de 2A8, la cola del epitopo c-myc se sustituyd con una cola de HA o se
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deleciond, lo gue tiene como resultado una variante que solo mostraba una
cola de epitopo de histidina 6x en su extremo C.

Para la expresiéon, las variantes se transformaron en la cepa
BL21starDE3 de Escherichia coli (invitrogen, C6010-03), se inocularon en un
cultivo durante la noche en medio LB que contiene con kanamicina (30 pg/ml} y
se incubaron a 37 °C durante 18 horas. Los cultivos de expresion se generaron
inoculando durante el noche el cultivo a 1:20 en medio LB fresco con
kanamicina (30 wg/m!). Tras 6 horas se anfadid isopropilo-b-D-1-
tiogalactopiranésido 1 mM (Roth, 2316.5) para indicar ja expresion de
anticuerpos y los cultivos se incubaron durante 18 horas adicionales a 30 °C.
Como alternativa, los cultivos durante la noche se inocularon a 1:20 en el
medio de autoincubacién medio Qvernight Express TB (Merck, 71481) y se
incubaron a 30 °C durante 24 horas.

Para cuantificar los niveles de expresion se usé un ELISA. Brevemente,
placas MTP (Nunc maxisorp black, 460518) se incubaron con un anticuerpo
especifico de Fab (Sigma, i5260) diluido en tampén de revestimiento Candor
Bioscience GmbH, 121500) a 4°C durante la noche, se lavaron con PBST
(solucién salina tamponada con fosfato): NaCl 137mM, Merck 1.06404.5000;
KC! 2,7mM, Merck 1.04936.1000; Na;HPO, 10mM, Merck 1.06586.2500,
KH2PO4 1,8 mM, Merck 1.04871.5000; que contiene Tween 20 Acros Organics,
233360010) al 0,05 %, se bloquearon con 2% de leche en PBST durante 1 hora

a 20°C y se lavaron de nuevo. Los cultivos se diluyeron en leche desgrasada al
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0,25 % (Fluka analytical, 70166) en PBS y unieron a las placas de MTP durante
1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar con PBST, los anticuerpos
capturados se incubaron con un anticuerpo anti-Fab acoplado a HRP (Sigma,
A0293) y se detectaron mediante incubacion de la placa con sustrato rojo
amplex 10uM (Invitrogen, A12222) durante de 10 a 30 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad, seguido por medicion de la fluorescencia. Los niveles
de expresion se normalizaron después de determinar la concentracién respecto
al anticuerpo purificado salvaje (2A8 o 4B7).
Ejemplo 2. Determinacion de la actividad y la reactividad cruiada entre
especies de las variantes de anticuerpo generadas

Para determinar la actividad de las variantes de anticuerpo mutadas en
TFPI humano o de ratén (American Diagnostica, 4900B and R&D Systems,
2975-P1, respectivamente) se uséd un formato de ensayo de ELISA de equilibrio
o competitivo. Brevemente, las placas MTP (Mesoscale Discovery, L21XA-4 o
Nunc maxisorp black, 460518) se recubrieron con 0,04-2 ug/ml de TFPI
humano o de ratén diluido en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) o
tampon de revestimiento (Candor Bioscience GmbH, 121500) respectivamente
y se incubaron durante la noche a 4 °C. Después de lavar, {as placas se
bloquearon con 3% de seroalbumina bovina (Sigma, A4503) en PBST durante
1 hora a temperatura ambiente y se repitio la etapa de lavado. Para la unién de
los anticuerpos 10-25 ul de los sobrenadantes de cultivo normalizados a su

correspondiente nivel de expresion del anticuerpo (si no ha indicado lo contrario)
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se afadieron a las placas durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de

lavado con PBST. Las salvajes y variantes unidas se detectaron mediante un

anticuerpo de cola de epitopo especifico o se incluyd una etapa de competicion.

Para competicidn, se afiadidé competidor 50-300 nM o antigeno libre y se incubd
durante 20 minutos a 24 horas a temperatura ambiente. Después de lavar, el
resto de las variantes se detecté con un anticuerpo especifico de la cola de
epitopo acoplado con peroxidasa de rabano (Biomol, anti-c-myc A190-105P
para las variantes 2A8 y anti-HA A190-108P para las variantes 4B7) o mediante
un anticuerpo anti-myc (Sigma, C3956) o anti-HA (Sigma, H6908) previamente
marcado con un reactivo sufo-NHS de acuerdo con las instrucciones del
fabricante para deteccidn electroquimioluminiscen_te (Mesoscale Discovery,
IR91AN—1) Para la deteccién de sefial en placas maxisorp se afiadi¢ sustrato
rojo amplex 10uM (Invitrogen, A12222) y se incubo durante de 10 a 30 minutos
a temperatura ambiente en oscuridad, seguido por mediciéon de fluorescencia.
Para la deteccidn en placas MSD y tampén T de lectura MSD se diluyd a 2x en
H.O {Mesoscale Discovery, R92TC-1), se afadié a las placas y la sefial de
electroquimioluminiscencia se detectdé a 620 nm usando Mesoscale Discovery
Sector imager 6000,
Ejemplo 3. Sustituciones de un solo aminoacido o de multiples

En la Tabla 1 se proporcionan varios ejemplos de sustituciones de un
solo aminoacido introducidas en las cadenas pesada o ligera de 2A8. El nivel

de expresion de las variantes se analizé por cuadruple en un ELISA de

b
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cuantificacion. Tras la normalizacion al respectivo nivel de expresién se analizé
el rendimiento por cuadruple en el ELISA competitivo en TFPI murino y humano
y se determinaron las proporciones entre el variante y el salvaje (wt). Los
errores se calcularon mediante propagacion de error desde las desviaciones
estandar.

Tabla 1. Analisis de sustituciones de un aminoacido en 2A8.

hTFPI mTFPI
Variantes 2A8 variante/salvaje | error | variante/salvaje | error
HC S31P 3,6 0,5 2,4 0,3
HC S31V 9,7 1,1 7,4 41
HC G33K 1.8 0,2 0,7 01
HC G33P 51 0,6 2,9 0,4
HC S35L 1,7 0,1 1,5 0,2
HC S35D 43 0,6 2,6 0,6
HC 151D 3.9 0,3 1,4 0,2
HC I51E 7,3 0,6 0,7 0,1
HC S54F 6,5 0,6 3,1 0,6
HC S54D 1,7 0,2 1,2 0,2
HC_S55A 2,0 0,3 1,2 0,2
HC S55R 44 1,1 2,1 0,3
HC_K99V 7,5 0,9 3,9 0,5
HC_K99L 13,5 1,4 10,8 2,8
HC_F104Y 2,0 0,3 1,5 0,2
LC_A32N 3.5 0,4 2,0 0,3
LC Y48F 46 0,6 3,2 0,7
LC_N51V 44 0,4 2,0 0,4
LC N52G 3.4 0,5 1.5 0,2
LC_P54L 5,3 0,8 2,7 0,5
LC D91L 4,2 0,3 1,6 0,5
LC DI1R 3,1 0,5 2,0 0,3
LC _D91W 7.4 0,7 4,0 0,7
LC D91K 3,5 0,4 1,4 0,2
LC D92S 3,8 0,5 2,6 0,3
LC _D92T 2,6 0,4 1,2 0,2
LC_VI96G 3,2 0,4 1,2 0,2
LC VI6M 3.5 0,5 1,5 0,2
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LC_VOsW 40| 04 43| 06

hTFPI mTFPI
Variantes 2A8 variante/salvaje | error | variante/salvaje | error
HC _S31P 3,6 0,5 24 0,3
HC S31V 9,7 11 74| 41
HC G33K 1,8 0,2 0,7 0,1
HC_G33P 5,1 0,6 2,9 0,4
HC _S35L 1,7 0.1 1,5 0,2
HC_S35D 43 0,6 2,6 0,6
HC 151D 3,9 0,3 1,4 0,2
HC_I51E 7,3 0,6 0,7 0,1
HC_S54F 6,5 0,6 3,1 0,6
HC_S54D 1,7 0,2 1,2 0,2
HC_S55A 2,0 0,3 1,2 02
HC_S55R 4.4 1,1 2,1 0,3
HC_KS89V 7.5 0,9 3,9 0,5
HC_K99L 13,5 1,4 10,8 2,8
HC F104Y 2,0 0,3 1,5 0,2
LC_A32N 3,5 0.4 2,0 03
LC _Y48F 46 0,6 3,2 0,7
LC_N51V 44 0.4 2,0 0,4
LC_N52G 34| 05 1,5 0,2
LC_P54L 53 0,8 2,7 0,5
LC_DI1L 4,2 0,3 1,6 0,5
LC_D91R 3.1 0,5 2,0 0,3
LC_D91wW 7.4 0,7 4,0 0,7
LC_D91K 3,5 0,4 1,4 0,2
LC_D92S 3,8 0,5 2,6 0,3
LC_D92T 2,6 0,4 1,2 0,2
LC_VI6G - 3,2 0,4 1,2 0,2
LC_VI6M 3,5 0,5 1,5 0,2
LC VaswW 4,0 0,4 4,3 0,6

En la Tabla 2 se facilitan algunos ejemplos de sustituciones
aminoacidicas combinadas dentro de los anticuerpos de TFPI 2A8. Aunque en
la Tabla 2 no se proporcionan todas las combinaciones, se contempla que el

anticuerpo  anti-TFPl puede comprender cualquier combinacién de

60
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modificaciones proporcionadas. El nivel de expresién de las variantes se
analizd por cuadruple en un ELISA de cuantificacion. Si no se indica lo
contrario, las variantes se normalizaron con respecto al respectivo nivel de
expresion y se analizé el rendimiento por cuadruple en el ELISA competitivo en
TFPI murino vy humano, seguido del calculo de las proporciones entre el
variante y la referencia (HC_K99L). Los valores estdn marcados con “#° en
caso de que se analice el rendimiento del variante sin normalizacion previa y
las proporciones entre el variante y la referencia se normalizaron con el nivel de
expresién dividiendo la sefial del ensayo por el nivel de expresién. En los casos
en los que se usdé una referencia diferente en el ELISA competitivo y las
variantes se analizaron sin normalizacién previa, los valores se marcaron con

LT L]

un Para estas variantes, el valor indicado en la tabla se calculdé
multiplicando las proporciones variante/referencia alternativa con la referencia
alternativa/lHC_K99L. Los errores se calcularon mediante propagacion de error

desde las desviaciones estandar.
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Tabla 2. Ejemplo de multiples sustituciones de un aminoacido en 2A8.

2A8 HC 288 1LC hTFPI mTFPI

>‘:l xl

15 €

] 8

g §
8] F v F L) 81 04 22" 04
D F L F G 62* 1.4 2,3 08
0 a] R v F v 8,07 0.5 2,1 04
L F v F K 5,0" 06 31 05
D F L w225 18 5.8° 1.3
D D L F W o8 01 0.2* 0,0
D R L F G L W o4 0.1 [tAl o0
D D v F K [k 0,0 0.1 0.0
] F F v W 08 02 0.4 01t
D F L W 6,2 16 53 1.2
D F F L w54 1.6 4.2 1.0
o] L L W7 1.9 5.4 1,3
D F v F v W] 6,6 07 58 0,9
D E R L F v L W 104 13 80 16
v v W] 6.7 09 56 1.0
£ R v F L w92 1,0 0 1.9
D L F v D w1838 21 18,7 26
F L v 16,3 1.8 15,7 26
D F v L 12,2 1.1 "7 2,2
3] R L F v L W 7.3 24 13.4 54
b R F v L w87 0.9 82 39
o F W 7.5 0.9 1.2 19
D R F v L 84 09 6.5 1,4
b F| R L L W 149 16 121 48
L D F v v K 8,6 1.0 B2 14
L E F v v K 49 06 3.9 07
o L 39 07 45 o7
L F L W 188 1.7 18,2 34
D R v F L w164 1.5 "9 40
D R L F v wi 19,7 2,2 17,4 38
o] R L{s F v W 2.9 53 220" 89
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D R L Y F v W] 18,7 42 19,0* 648
D R L 5 F v W 20,14 6.2 199" 7.4
) R L T F v w] 19,5 45 188 66
o R L F v Wi a1 11 41° 15
D R L P F v W 2,00 57 232° 9,1
) R L F v W 20,0° 58 189 71
) R L F Y Wi 14,07 24 11,2 44
D R L F v M W 231" 55 2,2 75
D R L F v W 186 50 18,2* 68
D R L F v W 23.9° 6.3 228° 76
D R L F v W, 17.0° 40 16,5 59
D R L F v W 228" 6.4 19,97 80
0 R L F v iy 15,77 39 137 5,1
0 R L F v W 10,9° 31 9,00 40
D R L F v w 209° 53 20,3 7.4
D R L F v W 17,9* 45 19,1 69
D R L F v w 16,0° 36 147+ 52
o R L F v w 19,6° 4% 18,1+ 68
D R L F v W 11,2* 28 1,6 41
D R L F v W 10,9° 28 12,67 44
D R L F v W 10,4 27 79 27
0 R L F v W] 21,4 52 18,7 7.2
D R L| s| vl s]v P F v M W] 183" 46 13,3* 43
D R L F v W 19 2.1 9,3 FX
D R Lis|vjs|T P F v ™ W 214 16 16,8* 58
D R Ll s|¥]s|T P F v M w] 19,8° 4.4 12,3 35
D R Ll sjy{s|T P H v M W 19,8 33 15,5 48
D R L s|y|s|T P F v M W 187" 34 15,1 46
D L F s L w199 40 203° 57
] L F L w44 13 6.1° 17
) L F L w207 41 205 67
) L F L w142 27 156 42
D L F L w 1685 40 19,3 5.4
D L L w102 2,1 138" 48
D L F L W 40* 09 46* 13
D L F L W 3e 12 aor 1,0
D G L F L w 181 43 18,2* 58
D L F L w 178" 42 16,9° 50
) G L F L w136 28 10,6 36
v o R v F L w135 28 65° 33
v D R v F L w50 20 47" 23
v D R v L w166 ag 93 43
v o R v F L w o 29 79 46
v ] R v F L w16 LX:] 12,4 60
v D R v F L w1z 28 77 3B
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v D R VIS Y| S| T P| K FI R} S M L| % T w22 09 247 1.4
v D R Vis|Y{s|T Pl K F S M L| § T w14 27 71 36
) D R VI S| Y1 S| T PI K F M L| S T W 98" 25 % 20
v D R VI S Y| ST P K F 3 M L| S T wl o o1est 35 214" 9.6
v D R VS| Y[s|T Pl K F M Lj & T w 180" 49 15.4° 1.6

En la Tabla 3 se proporcionan varios ejemplos de sustituciones de un

solo aminoéacido generadas en las cadenas pesada y ligera de 4B7. El nivel de

expresion de las variantes se analizd por cuadruple en un ELISA de

cuantificacion. Tras la normalizacién al respectivo nivel de expresidon se analizo

el rendimiento por cuadruple en el ELISA competitivo en TFPl humano y en el

ELISA EN equilbrio EN TFPI murino seguido por determinacion de las

proporciones entre la variante y la salvaje.

desviaciones estéandar.

Los errores se calcularon mediante propagacién de error desde las

Tabla 3. Analisis de una sustitucion o de sustituciones dobles en 487.

hTFPI mTFPI
Variantes 4B7 variante/salvaje | error | variante/salvaje | error
HC N32D 3,8 0,7 6,0 2,9
HC N32E 32 1,0 2,1 0,3
HC S33G 1,5 0,3 6,5 1,2
HC S57K 1,7 0,4 6,5 1,1
HC S57R 2,0 0,4 6,6 1.4
HC D62l 9,8 1,6 44.4 11,6
HC D62R 323 45 230,2 34,1
HC D62L 6,8 12 22,9 6,1
HC D62Q 20,6 2,8 142,5 28,0
HC D62S 29,3 43 146,5 40,4
HC_H103D 2,4 0,4 12,9 2,0
HC H103G 1,4 0,3 10,7 2,0
HC Y112D 2,9 0,6 57 1,3
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LC_S32R 4,2 0,7 7.8 1,5
LC_S32Y 2,0 0,4 6,7 1,2
LC_D33F 5,3 1,3 7,0 2,6
LC_D33R 3,6 0,7 7,2 1,9
LC_N35I 3.6 0,7 7,1 1,5
LC_N35L 2,1 1,0 6,0 1,3
LC_N356T 54 1,0 34 1,1
LC_Y37F 3,6 0,7 1,9 0,6
LC_S57Y 1,6 0,4 2,2 0,4
LC_S61C 3.1 0,5 15,3 4,2
LC DI7M 2.4 0,5 1,3 0.4
LC_D97T 1,8 0,3 55 1,6
HC N61G 2,2 0,5 1,4 0,3
HC_D62V 31,9 5,6 85,0 20,4
HC D62N 52,3 9,5 1464 28,9
HC_H107M 8.1 1,6 56 1,7
LC_F31l 9,1 2,1 23,6 4,3
LC_F31M 1,7 0.4 1,3 0,4
LC_N35V LC_G56D 1,9 04 8,2 1,7
LC_N35L LC_G56A 3,1 0.7 6,9 1,6
LC_D33F LC_Y54F 4,3 0.9 7.8 1,9
HC_S30R HC_S57K 1,6 0,3 6,6 1,1
HC_N61G HC_D62V 8,0 1,1 31,1 9,1
HC_H107M LC_F31I 3,7 0,7 8,2 2,7
HC_G109A LC_D33R 3,8 0,6 8,0 1.3
HC_N61T LC_G167C 2,8 0,4 6,4 1,6
HC_K58M HC_D62N 6,6 1,2 15,2 4,5

En la Tabla 4 se facilitan algunos ejemplos de combinaciones de
sustituciones aminoacidicas combinadas dentro de los anticuerpos de TFPI
4B7. Aunque en la Tabla 4 no se proporcionan todas las combinaciones, se
contempla que el anticuerpo anti-TFPI puede comprender cualquier
combinaciéon de modificaciones proporcionadas. El nivel de expresion de las
variantes se analizd por cuadruple en un ELISA de cuantificaciéon. Si no se

indica lo contrario, las variantes se normalizaron con respecto al respectivo
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nivel de expresion y se analizé el rendimiento por cuadruple en el ELISA
competitivo en TFP| murino y humano, seguido del calculo de las proporciones
entre el variante y la referencia (HC_D62R). En los casos en los que se usé
una referencia diferente y las variantes se analizaron sin normalizacién previa,
los vaiore se marcaron con un “*". Para estas variantes, el valor indicado en la
tabla se calculd muitiplicando las proporciones variante/referencia alternativa
con la referencia alternativa/HC D62R. Los errores se calcularon mediante
propagacion de error desde las desviaciones estandar. no: no se detectd unién
en las condiciones de ensayo usadas.

Tabla 4. Ejemplo de multiples sustituciones de aminoacidos en 4B7.

HC_4B7 LC_aBF hTFPI mTFPI
4 o,
h §I gI
cEBRERBRERCEBEPREPREPREREPRpPRER|E |2 |8 |8

§ g
D R D R ! 26,1 22 30,1 43
0 R M| D 1] R i T 18,2 36 a7 1.4
[0} R 3] R| I 229 25 19,5 32
D ] M| D RIR|T | 19,6 18 203 32
D R| D I R 136 14 146 24
R M[ D Fl 00 3,4 366 8.8
1) R o Fl T 2556 1.7 158 26
o R D [ FlI T 233 3.1 18 22
R M} O M F 24,2 18 31,3 50
R D i Rl 20 2,2 354 50
D R D i} 3] T 14,0 1,7 18,4 27
o] Q D M R| F|I 208 16 158 21
o) R ) R{ F] I 287 22 42,0 59
D R M| D RIF}T 282 1.8 44,1 7.2
D Q 4] RIT 237 14 188 32
D Q Ml D R T 250 2,0 271 50
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D ] D R 253 | 28 | 203 | 48
D R D 82 | 27 | 293 | 45
D R 0 R T 262 | 28 | 400 | 81
D R D R 270 | 15 | 823 | ag

R D R 219 | 20 | 398 | 5%
o R D R T 203 | 67 | 239 | 47
D R D R T 193 | 53 12 | 28
0 R D R T 261° | 7.6 | 422° | 101
) R D R T 221° | 68 | 162" | 32
o R D R T 219" | 08 | 397 | 104
D R T R T 252° | 76 | 354" | 88
) R D R o T 13° | 05 b 00
) R D R T 260" | 7.6 | 43" | 105
D R D R T 25° 81 | 401 | 91
D R D R T 259 | 7.4 | 39.4° | 104
D R D R T N2 | 36 | &2 15
) R D R T 78 | 20 b 0,0
D R D R T 217 | a4 ) 00
D R D R T 181 | 62 | 143 | 36
D R D R T 79 | 53 | 747 | 17
D R D R T 267 | 90 | 2@ | 43
D R ) R T 185 | o7 nb 0,0
D R D R T 265" | &1 | M15° | 102
D R D R T 196° [ 60 | 83 | 23
D R D R T 256" | 65 | 428" | 104
D K D R T 227 | 74 | 388 | 6B
D Q ] R T 232 | 7.0 | a0 8.8
[V ] D R T 204 | 53 | 294" | 63
o R 0 R T 239 | 49 | 284" | 82
0 R ] R T 263° | 48 | 451 | 96
0 Q o 229 | 80 | 246" | 128
] a D 273 | B9 | 463° | 235
) Q D 214° | 68 | 167* | B9
o Q D 228" | 7.8 | 185 | 98
D Q o T 144" | a2 | 46 | 25
D Q [+ 135 | 48 o 0.0
) a D 57+ 15 h 0.0
0 ) ) 256° | 80 | 262° | 133
D R ) R 23 50 | 88" | a3
D ] D R 25 a3 7" 42
D R ) R 226° | 39 | 255" | 58
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Ejemplo 4. Purificacion de anticuerpos

Las células se recolectan mediante centrifugacién a 9.000 rpm durante
30 minutos a 4 °C y se almacenan a -20 °C. El sobrenadante se intercambid
con tampoén con el tampén A (NaHPO, 50 Mm, NaCl 300mM, imidazol 10 mM,
pH 8.,0), se concentrd y purificé usando un procedimiento de purificacién de dos
etapas. Brevemente, 100 m! del sobrenadante concentrado se cargaron en de
una columna de superflojo de Ni-NTA de 5 ml (Qiagen, 1018142), se lavaron
primero con 5x volimenes de la columna de tampdén A seguido de 5x
volumenes de la columna de tampén B al 4,3 % (NaH;PO, 50 mM NaCl 300
mM, imidazol 250 mM a pH 8,0) y se eluyeron con 7 volimenes de tampén B.
Las fracciones se combinan y dializan en PBS. En una segunda etapa de
purificaciéon, los anticuerpos purificados con Ni-NTA se incubaron con una
matriz de afinidad especifica de cadena ligera, es decir seleccidn con captura
de jambda o kappa (BAC 0849.010 y BAC 0833.10, respectivamente) para 2A8
and 4B7, respectivamente. Tras incubar a 4 °C durante la noche, la matriz se
carg6é en una columna, se lavo con 5 volumenes de PBS, 5 volimenes de
arginina 500 mM NaH;PQO4 100 mM, NaCl 100 mM a pH 6,0 y, de nuevo, 5
volimenes de PBS. Los anticuerpos se eluyeron con 6 volimenes de glicina
100 mM a pH 3,0. seguido de 3 volimenes de glicina 100 mM a pH 2,9 en 1/10
de un volumen total de HEPES 1M a pH 7,5 para neutralizar los eluidos. Por
ultimo, los eluatos se dializaron en PBS durante la noche a 4 ° C. Los

anticuerpos purificados se analizaron mediante SDS-PAGE y espectrometria

6f
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de masas.
Ejemplo 5. Medida de la afinidad de la unién del anticuerpo al TFPI
usando resonancia de plasmén superficial (Biacore)

El TFPI humano o de raton se inmovilizd sobre la superficie para
analizar. Se usaron chips de CM5 y el kit de acoplamiento de amina (GE
HealthCare} para la inmovilizacién del ligando de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. La cantidad de TFPI inmovilizado fue de aproximadamente 70
RU para adaptarse a la masa de anticuerpo que podia generar una Rmax de
100 RU. Los anticuerpes anti-TFPl parentales y madurados con afinidad
estaban en la fase movil. La determinacién de la afinidad se realizdé con al
menos cinco concentraciones diferentes (0,1, 0.4, 1,6, 6,4 y 25 nM) de los
anticuerpos purificados.

Analizando las variantes de anticuerpo que contienen mutaciones
sencillas en las regiones CDR, los inventores identificaron muchos clones que
tenian una sefial mas alta en el ensayo de uniéon ELISA. Los clones
seleccionados se purificaron y se analizé su afinidad por el TFPI humano o de
ratdbn usando Biacore. Como se muestra en la Tabla 5 y la Tabla 6, estos
clones tienen una afinidad por el TFPI mayor que los anticuerpos parentales
2A8 o 4B7. Aunque algunos de los mutantes de 228 tienen una tasa de
asociacion (ka) mas lenta que el anticuerpo parental 228, todos estos mutantes
tienen una tasa de disociacidén (kd) mas lenta que 2A8. En general, estas

mutaciones sencillas aumentan la afinidad de 2A8 en el intervalo de 1,47 veces
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a 7,22 veces en el TFPI humano y de 1,71 veces a 7,20 veces en el TFPI de
raton. Cuando los autores analizaron las variantes de 4B7, la mutacién D62R
en el dominio CDR2 de la cadena pesada aumenté significativamente la sefal.
Este clon se escogié para la medicion de la afinidad. Como se muestra en la
Tabla 5 y la Tabla 6, esta mutacion senciila aumenta la afinidad de 4B7 por el
RFPI humano de 11,1 nM a 58,2 pM, una mejora de 191 veces. La lenta tasa
de disociacion (kd) de 4B7HcD62R contribuye principalmente a la mejora de su
afinidad, de 8,40x103 /s de 4B7 a 1,65x10™* de 4B7HcD62R, una mejora de
aproximadamente 50 veces. De un modo similar, esta mutacién aumenta la
afinidad de 4B7 por el TFPI de raton de 58,6 nM a 427 pM a 427 pM, una
mejora de 137 veces.

Tabla 5. Afinidad de determinadas variantes de 2A8 o 4B7 (mutacién sencilla)

del TFPI humano

Muestra Clon ka (1/Ms) kd {1/s) KD (M) Mejora
2A8-1 HC_G33P 271E+06 224E-03  827E-10 270
2A8-2 HC_S31P 291E+06 3,33E-03  1,15E-09 1,95
2A8-3 HC_S31V 3,84E+06  1,43E-03  3,73E-10 6,00
2A8-4 HC_S835D 4,01E+06 3,80E-03  9,50E-10 2,35
2A8-6 HC_I51E 1,29E+06 1,62E-03  1,26E-09 1,78
2A8-7 HC_S54F 281E+06 2,04E-03 727E-10 3,08
2A8-8 HC_S55R 4 30E+06 3,94E-03  917E-10 2,44
2A8-9 HC_K99L 2,60E+06 8,03E-04  3,09E-10 7,22

2A8-10 HC_K9gv 2,55E+06 2,54E-03  995E-10 2,25
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2A8-11 LC_A3ZN 2,70E+06 4,10E-03  1,52E-09 1,47
2A8-12 HC_I51D 3,61E+06 495E-03  1,37E-09 1,63
2A8-13 LC_N51V 426E+06 2,20E-03 518E-10 4,32
2A8-14 LC_Y48F 2,64E+06 3,00E-03  1,14E-09 1,97
2A8-15 LC_D91K 4,33E+06 2,09E-03 4,82E-10 464
2A8-16 LC_DS1L 441E+06 4,40E-03  9,99E-10 2,24
2A8-17 LC_D91W 3,86E+06 4,32E-03  1,12E-09 2;00
2A8-20 2A8wt 3,13E+06 7,00E-03  224E-08 1,00
4B7HCDG2R HC_D62R 2,83E+06 1,65E-04  582E-11 190,83
4B7 4B7wt 7,56E+05 B8,40E-03 1,11E-08 1,00

Tabla 6. Afinidad de determinadas variantes de 2A8 o 4B7 (mutacién sencilla)

del TFPI de ratén

Muestra Clon ka (1/Ms)  kd (1/s) KD (M) Mejora
2A8-1 HC_G33P 9,12E+05 1,45E-03 1,59E-09 2,21
2A8-2 HC_S31P 1,53E+06 3,16E-03  2,06E-09 1,71
2A8-3 HC_S31Vv 3,39E+06 2,02E-03 5,95E-10 591
2A8-4 HC_S35D 1,25E+06 2,46E-03  1,98E-09 1,78
2A8-7 HC_Sb4F 8,84E+05 1,83E-03 2,07E-09 1,69
2A8-9 HC_K399L 1,56E+06 7,59E-04 4 ,88E-10 7,20
2A8-17 LC_D91W 2,86E+06 2,32E-03 8,14E-10 4,32
2A8wt 2A8wt 1,47E+06 5,17E-03 3 51E-09 1,00
4B7HcD62R HC_D62R 8,58E+06 3,67E-03 4,27E-10 137,00

4B7wt 4B7wt 2,18E+06 1,28E-01 5,86E-08 1,00
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Después, se investigd la afinidad de union de mutaciones multiples en
2A8 y 4B7. Como se muestra en la Tabla (7a) y la Tabla 8(a), los mutantes de
2A8 que contienen mutaciones multiples en los dominios de CDR tienen una
afinidad mayor que 2A8 con mutacion sencilla en la union del TFPl humano y
del TFPI de raton. Por ejemplo, , 2A8-200 tiene una afinidad 53,7 veces mayor
que 2A8 en la unidon del TFPI humano y una afinidad 55,4 veces mayor en ia
union del TFPI de raton. Como se muestra en la Tabla 7(b) y la Tabla 8(b}), los
mutantes de 4B7 que contienen mutaciones multiples en los dominios de CDR
tienen una afinidad mayor que 4B7 con mutacion sencilla en la unién del TFPI
humano y del TFPI de raton. Las variantes de las secuencias 2A8 y 4B7
parentales proporcionadas en las Tablas 7 y 8 también se han proporcionado
en el listado de secuencias. Las SEQ ID N° 5-11 corresponden a las variantes

de la cadena pesada de 2A8 enumeradas en las Tablas 7 y 8. Las SEC ID N°

12-18 corresponden a las variantes de la cadena ligera de 2A8. Las SEQ ID N

19-26 corresponden a las variantes de la cadena pesada de 4B7 enumeradas
en las Tablas 7 y 8. Las SEC ID N° 27-34 corresponden a las variantes de |a

cadena ligera de 4B7.
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Tabla 7(a). Afinidad de determinadas variantes de 2A8 (mutaciones muiltiples)

del TFPI humano

28BHC 2ABLC
! GPEBEBUBRPESPEEEBRBEARREE| F | T | & s

2A8-127 D L FIV|D W| 1,68E406 1,41E-04 841E-11 22
2A8-143 D R L F| V L W| 2,88E+06 1,05E.04 3.64E-11 50,9
2A8-200 D R L FlV w 2,87E+08 9,8BEDS 3,44E-11 337
2AB-216 Vv o| R v F L W| 3,29E+08 1,54E-04 4,67E-11 298
2A8-227 D L F L W| 3,28E+06 1,23E-04 3,75E-11 49,4
2A8-g200 E| S D R G| L|S|[Y]S|T|P|K{F|V M| Al W S| S| T 6,17E+05 | 3,61E-05 5,B4E-11 M7
2A8-9216 v DI R V| S| Y|S| TIHP]I K| F|S M L| S T| w| 145E406 5,29E-05 3,65E-11 50,7

2ABwt 2,05E+06 | 3,80E-03 1,65E-09 1

Tabla 7(b). Afinidad de determinadas variantes de 4B7 (mutaciones muiltiples)

del TFPI humano

487 HC 487 LC
g I |z | s §
] s |2 |13 (8|2 [§ 15 (8|8 |2 |B 3 E ¢ 8
B18.5 D Q D 3 F 1 1,23E+08 J,18E-05 2,B0E.11 4282
82.0 D R C R F 1 T 7 4BE+06 381E-05 5,10E-12 21778
Ba?1 D R D T T 2, TBE+DS 3,53E-05 1,27E-11 8740
B32.5 R o F 1 215E+08 3.15E-05 1,486-11 T4BT
B41.2 D R D R F I IABE+08 2 47E-05 7,18E-12 16527
BH.Y 2] R [»] R I 287E+08 2B1E-05 8.78E-12 1264,2
oBe.7 € [»] S Y R D R I B,32E+05 B 55E-08 1.02E-11 10015
§B9.7-1pG D 5 Y R D R 1 2,03E+06 1,56E-05 7.85E-12 14508
487 T.58E+DS R, 4CE-03 1,11E-08 1
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Tabla 8(a). Afinidad de determinadas variantes de 2A8 (mutaciones multiples})

del TFPI de ratén

2AB HC 2ABLC
- a
[ — —
3 — = - b0 - ko o B o N =
: FPRBEEREEFPrERREREDE SERBE| 2 E 2 e
2AB-127 D L Flv| D W| 824E+05 | 1,47E-03 | 1,78E-10 | 185
2A8-143 D R L F| WV L W| 1,40E+08 1,25603 | 87BE-11 485
2A8-200 D R L F| v W 1,04E+06 | 6,19E.04 | 584E.11 55,4
2A8-218 A Di R v F L Wi 4,19E+06 2,16E-04 8,15€-11 639
2A8-227 1} L F L Wi 6,01E+0G | 1,06E-03 | 1,53E-10 | 21,4
2A8-9200 E{ S vl R| G| L|SIY|S|T|P|K|F|V Al W S T 1,15E+06 1,39E-04 1,21E-10 273
2AB-g216 v D[ R visfy|[s|TIP{K[F{s L] s T 9B4E+Q5 | 7,78E058 | 7.91E-11 | 415
2AB wt 940E+05 | 3,10E-03 | 329E-09 1
Tabla 8(b). Afinidad de determinadas variantes de 4B7 (mutaciones muitiples)

del TFPI de raton

487 HC BT LC
5 z @ g 5
T Ll bbhbbbbbh| S : s :
= c |2 BREBEELCBRBERB 8 < x 9
8185 ) a[o[1 Fl1 109E+06 | 4,306-04 | 3,85E-10 1387
B20 ) R|D| [R|F|7T[7T] 699606 | 315604 | 451E-11 12135
B27.1 ) R| D T[T | 4.06E+06 | 7.42604 | 183E-10 2093
B325 R] D Fi 453€+06 | 4,68E-04 | 1.04E-10 528.4
Ba12 ) R[D| [R|F]1 473E+06 | 2.45E04 | 59E-T1 1065.7
807 5 RID| R ] 3596406 | 3,39E04 | 831E-11 5882
9887 |E| D |S|Y[R[D| [R| {1 9.20E+D5 | 1B5E:04 | 1,99E-10 2754
9B9.713G D [S{Y[RI{D| [R| |V 2,70E+06 | 236605 | B75612 62514
487 3.16E+06 | 172601 | 5A7E-08 1
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Ejemplo 6. Los anticuerpos de afinidad mejorada mostraron mas potencia
en el restablecimiento de la actividad del FXa

Para determinar si los anticuerpos anti-TFP! de afinidad mejorada
también mejoraban su potencia en el restablecimiento de la actividad del FXa
bloqueando el efecto inhibiddr de la proteina TFPI, los autores realizaron un
ensayo de restablecimiento de FXa. En este ensayo, una cantidad variada
indicada de los anticuerpos individuales con afinidad mejorada (30 pl) se incubd
con la cantidad fija de TFPI recombinante humano, de ratén o de rata (20 pl,
6,6 nM) en una mezcla de reacciéon total de S0 pl durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tras la incubacion se afadieron 50 pl de FXa (3,39 nM)
a la mezcla de reaccién y se incubaron a 37 °C durante 30 minutos. Despues, a
la mezcla de reaccion se anadieron 20 i del sustrato de FXa Spectr'ozyme‘
Tras una incubacion de 12 minutos, la absorbancia de cada pocillo se leyd a
405 nm usando un lector de placas (Molecular Device). Para cada experimento
se obtuvo una curva lineal estandar de la misma cantidad de FXa (3,39 nM)
inhibida por cantidades conocidas del TFPI. La actividad del FXa restablecida
al 100 % se definid como la actividad del FXa sin afadir cualquier cantidad de
TFPI y ia actividad del 0 % se defini6 como la actividad del FXa en presencia
de la proteina TFPI (6,6 7nM). L.a concentracion inhibidora semimaxima (CI50)
se calculd de este modo para cada anticuerpo anti-TFP! individual, algunos de
los cuales se proporcionan en la Tabla 9. La concentracién eficaz semimaxima

(CE50) también se calculd para determinadas variantes de 2A8 de segunda
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ronda y se proporcionan en la Tabla 10.
Tabla 9. CI50 y mejora de la potencia para determinados anticuerpos anti-TFPI
con sustituciones de un solo aminoacido usando el ensayo de restablecimiento

de FXa en comparacion con sus anticuerpos parentales, 2A8 y 4B7,

respectivamente.
CI50

Muestra Clon (ng/ml), Mejora
2A8-2 HC_S31P 0,33 1,7
2A8-3 HC_S31V 0,201 3,5
2A8-4 HC_S35D 0,55 1,1
2A8-6 HC_I51E 0,76 0,9
2A8-7 HC_S54F 0,35 2,0
2A8-9 HC_K99L 0,181 3,9
2A8-10 HC_K99V 0,39 1,6
2A8-14 LC_Y48F 0,34 1,9
2A8-15 LC_D91K 0,34 1,9
2A8-16 LC_D91L 0,37 1,7
2A8-17 LC_D91w 0,23 3,0
2A8-20 2A8wt 0,70 1,0
4B7HcD62R HC_D62R 0,068 25
4B7 4B7wt 1,46 1,0
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Tabla 10. CE50 y mejora para los anticuerpos anti-TFPI seleccionados que
tienen mdltiples sustituciones de aminoacidos en comparacién con el 2A8

parental.

2A8 HC 2A8LC CES0

Muestras S31 S35 151 S55 K99 Y48 N51 G56 D91 V96 (nM) Mejora

2A8-127 D L F Vv D W 0,44 18,2
2A8-143 D R L F vV L W 0,50 15,8
2A8-200 D R L F v W 0.81 9,7
2A8-216 V D R Vv F L w 1,08 7.3

2AB-9 L 1,00 7.9
2A8 wt 7,91 1,00

Ejemplo 7. Los anticuerpos de afinidad mejorada mostraron mas potencia
en el acortamiento del tiempo de coagulacion en un ensayo dPT

Para confirmar si estos anticuerpos de afinidad mejorada también
mejoraban la potencia en el acortamiento del tiempo de coagulacion se lleva a
cabq un dPT determinando el efecto de determinados anticuerpos de afinidad
mejorada sobre el tiempo de coagulacion usando plasma humano con hemofilia
A. El ensayo dPT se realiza esenciaimente como se describe en Welsch y col.
(Thrombosis Res., 1991, 64(2). 213-222). Brevemente, el plasma humano de
hemofilia A (George King Biomedical) se prepara mezclando plasma con 0,1
volimenes de tampén control (como control negativo) o los anticuerpos anti-

TFPI! indicados. Tras incubar durante 30 minutos a 25°C, cada una de las
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muestras de plasma (100 yl) preparadas se combinaron con 100 pl de
simplastina (Biomerieux) adecuadamente diluida (dilucién 1:500) como fuente
de trombopilastina y 100 pl de cloruro calcico 25 mM. El tiempo de coagulacion
se determina usando un vibrometro STA4 (Stago) justo después de artadir
cloruro calcico.

Ejemplo 8. Los anticuerpos de afinidad mejorada mostraron mas
potencia en el acortamiento del tiempo de 'coagulacién usando sangre de
hemofilia A humana inducida con anticuerpos anti-Factor VIlI

Para confirmar si los anticuerpos de afinidad mejorada mostraban mas
potencia en el acortamiento del tiempo de coagulacién, ios autores usaron un
sistema ROTEM para analizar el efecto de estos anticuerpos sobre el tiempo
de coagulacién en sangre de heofilia A inducida con anticuerpos neutralizantes
contra FVIIl humano, que simula la sangre de pacientes de hemofilia A con
inhibidores. El sistema ROTEM (Pentapharm GmbH) incluye un instrumento de
cuatro canales, un ordenador, patrones de plasma, activadores y tazas y pinzas
desechables. Los parametros trombolastograficos de los sistemas
hemostasicos ROTEM incluyen: Tiempo de coagulacién (CT), que refleja el
tiempo de reaccién (tiempo requerido para obtener una amplitud de 2 mm tras
el inicio de la recoleccion de datos) para el inicio de la coagulacion sanguinea;
tiempo de formacidon de coagulos (CFT) y el éngulo' alfa para reflejar la
propagacion de la coagulacién, y la amplitud maxima y los médulos elasticos

maximos para refiejar la firmeza del coagulo. En un ensayo ROTEM, se usaron
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300 ul de sangre entera citrada recién extraida, en la que la actividad del FVIII
se habia neutralizado mediante |la adicion de anticuerpos policlonales contra el
FVIII, para analizar el efecto de los anticuerpos anti-TFPI de afinidad mejorada
en comparacién con los anticuerpos anti-TFP| parentales. Todos los
constituyentes se reconstituyeron y se mezclaron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, con recoleccion de datos durante el periodo de
tiempo requerido para cada sistema. En pocas palabras, las muestras se
mezclaron retirando/dispensando 300 ul de sangre o plasma con una pipeta
automatica en tazas ROTEM con adicién de 20 p! de CaCl; (200 mmol),
seguido por mezclado inmediato de la mezcla e inicio de la recoleccion de
datos. Los datos se recogieron durante 2 horas usando un sistema ROTEM
(version del software 2,986) controlado por ordenador.

Un resultado ejemplo del ensayo ROTEM en la deteccién del efecto de
los anticuerpos anti-TFPI de afinidad mejorada en el acortamiento del tiempo
de coagulacioén sanguinea se muestra en las Figuras 2 y 3. La Figura 2 muestra
el efecto de determinados anticuerpos anti-TFPI de afinidad madurada de
primera ronda sobre el tiempo de coagulacién de la sangre de hemofilia
inducida por anticuerpos humanos. Los anticuerpos de afinidad muy mejorada.
2A8-9 y 2A8-17, muestran mucha mas potencia en el acortamiento del tiempo
de coagulacidn en sangre humana de hemofilia A inducida por anticuerpos,
mientras que 2A8-10, cuya afinidad de union al TFPI no habia mejorado,

presentaron una potencia de coagulacién similar, en comparacién con el
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anticuerpo 2A8 parental.

Ejemplo 9. Los anticuerpos de afinidad mejorada muestran mejor
tasa de supervivencia en un modelo de transeccién en la vena de la cola
de ratones con hemofilia A

Para determinar si los anticuerpos de afinidad mejorada son mas
potentes en un efecto protector sobre ratones con hemorragia se usé un
modelo de transeccién en la vena de la cola de ratones con hemofilia A. A
través de la vena de la cola se administrd a los ratones varias cantidades
indicadas del anticuerpo anti-TFPI parental 2A8 o las varias cantidades
indicadas de A200 24 horas antes de la lesidn. A las 24 horas de la dosis se
transecciono la vena izquierda de ta cola a 2,7 mm de la punta (en diametro).
La supervivencia se observd en las 24 horas posteriores a la transeccién. Se
demostré que la tasa de supervivencia era dependiente de la dosis cuando se
administraba con el FVIII recombinante (10 Ul/kg a 30 Ul/kg).

La Figura 4 muestra que un anticuerpo A200 seleccionado con afinidad
mejorada prolongaba significativamente la supervivencia de los ratones con
hemofilia A de un modo dependiente de la dosis en comparacién con la IgG1
control de raton {(CTX IgG1) y mostraba una tasa de supervivencia mayor que

el anticuerpo 2A8 parental a cada una de las dosis equivalentes.
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Ejemplo 10. Los anticuerpos de afinidad mejorada mostraron mayor
tiempo de coagulacién usando plasma' humano con hemofilia C
(deficiente en FXI)

Ademas, se utilizd un ensayo ROTEM para analizar el efecto de los
anticuerpos sobre el tiempo de coagulacion en plasma humano deficiente en
Factor XI {deficiente FXI), que simula los pacientes de hemofilia C. El resultado
de este ensayo ROTEM en la deteccion del efecto de los anticuerpos anti-TFP!
de afinidad mejorada en el acortamiento del tiempo de.coagulacién en plasma
se muestra en la Figuras 5. La Figura 5 muestra que una variante de, 2 a 8,
2A8-200, potenciaba la coagulacién en plasma humano de hemofilia A de un
modo dependiente de la dosis y sus efectos son comparables con los del FVlla
recombinante. {

Aunque la presente invencion se ha descrito con respecto a las formas
de realizacion y ejemplos especificos, debe entenderse que se pueden realizar
diversos cambios y modificaciones y los equivalentes pueden sustituirse sin
desviarse del verdadero espiritu y alcance de la invencion La memoria y los
ejemplos deben considerarse de naturaleza ilustrativa en vez de restrictivos.
Ademads, todos los articulos, libros, patentes y solicitudes de patente citadas en

la presente memoria descriptiva se incorporan por referencia en su totalidad.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo monoclonal humano IgG aislado que se une
especificamente al inhibidor de la via del factor tisular humano, en el que el
anticuerpo comprende:
(a) una cadena ‘pesada humana que comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 3 que comprende:

- una region CDR1 con una secuencia de aminoacidos DSVSSNSAAWS

(residuos 27 a 37), que comprende la sustitucion N32D relativa a la SEQ

ID N° 3;

- una region CDR2 con una secuencia de aminoacidos
II'YKRSKWYNDYAVSVKS (residuos 52 a 70), que comprende la sustitucion
D62R relativas ala SEQ ID N° 3:

- una regidn CDR3 con wuna secuencia de aminoacidos
WHSDKHWGFDY (residuos 102 a 112}, que comprende la sustitucion Y112D
relativa a la SEQ ID N° 3; y
(b)  una cadena ligera humana que comprende la secuencia de aminoacidos

mostrada en la SEC ID N° 4 que comprende:

- una regibn CDR1 con wuna secuencia de aminoacidos

RSSQSLVFSDGNTYLN (residuos 24 a 39); que comprende las

sustituciones S32R y N35I relativas a la SEQ ID N° 4;

- una region CDR2 con una secuencia de aminoacidos KGSNRAS

{residuos 55 a 61);
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- una regién CDR3 con una secuencia de aminoacidos QQYDSYPLT

(residuos 94 a 102).

2. El anticuerpo monoclonal humano IgG aislado de acuerdo con la
reivindicacion 1, en el que la cadena pesada humana que comprende la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 3 comprende la

sustitucion K55Y.

3. El anticuerpo monoclonal humano IgG aislado de acuerdo con la
reivindicacién 1, en el que la cadena pesada humana que comprende la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 3 comprende la

sustitucion Q1E.

4. El anticuerpo monoclonal humano IgG aislado de acuerdo con la
reivindicacion 1, en el que la cadena pesada humana comprende la secuencia
de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 25, y la cadena ligera humana

comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC 1D N° 33.

5. El anticuerpo monoclonal humano IgG aislado de acuerdo con la
reivindicacién 1, en el que la cadena pesada humana que comprende la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 3 comprende las

sustituciones N32D, G44S, K55Y, D62R, Y112D.
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6. El anticuerpo monocional humano IgG aislado de acuerdo con la
reivindicacién 1, en el que la cadena pesada humana que comprende la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 3 comprende las

sustituciones Q1E, N32D, G44S, K55Y, D62R, Y112D.

7. El anticuerpo monoclonal humano IgG aislado de acuerdo con la
reivindicacion 1, en el que la cadena pesada humana comprende la secuencia
de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 26, y la cadena ligera humana

comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 34.

8. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo monoclonal
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

AR
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Resumen

Se proporcionan anticuerpos monoclonales aislados que se unen al
inhibidor de la via del factor tisular (TFP1) h-umano. También se contemplan las
moléculas de acido nucleico aisladas que codifican anticuerpos monoclonales
que se unen al TFPIl. También se proporcionan composiciones farmacéuticas
que comprenden los anticuerpos monoclonales anti-TFP! y procedimientos de
tratamiento de deficiencias o defectos en la coagulacion mediante
administracidn de los anticuerpos. También se proporcionan procedimientos

para producir los anticuerpos.
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Figura 2




TC- Tiempo de coagulacién (s) medide mediante NATEM-ROTEM
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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