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ANTICUERPOS ANTAGONISTAS ANTI-NPR1 Y METODOS DE USO DE LOS

MISMOS

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[001] Esta solicitud se presentd el 6 de diciembre de
2022 como Solicitud de Patente Internacional PCT y reivindica
prioridad sobre las Solicitudes de Patente Provisionales de
EE.UU. Num. 63/286,476, presentada el 6 de diciembre de 2021,
y 63/310,078, presentada el 14 de febrero de 2022, en su
totalidad. El contenido de cada una de las cuales se incorpora

aqui como referencia.

REFERENCIA A UN XML DE LISTA DE SECUENCIAS

[002] Esta solicitud contiene un listado de secuencias
que se envidé electrdnicamente en formato XML. E1 XML del
listado de secuencias se incorpora aqui como referencia. Dicho
archivo XML, creado el 24 de noviembre de 2022, lleva el nombre

40848 0112wWOUl SL.xml y tiene un tamano de 82,654 bytes.

CAMPO DE LA INVENCION

[003] La presente invencidédn estd relacionada con
anticuerpos antagonistas y fragmentos de unidén a antigeno que
se unen especificamente al receptor 1 del péptido natriurético
(NPR1), y métodos terapéuticos y de diagndéstico para usar esos

anticuerpos.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[004] E1 receptor 1 del péptido natriurético (NPR1;
también conocido como NPR-A) es una guanilato ciclasa unida a
membrana que media la conversidn intracelular de trifosfato de
guanosina en monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) (Martinez-
Rumayor, et al., 2008 Am J Cardiol 101 (3a):3-8). NPR1l se
expresa ampliamente, incluso en el rifién, los pulmones, las
glandulas suprarrenales, la vasculatura, el cerebro, el higado,
los tejidos endoteliales y adiposos y en niveles mas bajos en
el corazdédn. Se activa uniéndose al péptido natriurético
auricular (ANP) o al péptido natriurético cerebral (BNP). La
activacién y seflalizacidén de NPR1 estimulan muchas respuestas
fisiolbégicas que involucran muchos tejidos. El sistema ANP-
NPR1 ha sido bien estudiado por su papel en la vasorelajacidn,
natriuresis, diuresis, permeabilidad endotelial y en funciones
no cardiovasculares como la lipdlisis y las funciones de las
células inmunes (Potter, 2011 Pharmacol. Ther. 130: 71-82). El
agonismo de NPR1 produce alteraciones de la presidén arterial
(PA) sistémica a través de efectos mediados por cGMP sobre el
volumen intravascular, vasorelajacidn, natriuresis y diuresis.

[005] Los anticuerpos monoclonales contra NPR1 fueron
descritos por primera vez por Kitano et al., en 1995 (Immunol.
Lett. 47: 215-22). Los anticuerpos anti-NPR1 activadores o

agonistas se describen, por ejemplo, en las
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patentes/publicaciones de EE.UU. Num. 9090695, 20160168251 vy
20200123263, y en el documento W02010065293.

[006] La hipotensién, o presidédn arterial baja, puede
ser una afeccidn relativamente benigna y asintoméatica, pero
puede volverse preocupante cuando la presidén de bombeo no es
suficiente para perfundir oérganos clave con sangre oxigenada
(Sharma, et al., actualizado en 2021 Hipotensidn, disponible
en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK499961/) . Las
complicaciones de la hipotensidén no tratada con gasto cardiaco
deficiente son graves e incluso pueden provocar la muerte.

[007] Los trastornos caracterizados por hipotensidn
tienen una gran necesidad médica insatisfecha de terapias
seguras y de accidén prolongada. Relativamente pocos féarmacos
aumentan la presidén arterial y el volumen intravascular. La
mayoria de los farmacos existentes tienen limitaciones; por
ejemplo, los agentes orales tienen una duracidén de accidn
corta, lo que requiere dosis multiples al dia, vy 1los
vasopresores intravenosos requieren infusidédn en una UCI con
monitorizacidén frecuente debido a un indice terapéutico

estrecho.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION
[008] En un aspecto, la presente invencidén proporciona
anticuerpos antagonistas y fragmentos de unidén a antigeno de

los mismos que se unen especificamente a la proteina del
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receptor 1 del péptido natriurético (NPR1). En una modalidad,
se proporciona un anticuerpo aislado o fragmento de unidén a
antigeno del mismo que se une especificamente a la proteina
del receptor 1 del péptido natriurético (NPR1l), en donde el
anticuerpo o fragmento de unidédn a antigeno del mismo se une a
NPR1 y bloguea NPR1l. En una modalidad adicional, bloquear NPRI1
comprende inhibir y/o bloquear la sefializacién y/o actividad
de NPR1. En determinadas modalidades, los anticuerpos anti-
NPR1 son anticuerpos completamente humanos que se unen a NPRI1
con alta afinidad y bloquean NPR1. Los anticuerpos de la
presente invencidn son Utiles, entre otras cosas, para bloquear
o reducir la sefializacidén de NPR1 y/o la actividad hipotensora
de la proteina NPR1. En determinadas modalidades, 1los
anticuerpos son Utiles para prevenir, tratar o mejorar al menos
un sintoma o indicacidén de una enfermedad o trastorno asociado
a NPR1, incluida la hipotensidn, en un sujeto. En determinadas
modalidades, los anticuerpos se pueden administrar de forma
profilactica o terapéutica a un sujeto que tiene o estd en
riesgo de tener una enfermedad o trastorno asociado a NPR1. En
modalidades especificas, los anticuerpos se usan para aumentar
la presidén arterial sistémica en un sujeto que sufre de presiodn
arterial baja. Dichos anticuerpos pueden usarse como terapia
para un trastorno o afeccidn asociada con hipotensidn cuando

se administran a un sujeto gque lo necesita.
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[009] Los anticuerpos antagonistas descritos en el
presente documento se unen a NPR1 con alta afinidad y tienen
propiedades farmacocinéticas mejoradas (en comparacidén con los
farmacos de atencidén estandar). Una dosis dudnica de un
anticuerpo de la presente invencidén condujo a un aumento
sostenido de la presidédn arterial. De hecho, los anticuerpos
descritos en el presente documento son eficaces para aumentar
la presibén arterial y mantener la presién aumentada durante
hasta 28 dias cuando se administran como una dosis unica.
Dichos anticuerpos pueden usarse para proporcionar una eficacia
superior, Jjunto con una dosificacidén menos frecuente, en un
sujeto con una enfermedad o trastorno asociado a NPR1l (por
ejemplo, hipotensidn).

[010] Los anticuerpos de 1la invencién pueden ser de
longitud completa (por ejemplo, un anticuerpo IgGl o IgG4) o
pueden comprender sélo una porcidédn de unidn al antigeno (por
ejemplo, un fragmento Fab, F(ab'): o scFv), y pueden ser
modificados para afectar la funcionalidad, por ejemplo, para
aumentar la persistencia en el huésped o para eliminar
funciones efectoras residuales (Reddy, et al., 2000, J.
Immunol. 164:1925-1933). En determinadas modalidades, 1los
anticuerpos pueden ser biespecificos.

[011] En wun primer aspecto, la presente invencidn

proporciona anticuerpos antagonistas monoclonales
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mismos que se unen especificamente a NPRI1.

[012] En algunas modalidades, los anticuerpos son
anticuerpos monoclonales completamente humanos.

[013] Los anticuerpos anti-NPR1 ejemplares de 1la
presente invencidn se enumeran en las Tablas 1 y 2 del presente
documento. La Tabla 1 establece los identificadores de
secuencia de aminocdcidos de las regiones variables de cadena
pesada (HCVR), regiones variables de cadena ligera (LCVR),
regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada
(HCDR) (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) vy regiones determinantes de
complementariedad de cadena ligera (LCDR) (LCDR1, LCDRZ2 vy
LCDR3) de anticuerpos ejemplares. La Tabla 2 establece los
identificadores de secuencia de &cido nucleico de HCVR, LCVR,
HCDR1, HCDRZ2 HCDR3, LCDR1l, LCDR2 y LCDR3 de los anticuerpos
ejemplares.

[014] La presente invencidn proporciona anticuerpos, o
fragmentos de unidén a antigeno de los mismos, que comprenden
un HCVR que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
de cualgquiera de las secuencias de aminoacidos de HCVR
enumeradas en la Tabla 1, o una secuencia sustancialmente
similar de la misma gque tiene al menos 90%, al menos 95%, al
menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia con el

mismo.
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[015] La presente invencién también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden una LCVR que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de cualquiera de las secuencias de
aminodcidos de LCVR enumeradas en la Tabla 1, o una secuencia
sustancialmente similar de la misma que tiene al menos 90%, al
menos 95%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia
con la misma.

[016] La presente invencién también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden una regién de variabilidad de cadena pesada
(HCVR) que tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, 22, 38 y 55.

[017] La presente invencién también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden una regién de variabilidad de cadena ligera
(LCVR) que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 10, 30, 46 y 63.

[018] La presente invencidn también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden tres regiones determinantes de
complementariedad (CDR) contenidas dentro de una regidn
variable de cadena pesada (HCVR) seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 2, 22, 38 y 55; y tres CDR contenidas

dentro de wuna regién variable de cadena ligera (LCVR)



10

15

20

25

seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 10, 30, 46 vy
63.

[019] La presente invencién también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden un par de secuencias de aminoacidos de HCVR vy
LCVR (HCVR/LCVR) que comprende cualquiera de las secuencias de
aminodcidos de HCVR enumeradas en la Tabla 1 emparejadas con
cualquiera de las secuencias de aminodcidos de LCVR enumeradas
en la Tabla 1. De acuerdo con ciertas modalidades, la presente
invencidén proporciona anticuerpos, o fragmentos de unién a
antigeno de los mismos, que comprenden un par de secuencias de
aminodcidos HCVR/LCVR contenidas dentro de cualquiera de los
anticuerpos anti-NPR1 ejemplares enumerados en la Tabla 1. En
ciertas modalidades, el par de secuencias de aminoacidos
HCVR/LCVR se selecciona de una de las SEQ ID NO: 2/10 (p. ej.,
mAb38067), 22/30 (p. ej., mAb38072), 38/46 (p. ej., mAb38090)
y 55/63 (p. ej., mAb22034).

[020] La presente invencidén también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden una HCVR y una LCVR, comprendiendo dicha HCVR
una secuencia de aminoacidos enumerada en la Tabla 1 que tiene
no mas de doce sustituciones de aminodcidos, y/o dicha LCVR
comprendiendo una secuencia de aminodcidos enumerada en la
Tabla 1 que no tiene mads de diez sustituciones de aminoacidos.

Por ejemplo, la presente invencidén proporciona anticuerpos o
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fragmentos de unidén a antigeno de los mismos que comprenden
una HCVR y una LCVR, comprendiendo dicha HCVR una secuencia de
aminodcidos enumerada en la Tabla 1, teniendo dicha secuencia
de aminodcidos una, dos, tres, cuatro, cinco, seils, siete,
ocho, nueve, diez, once o doce sustituciones de aminoacidos.
En otro ejemplo, la presente invencidn proporciona anticuerpos
o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos que comprenden
una HCVR y una LCVR, comprendiendo dicha LCVR una secuencia de
aminodcidos enumerada en la Tabla 1, teniendo dicha secuencia
de aminoacidos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve o diez sustituciones de aminoadcidos. En una
modalidad, la presente invencidn proporciona anticuerpos anti-
NPR1 o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos que
comprenden una HCVR y una LCVR, comprendiendo dicha HCVR una
secuencia de aminodcidos enumerada en la Tabla 1, teniendo
dicha secuencia de aminodcidos al menos una sustitucidén de
aminodcidos, vy/o dicha LCVR comprende una secuencia de
aminodcidos enumerada en la Tabla 1, teniendo dicha secuencia
de aminoédcidos al menos una sustitucidén de aminocacidos.

[021] La presente invencidn también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden una CDR1 de cadena pesada (HCDR1) que comprende
una secuencia de aminodcidos seleccionada de cualquiera de las
secuencias de aminodcidos de HCDR1 enumeradas en la Tabla 1 o

una secuencia sustancialmente similar de la misma que tiene al
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menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% de
identidad de secuencia.

[022] La presente invencién también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden una CDRZ de cadena pesada (HCDR2) que comprende
una secuencia de aminodcidos seleccionada de cualquiera de las
secuencias de aminodcidos de HCDR2 enumeradas en la Tabla 1 o
una secuencia sustancialmente similar de la misma gque tiene al
menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% de
identidad de secuencia.

[023] La presente invencién también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden una CDR3 de cadena pesada (HCDR3) que comprende
una secuencia de aminoadcidos seleccionada de cualquiera de las
secuencias de aminodcidos de HCDR3 enumeradas en la Tabla 1 o
una secuencia sustancialmente similar de la misma gque tiene al
menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% de
identidad de secuencia.

[024] La presente invencidn también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden una CDR1 de cadena ligera (LCDR1) que comprende
una secuencia de aminodcidos seleccionada de cualquiera de las
secuencias de aminoadcidos de LCDR1 enumeradas en la Tabla 1 o

una secuencia sustancialmente similar de la misma que tiene al
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menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% de
identidad de secuencia.

[025] La presente invencién también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden una CDR2 de cadena ligera (LCDR2) que comprende
una secuencia de aminodcidos seleccionada de cualquiera de las
secuencias de aminodcidos de LCDR2 enumeradas en la Tabla 1 o
una secuencia sustancialmente similar de la misma gque tiene al
menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% de
identidad de secuencia.

[026] La presente invencidén también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden una CDR3 de cadena ligera (LCDR3) que comprende
una secuencia de aminodcidos seleccionada de cualquiera de las
secuencias de aminodcidos de LCDR3 enumeradas en la Tabla 1 o
una secuencia sustancialmente similar de la misma gque tiene al
menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% de
identidad de secuencia.

[027] La presente invencidn también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden:

(a) un dominio de la regidén determinante de la cadena
pesada (HCDR) 1 qgue tiene wuna secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4, 24, 40 y

57;
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(b) un dominio HCDR2 que tiene wuna secuencia de
aminoadcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
6, 26, 42 y 59;

(c) un dominio HCDR3 que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
8, 28, 44, vy 61;

(d) un dominio de la regidén determinante de la cadena
ligera (LCDR) 1 gque tiene wuna secuencia de aminoécidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12, 48 y 65;

(e) un dominio LCDR2 que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en AAS y GAS;
y

(f) un dominio LCDR3 que tiene wuna secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
16, 32 y 69.

[028] La presente invencidén también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden un par de secuencias de aminodcidos de HCDR3 vy
LCDR3 (HCDR3/LCDR3) que comprende cualquiera de las secuencias
de aminoadcidos de HCDR3 enumeradas en la Tabla 1 emparejadas
con cualquiera de 1las secuencias de aminoacidos de LCDR3
enumeradas en la Tabla 1. De acuerdo con ciertas modalidades,
la presente invencidn proporciona anticuerpos, o fragmentos de
unién a antigeno de los mismos, que comprenden un par de

secuencias de aminodcidos HCDR3/LCDR3 contenidos dentro de
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cualquiera de los anticuerpos anti-NPR1l ejemplares enumerados
en la Tabla 1. En ciertas modalidades, el par de secuencias de
aminodcidos HCDR3/LCDR3 se selecciona del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 8/16 (p. ej., mAb38067), 28/32 (p. ej., mAb38072),
44/16 (p. ej., mAb38090) y 61/ 69 (p. ej., mAb22034).

[029] T1a presente invencidn también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden una HCVR y una LCVR, comprendiendo dicha HCVR
comprende HCDR1 que comprende una secuencia de aminodcidos que
difiere de una secuencia de aminodcidos enumerada en la Tabla
1 en 1 aminoacido, HCDR2 que comprende una secuencia de
aminoacidos que difiere de una secuencia de aminoacidos
enumerada en la Tabla 1 en 1 aminodcido, y HCDR3 gque comprende
una secuencia de aminodcidos que difiere de una secuencia de
aminoadcidos enumerada en la Tabla 1 en 1 aminoédcido. En ciertas
modalidades, la presente invencidn proporciona anticuerpos, o
fragmentos de unidén a antigeno de los mismos, que comprenden
una HCVR y una LCVR, comprendiendo dicha LCVR, LCDR1 que
comprende una secuencia de aminodcidos que difiere de una
secuencia de aminodcidos enumerada en la Tabla 1 por 1
aminoadcido, LCDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos
que difiere de una secuencia de aminoadcidos enumerada en la
Tabla 1 en 1 aminoadcido, y LCDR3 gue comprende una secuencia
de aminocdcidos que difiere de una secuencia de aminoacidos

enumerada en la Tabla 1 en 1 aminodcido. Por ejemplo, la
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presente invencidén proporciona anticuerpos, o fragmentos de
unién a antigeno de los mismos, que comprenden una HCVR y una
LCVR, comprendiendo dicha HCVR HCDR1 que comprende una
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 24 o una secuencia de
aminoacidos que difiere de SEQ ID NO: 24 por 1 aminoacido,
HCDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
26 o una secuencia de aminocdcidos que difiere de SEQ ID NO: 26
por 1 aminodcido, y HCDR3 que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 28 o una secuencia de aminoacidos
que difiere de SEQ ID NO: 28 en 1 aminodcido. En otra modalidad
ejemplar, la presente invencidn proporciona anticuerpos, o
fragmentos de unidén a antigeno de los mismos, que comprenden
una HCVR vy una LCVR, comprendiendo dicha LCVR LCDR1 que
comprende una secuencia de aminocacidos de SEQ ID NO: 12 o una
secuencia de aminoadcidos que difiere de SEQ ID NO:12 por 1
aminoacido, LCDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos
de AAS o una secuencia de aminocacidos que difiere de AAS en 1
aminoacido, y LCDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 32 o una secuencia de aminodcidos que difiere de
SEQ ID NO: 32 por 1 aminoacido.

[030] TLa presente invencién también proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos,
que comprenden un conjunto de seis CDR (es decir, HCDR1-HCDR2-
HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3) contenidos dentro de cualquiera de

los anticuerpos ejemplares enumerados en la Tabla 1. En ciertas
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modalidades, el conjunto de secuencias de aminocdcidos HCDR1-
HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 se selecciona del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 4-SEQ ID NO: 6-SEQ ID NO: 8-SEQ ID NO:
12-AAS-SEQ ID NO: 16 (p. ej., mAb38067), SEQ ID NO: 24-SEQ ID
NO: 26-SEQ ID NO: 28-SEQ ID NO: 12-AAS-SEQ ID NO: 32 (p. ej.,
mAb38072), SEQ ID NO: 40-SEQ ID NO: 42-SEQ ID NO: 44-SEQ 1ID
NO: 48-AAS-SEQ ID NO: 16 (p. ej., mAb38090), y SEQ ID NO: 57-
SEQ ID NO: 59-SEQ ID NO: 61-SEQ ID NO: 65-GAS-SEQ ID NO: 69
(p. ej., mAb22034).

[031] En una modalidad relacionada, la presente
invencidén proporciona anticuerpos, o fragmentos de unién a
antigeno de los mismos, que comprenden un conjunto de seis CDR
(es decir, HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3) contenidos
dentro de un par de secuencias de aminodcidos HCVR/LCVR como
definido por —cualquiera de los anticuerpos ejemplares
enumerados en la Tabla 1. Por ejemplo, la presente invencidn
incluye anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de 1los
mismos, que comprenden el conjunto de secuencias de aminoacidos
HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 contenidos dentro de un
par de secuencias de aminodcidos HCVR/LCVR seleccionado del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 8/16 (p. ej., mAb38067), 28/32
(p. ej., mAb38072), 44/16 (p. ej., mAb38090) y 61/69 (p. ej.,
mAb22034) . En una modalidad relacionada, la presente invencidn
proporciona anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de

los mismos, que comprenden un par de secuencias de aminoacidos
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de regidn variable de cadena pesada (HCVR)/regidn variable de
cadena ligera (LCVR) seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 2/10, 22/30, 38/46 y 55/63.

[032] Los métodos y técnicas para identificar CDR dentro
de las secuencias de aminodcidos de HCVR y LCVR son bien
conocidos en la técnica y pueden usarse para identificar CDR
dentro de las secuencias de aminodcidos de HCVR y/o LCVR
especificadas presentadas en el presente documento. Las
convenciones ejemplares gque pueden usarse para identificar los
limites de las CDR incluyen, por ejemplo, la definicién de
Kabat, la definicién de Chothia y la definicidén de ADbM. En
términos generales, la definicidén de Kabat se basa en la
variabilidad de la secuencia, la definicidén de Chothia se basa
en la ubicacién de las regiones del bucle estructural y la
definicién de AbM es un compromiso entre los enfoques de Kabat
y Chothia. Véase, por ejemplo, Kabat, "Sequences of Proteins
of Immunological Interest", National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991); Al-Lazikani, et al., J. Mol. Biol.
273:927-948 (1997); y Martin, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 86:9268-9272 (1989). También hay bases de datos pUblicas
disponibles para identificar secuencias de CDR dentro de un
anticuerpo.

[033] En ciertas modalidades, la presente invencidn
incluye un anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo

que se une especificamente a NPR1l, en donde el anticuerpo o
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fragmento de unidén a antigeno del mismo comprende una cadena
pesada y una cadena ligera, en donde la cadena ligera se
selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 20, 36, 53 vy
73.

[034] En modalidades adicionales, la presente invencidn
incluye un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
que se une especificamente a NPR1, en donde el anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo comprende una cadena
pesada y una cadena ligera, en donde la cadena pesada se
selecciona del grupo que consiste de SEQ ID NO: 18, 34, 51 y
71; y la cadena ligera se selecciona del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 20, 36, 53 y 73.

[035] En modalidades adicionales, la presente invencién
incluye un anticuerpo o fragmento de unibén a antigeno del mismo
que se une especificamente a NPR1l, en donde el anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo se une a residuos en
el 1ldébulo inferior del dominio extracelular de NPR1. En auln
otras modalidades, la presente invencidén incluye un anticuerpo
o fragmento de unidén a antigeno del mismo gque se une
especificamente a NPR1l, en donde el anticuerpo o fragmento de
unidén a antigeno del mismo interactia con al menos uno de los
residuos de NPR1 seleccionados del grupo dgque consiste en
Argl43, Leuld4d, Glu384, Leud01l, vVald02, Alal03, Ser405, Gly406,

Arg407, Lys408, Trp4ll, Leu4dl3, Gly41l4, Tyr4l5 y Pro4dle.
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[036] En modalidades adicionales, la presente invencién
incluye un anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo
que se une especificamente a NPR1l, en donde el anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo comprende una cadena
pesada y una cadena ligera, en donde la cadena pesada comprende
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18; y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:
20.

[037] En modalidades adicionales, la presente invencién
incluye un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
que se une especificamente a NPR1, en donde el anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo comprende una cadena
pesada y una cadena ligera, en donde la cadena pesada comprende
una secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 34; y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:
36.

[038] En modalidades adicionales, la presente invencidn
incluye un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
que se une especificamente a NPR1l, en donde el anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo comprende una cadena
pesada y una cadena ligera, en donde la cadena pesada comprende
una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 51; y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:

53.
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[039] En modalidades adicionales, la presente invencién
incluye un anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo
que se une especificamente a NPR1l, en donde el anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo comprende una cadena
pesada y una cadena ligera, en donde la cadena pesada comprende
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 71; y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:
73.

[040] En ciertas modalidades, la presente invencién
incluye un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
que se une especificamente a NPR1l, en donde el anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo comprende tres regiones
determinantes de complementariedad (CDR) de cadena pesada
(HCDR1, HCDRZ2 y HCDR3) contenidas dentro una regidédn variable
de cadena pesada (HCVR) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1,
LCDR2 y LCDR3) contenidas dentro de una regién variable de
cadena 1ligera (LCVR), en donde la HCVR comprende: (i) una
secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 2, 22, 38 y 55; (ii) una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos un 90% de identidad con la secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
2, 22, 38 y 55; (iii) una secuencia de aminoadcidos que tiene
al menos un 95% de identidad con la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, 22, 38 y

55; o (iv) una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
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que consiste en SEQ ID NO: 2, 22, 38 y 55, teniendo dicha
secuencia de aminocdcidos no més de 12 sustituciones de
aminoadcidos; vy la LCVR comprende: (a) una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
10, 30, 46 y 63; (b) una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos un 90% de identidad con la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 10, 30, 46 vy
63; (c) una secuencia de aminoadcidos que tiene al menos un 95%
de identidad con la secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 10, 30, 46 y 63; o (d) una
secuencia de aminoadcidos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 10, 30, 46 y 63, teniendo dicha secuencia de
aminodcidos no mas de 10 sustituciones de aminoédcidos.

[041] En ciertas modalidades preferidas, 1la presente
invencién incluye anticuerpos gque se unen especificamente a
NPR1 de manera antagonista, es decir, bloquean o reducen la
unién y/o actividad de NPRI1.

[042] La presente invencidén incluye anticuerpos anti-
NPR1 que tienen un patrédn de glicosilacidédn modificado. En
algunas modalidades, puede ser Util una modificacidén para
eliminar sitios de glicosilacidén indeseables, o un anticuerpo
que carezca de un resto de fucosa presente en la cadena de
oligosacarido, por ejemplo, para aumentar la funcidn de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) (ver

Shield, et al. (2002) JBC 277:26733). En otras aplicaciones,
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se puede realizar una modificacidén de la galactosilacidn para
modificar la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) .

[043] En ciertas modalidades, la presente invencién
proporciona anticuerpos y fragmentos de unidén a antigeno de
los mismos que exhiben unidén dependiente del pH a NPR1. Por
ejemplo, la presente invencidn incluye anticuerpos y fragmentos
de unidén a antigeno de los mismos que se unen a NPR1 con mayor
afinidad a pH neutro que a pH basico (es decir, unidén reducida
a pH béasico).

[044] 1La presente invencidn también proporciona
anticuerpos y fragmentos de unidén a antigeno de los mismos que
compiten por la unidén especifica a NPR1 con un anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo que comprende las CDR
de un HCVR y las CDR de un LCVR, en donde HCVR y LCVR tienen
cada uno un secuencia de aminoacidos seleccionada de las
secuencias HCVR y LCVR enumeradas en la Tabla 1.

[045] La presente invencién también proporciona
anticuerpos y fragmentos de unidén a antigeno de los mismos que
compiten de forma cruzada por la unidén a NPR1 con un anticuerpo
de referencia o fragmento de unidén a antigeno del mismo que
comprende las CDR de un HCVR y las CDR de un LCVR, en donde
HCVR y LCVR tienen cada uno una secuencia de aminoacidos
seleccionada de las secuencias HCVR y LCVR enumeradas en la

Tabla 1.
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[046] La presente invencién también proporciona
anticuerpos y fragmentos de unidén a antigeno de los mismos que
se unen al mismo epitopo que un anticuerpo de referencia o
fragmento de unidén a antigeno del mismo que comprende tres CDR
de una HCVR y tres CDR de una LCVR, en donde HCVR y LCVR tienen
cada uno un amino secuencia de acido seleccionada de las
secuencias HCVR y LCVR enumeradas en la Tabla 1.

[047] En ciertas modalidades, los anticuerpos o)
fragmentos de unidén a antigeno de la presente invencidédn son
biespecificos y comprenden una primera especificidad de unidn
a un primer epitopo de NPR1 y una segunda especificidad de
unidén a un segundo epitopo de NPR1 en donde el primer y segundo
epitopos son distintos y no se superponen.

[048] En ciertas modalidades, la presente invencién
proporciona un anticuerpo antagonista anti-NPR1 aislado o un
fragmento de unidén a antigeno del mismo, en donde el anticuerpo
o fragmento de unidén a antigeno del mismo tiene una o mas de
las siguientes caracteristicas: (a) es un anticuerpo monoclonal
completamente humano; (b) se une a NPR1 humano a 25 °C y a 37
°C con una constante de disociacidén (Kp) de menos de 1.7 nM,
medida en un ensayo de resonancia de plasmbén superficial; (c)
se une a NPR1 de mono a 25 °C y 37 ©C con una Kp de menos de
1.99 nM, medida en un ensayo de resonancia de plasmbédn
superficial; (d) se une a NPR1 humano en presencia de ANP a 25

°C y a 37 °C con una Kp de menos de 1.52 nM, medida en un ensayo
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de resonancia de plasmén superficial; (e) inhibe la activacidn
de NPR1 inducida por ligando (por ejemplo, inducida por ANP o
BNP), medida mediante ensayo de acumulacién de cGMP; (f) se
une a NPR1 humano en presencia o ausencia de ANP o BNP con una
ECso de menos de 2.9 nM, medida mediante inmunoensayo basado en
electroquimioluminiscencia; (g) se une a NPR1 de mono en

presencia o ausencia de ANP o BNP con una ECso de menos de 4.2

nM, medida mediante inmunocensayo basado en
electroquimioluminiscencia; (h) aumenta las presiones
sanguineas sistémicas (incluidas las presiones sistdlica,

diastdlica, arterial media y de pulso) cuando se administra a
ratones normotensos e hipotensos, en donde el aumento de las
presiones sanguineas sistémicas dura hasta aproximadamente 28
dias tras la administracidén de una dosis Utnica; (i) aumenta la
presidén arterial sistémica cuando se administra a ratones
hipotensos inducidos por sobreexpresidén de ANP, en donde el
aumento de la ©presidén arterial sistémica dura hasta
aproximadamente 28 dias tras la administracién de una dosis
unica; (j) aumenta la presidén arterial sistémica en ratones
hipotensos inducidos por LPS; vy (k) comprende una HCVR que
comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
gue consiste en la secuencia de HCVR enumerada en la Tabla 1 y
una LCVR que comprende una secuencia de aminoéacidos
seleccionada del grupo que consiste en secuencias de LCVR

enumeradas en la Tabla 1.
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[049] En un segundo aspecto, 1la presente invencidn
proporciona moléculas de Acido nucleico que codifican
anticuerpos anti-NPR1 o porciones de los mismos. En ciertas
modalidades, se proporciona una molécula de polinucledtido
aislada que comprende una secuencia de polinucledtido que
codifica una regidén variable de cadena pesada (HCVR) de un
anticuerpo aislado o fragmento de unidén a antigeno del mismo
que se une especificamente a la proteina del receptor 1 del
péptido natriurético (NPR1l), en donde el anticuerpo o su
fragmento de unidén a antigeno se une a NPR1l y bloquea NPR1l. En
modalidades adicionales, se ©proporciona una molécula de
polinucledétido aislada que comprende una secuencia de
polinucledétido que codifica una regién variable de cadena
ligera (LCVR) de un anticuerpo aislado o fragmento de unién a
antigeno del mismo que se une especificamente a la proteina
del receptor 1 del péptido natriurético (NPR1l), en donde el
anticuerpo o su fragmento de unidén a antigeno se une a NPR1l y
bloquea NPR1l. Por ejemplo, la presente invencidn proporciona
moléculas de &cido nucleico que codifican cualquiera de las
secuencias de aminodcidos de HCVR enumeradas en la Tabla 1; en
ciertas modalidades, la molécula de &cido nucleico comprende
una secuencia de polinucledétidos seleccionada de cualguiera de
las secuencias de 4cido nucleico de HCVR enumeradas en la Tabla

2, O una secuencia sustancialmente similar de la misma que
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tiene al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99%
de identidad de secuencia con el mismo.

[050] La presente invencién también proporciona
moléculas de &acido nucleico que codifican cualquiera de las
secuencias de aminodcidos de LCVR enumeradas en la Tabla 1; en
ciertas modalidades, la molécula de &cido nucleico comprende
una secuencia de polinucledétidos seleccionada de cualguiera de
las secuencias de &acido nucleico LCVR enumeradas en la Tabla
2, 0 una secuencia sustancialmente similar de la misma que
tiene al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99%
de identidad de secuencia con el mismo.

[051] La presente invencién también proporciona
moléculas de &cido nucleico que codifican cualquiera de las
secuencias de aminocdcidos de HCDR1 enumeradas en la Tabla 1;
en ciertas modalidades, la molécula de 4cido nucleico comprende
una secuencia de polinucledétidos seleccionada de cualquiera de
las secuencias de &acido nucleico HCDR1 enumeradas en la Tabla
2, O una secuencia sustancialmente similar de la misma que
tiene al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99%
de identidad de secuencia con el mismo.

[052] T1a presente invencién también proporciona
moléculas de &cido nucleico que codifican cualquiera de las
secuencias de aminodcidos de HCDR2 enumeradas en la Tabla 1;
en ciertas modalidades, la molécula de &cido nucleico comprende

una secuencia de polinucledétidos seleccionada de cualguiera de
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las secuencias de &acido nucleico HCDR2 enumeradas en la Tabla
2, O una secuencia sustancialmente similar de la misma que
tiene al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99%
de identidad de secuencia con el mismo.

[053] La presente invencién también proporciona
moléculas de &cido nucleico que codifican cualquiera de las
secuencias de aminodcidos de HCDR3 enumeradas en la Tabla 1;
en ciertas modalidades, la molécula de 4cido nucleico comprende
una secuencia de polinucledétidos seleccionada de cualquiera de
las secuencias de &acido nucleico HCDR3 enumeradas en la Tabla
2, o una secuencia sustancialmente similar de la misma que
tiene al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99%
de identidad de secuencia con el mismo.

[054] 1La presente invencién también proporciona
moléculas de &cido nucleico que codifican cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de LCDR1 enumeradas en la Tabla 1;
en ciertas modalidades, la molécula de &cido nucleico comprende
una secuencia de polinucledétidos seleccionada de cualquiera de
las secuencias de acido nucleico LCDR1 enumeradas en la Tabla
2, 0 una secuencia sustancialmente similar de la misma que
tiene al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99%
de identidad de secuencia con el mismo.

[055] La presente invencién también proporciona
moléculas de &cido nucleico que codifican cualquiera de las

secuencias de aminodcidos de LCDR2 enumeradas en la Tabla 1;
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en ciertas modalidades, la molécula de &4cido nucleico comprende
una secuencia de polinucledétidos seleccionada de cualguiera de
las secuencias de &acido nucleico LCDR2 enumeradas en la Tabla
2, o una secuencia sustancialmente similar de la misma que
tiene al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99%
de identidad de secuencia con el mismo.

[056] La presente invencién también proporciona
moléculas de Aacido nucleico que codifican cualquiera de las
secuencias de aminodcidos LCDR3 enumeradas en la Tabla 1; en
ciertas modalidades, la molécula de &cido nucleico comprende
una secuencia de polinucledétidos seleccionada de cualquiera de
las secuencias de &acido nucleico LCDR3 enumeradas en la Tabla
2, 0 una secuencia sustancialmente similar de la misma que
tiene al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99%
de identidad de secuencia con el mismo.

[057] La presente invencién también proporciona
moléculas de &cido nucleico que codifican una HCVR, en donde
la HCVR comprende un conjunto de tres CDR (es decir, HCDRI1-
HCDR2-HCDR3), en donde el conjunto de secuencias de aminoacidos
HCDR1-HCDR2-HCDR3 es como se define por cualquiera de las
anticuerpos ejemplares enumerados en la Tabla 1.

[058] La presente invencién también proporciona
moléculas de &cido nucleico que codifican una LCVR, en donde
la LCVR comprende un conjunto de tres CDR (es decir, LCDR1-

LCDR2-LCDR3), en donde el conjunto de secuencias de aminoacidos
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LCDR1-LCDR2-LCDR3 es como se define en cualquiera de 1los
ejemplos anticuerpos enumerados en la Tabla 1.

[059] 1La presente invencién también proporciona
moléculas de acido nucleico que codifican tanto una HCVR como
una LCVR, en donde la HCVR comprende una secuencia de
aminoacidos de cualquiera de las secuencias de aminoacidos de
HCVR enumeradas en la Tabla 1, y en donde la LCVR comprende
una secuencia de aminodcidos de cualquiera de las Secuencias
de aminodcidos de LCVR enumeradas en la Tabla 1. En ciertas
modalidades, la molécula de A&cido nucleico comprende una
secuencia de polinucledétidos seleccionada de cualquiera de las
secuencias de &acidos nucleicos de HCVR enumeradas en la Tabla
2, O una secuencia sustancialmente similar de la misma que
tiene al menos 90%, al menos 95%, al menos un 98% o al menos
un 99% de identidad de secuencia con la misma, y una secuencia
de polinucledétidos seleccionada de cualquiera de las secuencias
de 4cido nucleico de LCVR enumeradas en la Tabla 1, o una
secuencia sustancialmente similar de la misma gue tenga al
menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o al menos un
99% de identidad de secuencia con el mismo. En ciertas
modalidades de acuerdo con este aspecto de la invencidn, la
molécula de &cido nucleico codifica una HCVR y una LCVR, en
donde tanto la HCVR como la LCVR se derivan del mismo anticuerpo

anti-NPR1 enumerado en la Tabla 1.
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[060] En un aspecto relacionado, la presente invencidn
proporciona un vector que comprende una molécula de
polinucledétido que codifica una HCVR de un anticuerpo aislado
o fragmento de unidén a antigeno del mismo que se une
especificamente a la proteina del receptor 1 del péptido
natriurético (NPR1), en donde el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno del mismo se une a NPR1 y bloquea NPR1. En
otro aspecto relacionado, la presente invencidén proporciona un
vector que comprende una molécula de polinucledétido que
codifica una LCVR de un anticuerpo aislado o fragmento de unidn
a antigeno del mismo que se une especificamente a la proteina
del receptor 1 del péptido natriurético (NPR1l), en donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une a
NPR1 y blogquea NPR1. En otro aspecto relacionado més, la
presente invencién proporciona vectores de expresién
recombinantes capaces de expresar un polipéptido que comprende
una regidén variable de cadena pesada y/o ligera de un
anticuerpo. Por ejemplo, la presente invencién incluye vectores
de expresidn recombinantes gque comprenden cualquiera de las
moléculas de 4&cido nucleico mencionadas anteriormente, es
decir, moléculas de &cido nucleico que codifican cualquiera de
las secuencias HCVR, LCVR y/o CDR como se establece en la Tabla
2. En ciertas modalidades, la presente invencidn proporciona
vectores de expresidén que comprenden: (a) una molécula de acido

nucleico que comprende una secuencia de &acido nucleico dque
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codifica una HCVR de un anticuerpo que se une a NPR1, en donde
la HCVR comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada
del grupo que consiste en secuencias enumeradas en la Tabla 1;
y/o (b) wuna molécula de &cido nucleico que comprende una
secuencia de &cido nucleico que codifica wuna LCVR de un
anticuerpo que se une a NPR1, en donde la LCVR comprende una
secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste
en secuencias enumeradas en la Tabla 1. También se incluye
dentro del alcance de la presente invencién células huésped
que comprenden un vector de acuerdo con la invencidn, asi como
métodos para producir los anticuerpos o porciones de los mismos
cultivando las células huésped en condiciones que permitan la
produccién de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, y
recuperando los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos asi
producidos. En determinadas modalidades, el método de
produccidén de acuerdo con la invencidén comprende ademas
formular el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del
mismo como una composicidén farmacéutica que comprende un
vehiculo aceptable. En determinadas modalidades, las células
huésped comprenden una célula de mamifero o wuna célula
procaridética. En determinadas modalidades, la célula huésped
es una célula de ovario de hdmster chino (CHO) o una célula de
Escherichia coli (E. coli). En ciertas modalidades, la presente
invencidén proporciona métodos para producir un anticuerpo o

fragmento de unién a antigeno del mismo de la invencién,
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comprendiendo los métodos introducir en una célula huésped un
vector de expresién que comprende una secuencia de 4acido
nucleico que codifica una HCVR y/o LCVR de un anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo de la invencién unido
operativamente a un promotor; cultivar la célula huésped en
condiciones favorables para la expresidén de la secuencia de
dcido nucleico; y aislar el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo del medio de cultivo y/o célula huésped. El
anticuerpo aislado o su fragmento de unidén a antigeno se puede
purificar usando cualquiera de los métodos conocidos en la
técnica anterior.

[061] En un tercer aspecto, la invencidén proporciona una
composicién farmacéutica gque comprende un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo Qgque se une
especificamente a la proteina del receptor 1 del péptido
natriurético (NPR1), en donde el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno del mismo se une a NPR1 y bloquea NPR1, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra modalidad, 1la
composicidn farmacéutica comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de al menos un anticuerpo monoclonal
recombinante o fragmento de unidén a antigeno del mismo que se
une especificamente a NPR1 y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En un aspecto relacionado, la invencidn presenta
una composicidédn que es una combinacidén de un anticuerpo anti-

NPR1 y un segundo agente terapéutico o terapia. En una
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modalidad, el segundo agente terapéutico o terapia es cualquier
agente o terapia dque se combina ventajosamente con un
anticuerpo anti-NPR1. Los agentes o terapias ejemplares dgue
pueden combinarse ventajosamente con un anticuerpo antagonista
anti-NPR1 incluyen, sin limitacidn, otros agentes que se unen
y/0 bloquean la sefializacidn y/o actividad de NPR1 (incluidos
otros anticuerpos o fragmentos de unidén a antigeno de los
mismos, etc.) y/o agentes que no se unen directamente a NPR1
pero que, no obstante, tratan o mejoran al menos un sintoma o
indicacién de una enfermedad o trastorno asociado con NPR1
(presentado en otra parte del presente documento). En otra
parte del presente documento se describen terapias combinadas
adicionales y coformulaciones que involucran los anticuerpos
anti-NPR1 de la presente invencidn.

[062] En un cuarto aspecto, la invencidén proporciona
métodos terapéuticos para tratar una enfermedad o trastorno
asociado con NPR1 en un sujeto usando un anticuerpo anti-NPRI1
0 una porcidén de unidn a antigeno de un anticuerpo de la
invencién, en donde los métodos terapéuticos comprenden
administrar una composicidén farmacéutica gque comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o fragmento
de unidén a antigeno de un anticuerpo de acuerdo con la invencidn
al sujeto gque 1lo necesita. En determinadas modalidades, el
trastorno tratado es cualquier enfermedad o afeccidn que

mejora, mejora, inhibe o previene mediante el bloqueo de la
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actividad de NPR1 (p. ej., hipotensién). En determinadas
modalidades, la enfermedad o trastorno asociado a NPR1l se
selecciona del grupo que consiste en hipotensidén, shock
circulatorio, shock séptico, hipotensidn ortostéatica
neurogénica, sindrome de taquicardia ortostatica postural
(POTS), insuficiencia cardiaca, shock cardiogénico, obesidad,
insuficiencia renal, enfermedad crdénica. enfermedad renal,
edema macular, glaucoma, accidente cerebrovascular, trastornos
pulmonares, fibrosis pulmonar, inflamacidén, asma, trastornos
del <crecimiento esquelético, fracturas ¢6seas, diabetes,
hipoglucemia y céancer.

[063] En ciertas modalidades, la invencidn proporciona
métodos para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno
asociado a NPR1 que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de wun anticuerpo anti-NPR1 o un
fragmento de unidén a antigeno del mismo de la invencidédn a un
sujeto que lo necesita. En algunas modalidades, el anticuerpo
o fragmento de unidén a antigeno del mismo se puede administrar
de forma profildctica o terapéutica a un sujeto (por ejemplo,
a un sujeto que tiene o estd en riesgo de tener una enfermedad
o0 trastorno asociado a NPR1l). En determinadas modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno, o la composicidn
que comprende un anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno
del mismo, segun la invencidn, se administra en combinacidn

con un segundo agente terapéutico o terapia. El segundo agente
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terapéutico o) terapia puede, en ciertas modalidades,
seleccionarse del grupo que consiste en un inhibidor de 1la
angiogénesis, un vasoconstrictor/vasopresor, un
inmunosupresor, acido ascoédrbico, un inhibidor de la
calcineurina, un corticosteroide, un inhibidor de VEGF, un
descongestionante, un antidepresivo, anticonceptivo hormonal,
un estimulante (incluido un estimulante cardiaco), cafeina,
oxigenacién por membrana extracorpdrea, dispositivo de
asistencia ventricular, baldén de contrapulsacidédn intraadrtico,
una modificacidédn del estilo de vida, un suplemento dietético,
un farmaco antimicrobiano, insulina y un farmaco
antiinflamatorio. En ciertas modalidades, el segundo agente
terapéutico o terapia puede ser un agente o terapia que ayuda
a contrarrestar o reducir cualquier posible efecto secundario
asociado con un anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del
mismo de la invencidén, si debe ocurrir dicho(s) efecto(s)
secundario(s). El anticuerpo o fragmento del mismo, o 1la
composicidén que comprende un anticuerpo o fragmento de unidn a
antigeno del mismo, segun la invencidén, se puede administrar
por via subcuténea, intravenosa, intradérmica,
intraperitoneal, oral o intramuscular. El anticuerpo o
fragmento del mismo se puede administrar a una dosis de
aproximadamente 0.1 mg/kg de peso corporal a aproximadamente
100 mg/kg de peso corporal del sujeto. En determinadas

modalidades, un anticuerpo de la presente invencidén se puede
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administrar en una o mas dosis que comprenden entre 10 mg vy
600 mg.

[064] La presente invencidén también incluye el uso de un
anticuerpo anti-NPR1 o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo de la invencidén en la fabricacidédn de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad o trastorno que se
beneficiaria del bloqueo de la unidén y/o actividad de NPRI1.

[065] Otras modalidades resultardn evidentes a partir de

una revisién de la siguiente descripcidédn detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[066] Las Figuras 1A y 1B muestran gque los anticuerpos
anti-NPR1 inhibieron la activacidén de hNPR1 inducida por (Fig.
1A) ANP y (Fig. 1B) BNP. Las células se pretrataron con
concentraciones crecientes de anticuerpos anti-NPR1, mAb de
control o tampdédn de dilucidén solo durante 15 minutos a 37 °C,
seguido de concentraciones crecientes de ANP, BNP, ANP 0.2 nM
o BNP 0.7 nM durante 30 minutos a 37 °C. El experimento se
realizé6 por duplicado. Los simbolos abiertos indican
condiciones en las que no se afiadidé ningun articulo de prueba
o sb6lo se afiadid una concentracidn constante de ANP o BNP, vy
los simbolos cerrados indican condiciones en las que el
articulo de prueba se afiadidé en un rango de concentraciones;

tampén de dilucidn: OptiMEM con 0.1% de FBS.
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[067] Las Figuras 2A-2E mnmuestran la inhibicidén no
competitiva de la activacién de NPR1 mediada por ANP por (Fig.
2A) H4H22034N, (Fig. 2B) REGN7541, (Fig. 2C) REGN7544 y (Fig.
2D) REGN7548 con células HEK293/hNPR1. Los datos del panel de
las Figs. 2A a 2D se analizaron en el analisis de graficos de
Schild (Fig. 2E) para evaluar la pendiente de Schild para cada
uno de los anticuerpos anti-NPR1. La deteccidén de la intensidad
de fluorescencia y la concentracidén de cGMP se calcularon como
se describe en el procedimiento experimental. El experimento
se realizd por duplicado. No se representd estimulacidn del
ligando para cada concentracidén de anticuerpo indicada a 0.1
pM y se incluyd en el anadlisis del grafico de Schild. Los
simbolos abiertos indican condiciones de ANP solo sin articulo
de prueba; los simbolos cerrados indican condiciones en 1las
que se afiadidé el articulo de prueba en las concentraciones
indicadas de 50 nM, 150 nM o 450 nM con ANP en un rango de
concentraciones de 1 pM a 1 uM; tampdn de dilucidn: OptiMEM
con FBS al 0.1%; CR: relacién de concentraciédn.

[068] TILas Figuras 3A-3C muestran que los anticuerpos
anti-NPR1 indujeron la internalizacidén de NPR1 medida mediante
un ensayo de citotoxicidad con ADC secundario (Fig. 3A) en
ausencia de ligando o en presencia de (Fig. 3B) ANP 100 nM o
(Fig. 3C) BNP de 100 nM. Las células HEK293/hNPR1l se
pretrataron con concentraciones crecientes de anticuerpos

anti-NPR1, mAb de control o tampdén de dilucidén solo en
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presencia o ausencia de ANP 100 nM o BNP 100 nM durante 5
minutos a 37 °C, seguido de un tratamiento secundario con ADC
durante 3 dias a 37°C . El experimento se realizd por duplicado.
Los simbolos abiertos indican condiciones en las que no se
afiadié ningun articulo de prueba o sélo se afiadidé wuna
concentracién constante de ANP o BNP, y los simbolos cerrados
indican condiciones en las que el articulo de prueba se afiadid
en un rango de concentraciones; tampdén de dilucidn: OptiMEM
con 0.1% de FBS.

[069] La Figura 4 muestra los efectos agudos de los mAb
antagonistas de NPR1 sobre la presidén del pulso en ratones
normotensos NPR1M/hu: dosis unica de 25 mg/kg. Se asignaron al
azar ratones normotensos NPRI1MWhu telemétricos en grupos con
base en el peso corporal. A los animales se les administrd una
unica inyeccidén intravenosa de 25 mg/kg de un mAb antagonista
de NPR1 o PBS como se describe en la Tabla 25. Todos los valores
son medias * SEM, n=6 por grupo.

[070] La Figura 5 muestra los efectos de los mAb
antagonistas de NPR1 sobre la presidén arterial sistdlica en
ratones normotensos NPR1RwWhu: dosis Unica de 25 mg/kg. Se
asignaron al azar ratones normotensos NPR1MW/hu telemétricos en
grupos con base en el peso corporal. A los animales se les
administré una Unica inyeccidén intravenosa de 25 mg/kg de un
mAb antagonista de NPR1 o PBS como se describe en la Tabla 25.

Todos los valores son medias * SEM, n=6 por grupo.
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[071] La Figura 6 muestra los efectos de los mAb
antagonistas de NPR1 sobre la presién arterial sistdlica en
ratones normotensos NPR1M/hu: dosis unica de 1 mg/kg. Se
asignaron al azar ratones normotensos NPRI1M/MU telemétricos en
grupos con base en el peso corporal. A los animales se les
administrdé una Unica inyeccidédn subcutédnea de 1 mg/kg de un mAb
antagonista de NPR1 o una unica inyeccidén de 25 mg/kg de mAb
de control de isotipo IgG4P como se describe en la Tabla 28.
Todos los valores son medias = SEM, n=4-5 por grupo.

[072] La Figura 7 muestra los efectos de los mAb
antagonistas de NPR1 sobre la presidén arterial sistdlica en
ratones normotensos NPR1bMw/hu: dosis tUnica de 25 mg/kg. Se
asignaron al azar ratones normotensos NPR1M/hu telemétricos en
grupos con base en el peso corporal. A los animales se les
administré una uUnica inyeccidn subcutdnea de 25 mg/kg de un
mAb antagonista de NPR1 o mAb de control de isotipo IgG4P como
se describe en la Tabla 28. Todos los valores son media * SEM,
n=4-5 por grupo.

[073] La Figura 8 muestra los efectos de los mAb
antagonistas de NPR1 sobre las presiones sanguineas sistdlicas
en ratones NPR1MW/IhU hipotensos inducidos por sobreexpresidn de
ANP. Se asignaron al azar ratones normotensos NPRI1Ru/hu
telemétricos en grupos con base en el peso corporal. A los
animales se les administrd una dosis Unica de 50 ug de HDD de

control o ©plésmido ANP seguido de una unica inyecciédn
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intravenosa de 25 mg/kg de mAb antagonista de NPR1 o control
de isotipo como se describe en la Tabla 31. Todos los valores
son medias * SEM, n=4-7 por grupo.

[074] Las Figuras 9A y 9B muestran los efectos de los
mAb antagonistas de NPR1 sobre el peso del corazédn absoluto
(Fig. 9A) vy relativo (Fig. 9B) después de ratones NPR1hu/hu
hipotensos inducidos por sobreexpresidén. Se asignaron al azar
ratones normotensos NPR1M/hu telemétricos en grupos con base en
el peso corporal. A los animales se les administrd una Unica
inyeccidén subcutdnea de 25 mg/kg de un mAb antagonista de NPRI1
o mAb de control de isotipo IgG4P como se describe en la Tabla
31. Todos los valores son media * SEM, n=5-8 por grupo.

[075] La Figura 10 muestra los efectos de 1los mAb
antagonistas de NPR1 sobre las presiones del pulso en ratones
NPR1Mw/hu hipotensos inducidos por LPS: dosis intravenosa unica
preventiva o terapéutica de 25 mg/kg. Los ratones NPR1hRu/hu
telemétricos se asignaron al azar en grupos con base en el peso
corporal. A los animales se les administrd una UGnica inyecciédn
intraperitoneal de 5 mg/kg de LPS o solucidn salina y una Unica
inyeccidén intravenosa de un mAb antagonista de NPR1 o PBS ~24
horas antes o 8 horas después de la dosis de LPS como se
describe en la Tabla 35. Todos los valores son media * SEM,
n=7-10 por grupo.

[076] La Figura 11 muestra el cambio medio en la presidn

del pulso normalizado al valor inicial para cada grupo de



10

15

20

25

40

tratamiento entre 3 dias antes de la administracién de REGN7544
o control del vehiculo hasta el final del experimento. Los
datos se expresan como media del grupo * error estédndar de la
media.

[077] La Figura 12 muestra el cambio medio en la presidn
arterial sistdélica normalizada al valor inicial para cada grupo
de tratamiento entre 3 dias antes de la administracidén de
REGN7544 o control del vehiculo hasta el final del experimento.
Los datos se expresan como media del grupo * error estéandar de
la media. Las lineas punteadas verticales indican la
administracidn del farmaco indicada por la via de

administracidén (es decir, SC o PO).

DESCRIPCION DETALLADA

[078] Antes de describir los presentes métodos, debe
entenderse que esta 1invencién no se limita a métodos
particulares y condiciones experimentales descritas, ya que
dichos métodos vy condiciones pueden variar. También debe
entenderse que la terminologia wutilizada en el presente
documento tiene el propdsito de describir modalidades
particulares Unicamente y no pretende ser limitante, ya que el
alcance de la presente invencién estard limitado Unicamente
por las reivindicaciones adjuntas.

[079] A menos que se defina lo contrario, todos 1los

términos técnicos y cientificos utilizados en este documento
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tienen el mismo significado que entiende cominmente un experto
en la técnica a la que pertenece esta invencidén. Aungque en la
préctica o prueba de la presente invencién se puede utilizar
cualquier método y material similar o equivalente a 1los
descritos en el presente documento, ahora se describen los
métodos y materiales preferidos. Todas 1las publicaciones
mencionadas en este documento se incorporan aquili como
referencia en su totalidad.

Definiciones

[080] E1 término "NPR1", también llamado "NPRA", se
refiere al receptor 1 del péptido natriurético (también
conocido como receptor A del péptido natriurético). NPR1 es
una guanilato ciclasa transmembrana homodimérica, una enzima
que cataliza la sintesis de cGMP. NPR1 es el receptor de
péptidos natriuréticos tanto auriculares (ANP) como cerebrales
(BNP) y sufre cambios conformacionales en el dominio
extracelular tras la unidén del ligando (Ogawa, et al., 2004 J.
Biol. Chem. 279: 28625-31). La proteina tiene 4 regiones
distintas que comprenden un dominio de unidén a ligando
extracelular, una Unica regidén transmembrana, un dominio de
homologia similar a la proteina quinasa intracelular y un
dominio catalitico de guanilil ciclasa. La secuencia de
aminoadcidos de la proteina NPR1 de longitud completa se
ejemplifica mediante la secuencia de aminodcidos proporcionada

en UniProtKB/Swiss-Prot con el numero de acceso P16066.1. E1
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término "NPR1" incluye la proteina NPR1 recombinante o un
fragmento de la misma. El término también abarca la proteina
NPR1 o un fragmento de la misma acoplado a, por ejemplo,
etiqueta de histidina, Fc de ratdé4n o humano, o0 una secuencia
sefial tal como ROR1 (por ejemplo, SEQ ID NO: 74-78).

[081l] El1 término "anticuerpo", tal como se utiliza en el
presente documento, pretende referirse a moléculas de
inmunoglobulina compuestas por cuatro cadenas polipeptidicas,
dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L)
interconectadas por enlaces disulfuro (es decir, "moléculas de
anticuerpo completas"), asi como sus multimeros (p. ej., IgM)
o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos. Cada cadena
pesada estd compuesta por una regidn variable de cadena pesada
("HCVR” o “Wg”) vy una regidn constante de cadena pesada
(compuesta por los dominios CHi, CHz y CHiz). Cada cadena ligera
estd compuesta por una regidn variable de cadena ligera (“LCVR
o “Wi”) y una regidén constante de cadena ligera (Cy). Las
regiones Ve y Vi se pueden subdividir en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones qgque estén
més conservadas, denominadas regiones estructurales (FR). Cada
Ve y Vi estd compuesto por tres CDR y cuatro FR, dispuestos
desde el extremo amino al extremo carboxi en el siguiente
orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. En determinadas

modalidades de la invencién, las FR del anticuerpo (o fragmento
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de unidén al antigeno del mismo) pueden ser idénticas a las
secuencias de la linea germinal humana, o pueden modificarse
de forma natural o artificial. Se puede definir una secuencia
consenso de aminoacidos basandose en un anadlisis en paralelo
de dos o mas CDR.

[082] También es posible la sustitucidén de uno o més
residuos de CDR o la omisidén de una o mds CDR. En la literatura
cientifica se han descrito anticuerpos en los que para la unidn
se puede prescindir de una o dos CDR. Padlan, et al., (1995
FASEB J. 9:133-139), analizaron las regiones de contacto entre
los anticuerpos y sus antigenos, Dbasandose en estructuras
cristalinas publicadas, y concluyeron que sbélo alrededor de
una quinta a una tercera parte de los residuos de CDR realmente
entran en contacto con el antigeno. Padlan también encontrd
muchos anticuerpos en los que una o dos CDR no tenian
aminoacidos en contacto con un antigeno (ver también, Vajdos,
et al., 2002 J Mol Biol 320:415-428).

[083] Los residuos de CDR que no entran en contacto con
el antigeno se pueden identificar basadndose en estudios previos
(por ejemplo, los residuos H60-H65 en CDRH2 a menudo no son
necesarios), a partir de regiones de las CDR de Kabat que se
encuentran fuera de las CDR de Chothia, mediante modelado
molecular y/o empiricamente. Si se omite una CDR o residuo (s)
de la misma, normalmente se sustituye con un aminodcido que

ocupa la posicidén correspondiente en otra secuencia de
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anticuerpo humano o un consenso de dichas secuencias. Las
posiciones para la sustitucién dentro de las CDR vy 1los
aminodcidos a sustituir también se pueden seleccionar
empiricamente. Las sustituciones empiricas pueden ser
sustituciones conservadoras o no conservadoras.

[084] Los anticuerpos monoclonales anti-NPR1
completamente humanos descritos en el presente documento pueden
comprender una o) mas sustituciones, inserciones y/o
eliminaciones de aminoadcidos en las regiones estructurales y/o
CDR de los dominios variables de las cadenas pesada y ligera
en comparacién con las secuencias de la linea germinal
correspondientes. Tales mutaciones pueden determinarse
facilmente comparando las secuencias de aminodcidos descritas
en el presente documento con secuencias de la linea germinal
disponibles, por ejemplo, en bases de datos publicas de
secuencias de anticuerpos. La presente invencidén incluye
anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos,
que se derivan de cualquiera de las secuencias de aminoacidos
presentadas en el presente documento, en donde uno o més
aminodcidos dentro de una o mas regiones estructurales y/o CDR
estdn mutados al residuo correspondiente de la secuencia de la
linea germinal de la que se derivd el anticuerpo, o al residuo
correspondiente de otra secuencia de la linea germinal humana,
O a una sustitucidn conservadora de aminodcidos de los residuos

de la linea germinal correspondientes (dichos cambios de
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secuencia se denominan aqui colectivamente como "mutaciones de
la linea germinal"). Una persona con conocimientos habituales
en la técnica, comenzando con las secuencias de la regidn
variable de las cadenas pesada y ligera descritas en el
presente documento, puede producir facilmente numerosos
anticuerpos y fragmentos de unidén a antigeno que comprenden
una o mas mutaciones individuales de la linea germinal o
combinaciones de las mismas. En determinadas modalidades, todos
los residuos de la estructura y/o CDR dentro de los dominios
Vu y/0 Vi se mutan de nuevo a los residuos encontrados en la
secuencia de la linea germinal original de la que se derivd el
anticuerpo. En otras modalidades, solo ciertos residuos se
mutan de nuevo a la secuencia de la linea germinal original,
por ejemplo, solo los residuos mutados gue se encuentran dentro
de los primeros 8 aminoadcidos de FR1 o dentro de los ultimos 8
aminoacidos de FR4, o solo los residuos mutados que se
encuentran dentro de CDR1, CDR2 o CDR3. En otras modalidades,
uno o més de los residuos estructurales y/o de CDR se mutan al
residuo correspondiente de una secuencia de linea germinal
diferente (es decir, una secuencia de linea germinal que es
diferente de la secuencia de linea germinal a partir de la cual
se derivd originalmente el anticuerpo). Ademéds, los anticuerpos
de la presente invencidén pueden contener cualquier combinacidn
de dos o mas mutaciones de la linea germinal dentro del marco

y/o0 regiones CDR, por ejemplo, en donde ciertos residuos
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individuales estdn mutados al residuo correspondiente de una
secuencia de la linea germinal particular mientras que ciertos
otros residuos que difieren de 1la secuencia de la 1linea
germinal original se mantienen o se mutan al residuo
correspondiente de una secuencia de la linea germinal
diferente. Una vez obtenidos, los anticuerpos y los fragmentos
de unién a antigenos que contienen una o mas mutaciones de la
linea germinal se pueden analizar facilmente para detectar una
0 mas propiedades deseadas, tales como especificidad de unién
mejorada, afinidad de unidén aumentada, propiedades bioldgicas
antagonistas mejoradas o potenciadas, inmunogenicidad
reducida, etc. y los fragmentos de unidén a antigeno obtenidos
de esta manera general estidn abarcados dentro de la presente
invencién.

[085] La presente invencién también incluye anticuerpos
monoclonales anti-NPR1 completamente humanos que comprenden
variantes de cualquiera de las secuencias de aminoacidos de
HCVR, LCVR y/o CDR presentadas en el presente documento gque
tienen una o mas sustituciones conservadoras. Por ejemplo, la
presente invencidén incluye anticuerpos anti-NPR1 que tienen
secuencias de aminoacidos HCVR, LCVR y/o CDR con, p. ej., 10 o
menos, 8 o menos, 6 o menos, 4 o menos, etc., sustituciones de
aminoadcidos conservadoras relativas a cualquiera de las
secuencias de aminoadcidos de HCVR, LCVR y/o CDR descritas en

el presente documento.
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[086] E1 término "anticuerpo humano" o "anticuerpo
completamente humano", como se usa en el presente documento,
pretende incluir anticuerpos qgque tienen regiones variables vy
constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la
linea germinal humana. Los mAb humanos de la invencién pueden
incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias
de inmunoglobulina de 1la 1linea germinal humana (p. ej.,
mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica
de sitio in vitro o por mutacidédn somética in vivo), por ejemplo
en las CDR y en particular CDR3. Sin embargo, el término
"anticuerpo humano" o "anticuerpo completamente humano", como
se usa en el presente documento, no pretende incluir mAb en
los gque se hayan injertado secuencias de CDR derivadas de 1la
linea germinal de otra especie de mamifero (p. ej., ratdn) en
secuencias de FR humano. El término incluye anticuerpos gque se
producen de forma recombinante en un mamifero no humano o en
células de un mamifero no humano. El término no pretende
incluir anticuerpos aislados o generados en un sujeto humano.

[087] E1 término "recombinante", como se usa en el
presente documento, se refiere a anticuerpos o fragmentos de
unién a antigeno de los mismos de la invencidén creados,
expresados, aislados u obtenidos mediante tecnologias o métodos
conocidos en la técnica como tecnologia de ADN recombinante
que incluyen, p. ej., empalme de ADN y expresidn transgénica.

El término se refiere a anticuerpos expresados en un sSistema
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de expresién de un mamifero no humano (incluidos mamiferos no
humanos transgénicos, p. ej., ratones transgénicos) o de una
célula (p. ej., células CHO) o aislados de una biblioteca
combinatoria de anticuerpos humanos recombinantes.

[088] E1 término "se une especificamente”", o "se une
especificamente a", o similares, significa que un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo forma un complejo con
un antigeno que es relativamente estable en condiciones
fisioldgicas. La unidén especifica puede caracterizarse por una
constante de disociacidn en equilibrio de al menos
aproximadamente 1x108 M o menos (p. ej., una Kp mas pequefia
indica una unidén més estrecha). Los métodos para determinar si
dos moléculas se unen especificamente son bien conocidos en la
técnica e incluyen, por ejemplo, didlisis de -equilibrio,
resonancia de plasmédn superficial y similares. Como se describe
en el presente documento, los anticuerpos se han identificado
mediante resonancia de plasmdén superficial, p. ej., BIACORE™,
que se unen especificamente a NPR1. Ademéds, los anticuerpos
multiespecificos que se unen a un dominio en NPR1 y uno o mas
antigenos adicionales o un biespecifico que se une a dos
regiones diferentes de NPR1 se consideran, no obstante,
anticuerpos que "se unen especificamente", como se usa en el
presente documento.

[089] El término anticuerpo de “alta afinidad” se refiere

a aquellos mAb gue tienen afinidad de unidén por NPR1, expresado
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como Kp, de al menos 108 M; preferiblemente 102 M; més
preferiblemente 10710 M, incluso mas preferiblemente 10-11 M,
medido mediante resonancia de plasmdédn superficial, por ejemplo,
BIACORE™ o ELISA de afinidad por solucidn.

[090] Por el término "velocidad de desaceleracidén",
"Koff" o "kd" se refiere a un anticuerpo que se disocia de
NPR1, con una velocidad constante de 1 x 1073 s! o menos,
preferiblemente 1 x 107% s°! o menos, segun lo determinado por
resonancia de plasmédn superficial, por ejemplo, BIACORE™.

[091] Los términos "porcidén de unidn a antigeno" de un
anticuerpo, "fragmento de unidén a antigeno" de un anticuerpo y
similares, como se usan en el presente documento, incluyen
cualquier polipéptido o glicoproteina de origen natural,
obtenible enzimdticamente, sintético 0 modificado
genéticamente que se une especificamente a un antigeno para
formar un complejo. Los términos "fragmento de unidén a
antigeno" de un anticuerpo, o "fragmento de anticuerpo", como
se usa en el presente documento, se refiere a uno o més
fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad de
unirse a la proteina NPRIL.

[092] En modalidades especificas, el anticuerpo o
fragmentos de anticuerpo de la invencidén se pueden conjugar
con un vresto tal como un ligando o un resto terapéutico

(“inmunoconjugado”), un segundo anticuerpo anti-NPR1 o
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cualquier otro resto terapéutico Util para tratar una
enfermedad o trastorno asociado a NPRI1.

[093] Un "anticuerpo aislado", como se usa en el presente
documento, pretende referirse a un anticuerpo que esta
sustancialmente libre de otros anticuerpos (Abs) que tienen
diferentes especificidades antigénicas (p. ej., un anticuerpo
aislado que se une especificamente a NPR1, o un fragmento del
mismo, estd sustancialmente 1libre de Abs que se unen
especificamente a antigenos distintos de NPRI1.

[094] Un "anticuerpo antagonista", como se usa en el
presente documento (o un "anticuerpo que bloquea o reduce la
actividad de NPR1"), pretende referirse a un anticuerpo cuya
unidén a NPR1 da como resultado el blogqueo o la reduccidén de la
sefializacién de NPR1 y/o al menos una actividad bioldégica de
NPR1. Por ejemplo, un anticuerpo antagonista anti-NPR1 puede
aumentar la presidén arterial sistémica tras su administracidn

a un sujeto que lo necesite. Los anticuerpos anti-NPRI1

descritos en el presente documento son anticuerpos
antagonistas.

[095] ©Un "anticuerpo activador" o un "anticuerpo
agonista", como se usa en el presente documento (o un

"anticuerpo que aumenta o potencia la actividad de NPR1" o "un
anticuerpo que estabiliza la conformacidén activada"), pretende
referirse a un anticuerpo cuya unién a NPR1 da como resultado

la activacidén de al menos una actividad bioldégica de NPR1. Por



10

15

20

25

51

ejemplo, un anticuerpo anti-NPR1 activador o un anticuerpo
anti-NPR1 agonista puede disminuir la presidén arterial
sistémica tras la administracién a un sujeto que lo necesite.

[096] E1 término "resonancia de plasmébn superficial",
como se usa en el presente documento, se refiere a un fendmeno
6ptico que permite el andlisis de interacciones biomoleculares
en tiempo real mediante la deteccién de alteraciones en las
concentraciones de proteinas dentro de una matriz biosensora,
por ejemplo usando el sistema BIACORE™ (Pharmacia Biosensor
AB, Uppsala, Suecia y Piscataway, N.J.).

[097] El1 término "Kp", tal como se utiliza en el presente
documento, pretende referirse a la constante de disociacidn en
equilibrio de una interaccidén anticuerpo-antigeno particular.

[098] El1 término "epitopo" se refiere a un determinante
antigénico que interacta con un sitio de unidén a antigeno
especifico en la regidédn variable de una molécula de anticuerpo
conocida como paratopo. Un Unico antigeno puede tener mas de
un epitopo. Por lo tanto, diferentes anticuerpos pueden unirse
a diferentes &4reas de un antigeno y pueden tener diferentes
efectos bioldgicos. El término "epitopo" también se refiere a
un sitio en un antigeno al que responden las células B y/o T.
También se refiere a una regidén de un antigeno que estd unida
por un anticuerpo. Los epitopos pueden definirse como
estructurales o funcionales. Los epitopos funcionales son

generalmente un subconjunto de los epitopos estructurales vy
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tienen aquellos residuos que contribuyen directamente a 1la
afinidad de la interaccién. Los epitopos también pueden ser
conformacionales, es decir, estar compuestos de aminocdcidos no
lineales. En determinadas modalidades, los epitopos pueden
incluir determinantes que son agrupaciones superficiales
quimicamente activas de moléculas tales como aminoacidos,
cadenas laterales de azucar, grupos fosforilo o grupos
sulfonilo vy, en determinadas modalidades, pueden tener
caracteristicas estructurales tridimensionales especificas y/o
caracteristicas de carga especificas.

[099] El1 término "competencia cruzada", como se usa en
el presente documento, significa que un anticuerpo o fragmento
de unidén a antigeno del mismo se une a un antigeno e inhibe o
bloguea la unién de otro anticuerpo o fragmento de unidén a
antigeno del mismo. El1 término también incluye competencia
entre dos anticuerpos en ambas orientaciones, es decir, un
primer anticuerpo que se une y bloquea la unidén del segundo
anticuerpo y viceversa. En determinadas modalidades, el primer
anticuerpo y el segundo anticuerpo pueden unirse al mismo
epitopo. Alternativamente, el primer y segundo anticuerpos
pueden unirse a epitopos diferentes, pero superpuestos, de modo
que la unidén de uno inhiba o bloquee la unidén del segundo
anticuerpo, por ejemplo, mediante impedimento estérico. La
competencia cruzada entre anticuerpos se puede medir mediante

métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante un
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ensayo de interferometria de biocapa sin etiquetas en tiempo
real. La competencia cruzada entre dos anticuerpos se puede
expresar como la unidén del segundo anticuerpo gque es menor que
la sefial de fondo debido a la autounién (en donde el primer y
segundo anticuerpo son el mismo anticuerpo). La competencia
cruzada entre 2 anticuerpos se puede expresar, por ejemplo,
como % de unidén del segundo anticuerpo que es menor que la
unién de fondo propia inicial (en la que el primer y el segundo
anticuerpo son el mismo anticuerpo).

[0100] E1 término "identidad sustancial" o
"sustancialmente idéntico", cuando se refiere a un Aacido
nucleico o fragmento del mismo, indica que, cuando se alinea
de manera 6ptima con inserciones o eliminaciones de nucledbdtidos
apropiadas con otro acido nucleico (o su cadena
complementaria), existe identidad de secuencia de nucledtidos.
en al menos aproximadamente el 90%, y mas preferiblemente al
menos aproximadamente el 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de las bases
de nucledbdtidos, segun se mide mediante cualgquier algoritmo bien
conocido de identidad de secuencia, tal como FASTA, BLAST o
GAP, como se analiza a continuacidén. Una molécula de 4&cido
nucleico que tiene identidad sustancial con una molécula de
dcido nucleico de referencia puede, en ciertos casos, codificar
un polipéptido gque tiene la misma secuencia de aminodcidos o
sustancialmente similar que el polipéptido codificado por la

molécula de adcido nucleico de referencia.
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[0101] Tal como se aplica a los polipéptidos, el término
"similitud sustancial" o "sustancialmente similar" significa
que dos secuencias peptidicas, cuando se alinean de manera
6ptima, como mediante los programas GAP o BESTFIT que utilizan
pesos de espacio predeterminados, comparten al menos el 90% de
identidad de secuencia, incluso méas preferiblemente al menos
95%, 98% o 99% de identidad de secuencia. Preferiblemente, las
posiciones de los residuos, gque no son idénticas, difieren
mediante sustituciones conservadoras de aminoacidos. Una
"sustitucidén de aminodcido conservadora" es aquella en la que

un residuo de aminodcido se sustituye por otro residuo de

aminoacido que tiene una cadena lateral (grupo R) con
propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o)
hidrofobicidad). En general, una sustitucidén conservadora de

aminodcidos no cambiard sustancialmente las ©propiedades
funcionales de una proteina. En los casos en los que dos o méas
secuencias de aminoacidos difieren entre si mediante
sustituciones conservadoras, el porcentaje o grado de similitud
puede ajustarse hacia arriba para corregir la naturaleza
conservadora de la sustitucidén. Los medios para realizar este
ajuste son bien conocidos por los expertos en la técnica.
Véase, por ejemplo, Pearson, (1994) Methods Mol. Biol. 24: 307-
331, gue se incorpora en el presente documento como referencia.
Ejemplos de grupos de aminodcidos que tienen cadenas laterales

con propiedades quimicas similares incluyen 1) cadenas
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laterales alifaticas: glicina, alanina, wvalina, leucina e
isoleucina; 2) cadenas laterales de hidroxilo alifadtico: serina
y treonina; 3) cadenas laterales que contienen amidas:
asparagina y glutamina; 4) cadenas laterales aromaticas:
fenilalanina, tirosina y triptdéfano; 5) cadenas laterales
basicas: lisina, arginina e histidina; 6) cadenas laterales
dcidas: aspartato y glutamato, y 7) cadenas laterales que
contienen azufre: cisteina vy metionina. Los grupos de
sustitucién de aminodcidos conservadores preferidos son:
valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-
arginina, alanina-valina, glutamato-aspartato y asparagina-
glutamina. Alternativamente, un reemplazo conservador es
cualquier cambio que tenga un valor positivo en la matriz de
probabilidad logaritmica PAM250 presentada en Gonnet, et al.,
(1992) Science 256: 1443 45, incorporado en el presente
documento como referencia. Un reemplazo "moderadamente
conservador" es cualquier cambio que tenga un valor no negativo
en la matriz de probabilidad logaritmica PAM250.

[0102] La similitud de secuencia de los polipéptidos
normalmente se mide utilizando un software de anédlisis de
secuencia. El1 software de analisis de proteinas compara
secuencias similares utilizando medidas de similitud asignadas
a diversas sustituciones, eliminaciones % otras
modificaciones, incluidas sustituciones conservadoras de

aminoacidos. Por ejemplo, el software GCG contiene programas
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como GAP vy BESTFIT, que pueden usarse con parametros
predeterminados para determinar la homologia de secuencia o la
identidad de secuencia entre ©polipéptidos estrechamente
relacionados, como polipéptidos homdélogos de diferentes
especies de organismos o entre una proteina de tipo salvaje y
una muteina del mismo. Véase, p. ej., GCG Versidn 6.1. Las
secuencias de polipéptidos también se pueden comparar usando
FASTA con parametros predeterminados o recomendados; un
programa en GCG Versidén 6.1. FASTA (p. ej., FASTA2 y FASTA3)
proporciona alineamientos 'y porcentaje de identidad de
secuencia de las regiones de mejor superposicidén entre las
secuencias de consulta y buUsqueda (Pearson (2000) supra). Otro
algoritmo preferido al comparar una secuencia de la invencidn
con una base de datos que contiene una gran cantidad de
secuencias de diferentes organismos es el programa informatico
BLAST, especialmente BLASTP o TBLASTN, que utiliza parametros
predeterminados. Véase, por ejemplo, Altschul, et al., (1990)
J. Mol. Biol. 215: 403-410 y (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-
3402, cada uno de los cuales se 1incorpora en el presente
documento como referencia.

[0103] Por la frase "cantidad terapéuticamente eficaz" se
entiende una cantidad que produce el efecto deseado para el
que se administra. La cantidad exacta dependerd del propdsito
del tratamiento y serd determinable por un experto en la

técnica utilizando técnicas conocidas (véase, por ejemplo,
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Lloyd (1999) The Art, Science and Technology of Pharmaceutical
Compounding) . Como se usa en el presente documento, la frase
se refiere a una cantidad que bloquea NPR1 (por ejemplo,
sefializacidén de NPR1, actividad de NPR1l) y/o que aumenta la
presidn arterial sistémica.

[0104] Tal como se utiliza en el presente documento, el
término "sujeto" se refiere a un animal, preferiblemente un
mamifero, méds preferiblemente un ser humano, gque necesita
mejora, prevencién vy/o tratamiento de wuna enfermedad o
trastorno asociado a NPR1 tal como hipotensién. E1 término
incluye sujetos humanos que tienen o estan en riesgo de tener
dicha enfermedad o trastorno.

[0105] Tal como se utilizan en el presente documento, los
términos "tratar", "tratando" o "tratamiento" se refieren a la
reduccién o mejora de la gravedad de al menos un sintoma o
indicacién de una enfermedad o trastorno asociado a NPR1 debido
a la administracidén de un agente terapéutico tal como un
anticuerpo antagonista de la presente invencidén a un sujeto
que lo necesite. Los términos incluyen la inhibicién de 1la
progresién de la enfermedad o del empeoramiento de un
sintoma/indicacién. Los términos también incluyen prondstico
positivo de la enfermedad, es decir, el sujeto puede estar
libre de enfermedad o puede tener una enfermedad reducida tras
la administracién de un agente terapéutico tal como un

anticuerpo de la presente invencidén. E1l agente terapéutico se
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puede administrar en una dosis terapéutica al sujeto. E1
trastorno o enfermedad puede incluir hipotensidén vy/o un
trastorno o enfermedad asociada con hipotensién y/o hipotensidn
asociada con una enfermedad o trastorno, por ejemplo, shock
séptico y enfermedad neurodegenerativa. El trastorno o
enfermedad también puede incluir el sindrome de taquicardia
ortostatica postural (POTS).

[0106] Los términos "prevenir", "previniendo" o)
"prevencién" se refieren a la inhibicién de la manifestaciédn
de wuna enfermedad o trastorno asociado a NPR1 tal como
hipotensidén o <cualgquier sintoma o indicacidén de dicha
enfermedad o trastorno tras la administracidén de un anticuerpo
de la presente invenciédn.

[0107] Tal como se utiliza en este documento, la frase
"presidén arterial" puede referirse a cualquiera de la presidn
arterial sistdlica, la presidn arterial diastdlica, la presidn
arterial media (4rea bajo la curva de presidén arterial/tiempo,
dividida entre la duracidén del ciclo cardiaco) y la presién
del pulso (diferencia entre las ©presiones sistdlica vy
diastdélica). Se conocen en la técnica métodos para medir la
presidén sanguinea. La presidn arterial se mide en unidades de
milimetros de mercurio (mm Hg) y generalmente se expresa en
términos de presién sistdlica (sanguinea) sobre presidén
diastdélica (sanguinea). Los métodos de medicidén incluyen

métodos auscultatorios, oscilométricos, wultrasdnicos vy de
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manguito digital. Generalmente se puede medir, por ejemplo,
mediante un tensidmetro digital o un esfigmomandémetro.

Fragmentos de anticuerpos que se unen a antigenos

[0108] A menos que se indique especificamente 1o
contrario, se entendera que el término "anticuerpo", como se
usa en el presente documento, abarca moléculas de anticuerpo
que comprenden dos cadenas pesadas de inmunoglobulina y dos
cadenas ligeras de inmunoglobulina (es decir, "moléculas de
anticuerpo completas") asi como fragmentos de unidén a antigeno
de las mismas. Los términos "porcidén de unidén a antigeno" de
un anticuerpo, "fragmento de unidén a antigeno" de un anticuerpo
y similares, como se usan en el presente documento, incluyen
cualquier polipéptido o glicoproteina de origen natural,
obtenible enzimdticamente, sintético 0 modificado
genéticamente que se une especificamente a un antigeno para
formar un complejo. Los términos "fragmento de unidén a
antigeno" de un anticuerpo, o "fragmento de anticuerpo", como
se usa en el presente documento, se refiere a uno o més
fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad de
unirse especificamente a la proteina NPR1. Un fragmento de
anticuerpo puede incluir wun fragmento Fab, un fragmento
F(ab')2, un fragmento Fv, un fragmento dAb, un fragmento que
contiene una CDR o una CDR aislada. En determinadas
modalidades, el término "fragmento de unidén a antigeno" se

refiere a un fragmento polipeptidico de una molécula de unién
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a antigeno multi-especifica. Los fragmentos de unidén a antigeno
de un anticuerpo pueden derivarse, por ejemplo, de moléculas
de anticuerpo completas usando cualquier técnica esténdar
adecuada tal como digestidén proteolitica o técnicas de
ingenieria genética recombinante que impliquen la manipulacidn
y expresidén de ADN que codifica la variable de anticuerpo y
(opcionalmente) dominios constantes. Dicho ADN es conocido y/o
estd facilmente disponible, p. ej., de fuentes comerciales,
bibliotecas de ADN (incluyendo, p. ej., bibliotecas de fagos-
anticuerpos), o pueden sintetizarse. E1 ADN puede secuenciarse
y manipularse quimicamente o mediante el uso de técnicas de
biologia molecular, por ejemplo, para disponer uno o© mas
dominios variables y/o constantes en una configuracién
adecuada, o para introducir codones, crear vresiduos de
cisteina, modificar, afiadir o eliminar aminoéacidos, etc.
[0109] Los ejemplos no limitantes de fragmentos de unidn
a antigeno incluyen: (1) fragmentos Fab; (ii) fragmentos
F(ab')2; (iii) fragmentos Fd; (iv) fragmentos Fv; (v) moléculas
Fv (scFv) monocatenarias; (vi) fragmentos dAb; y (vii) unidades
de reconocimiento minimas que consisten en residuos de
aminodcidos que imitan la regidn hipervariable de un anticuerpo
(p. ej., una regidn determinante de complementariedad (CDR)
aislada tal como un péptido CDR3), o un péptido FR3-CDR3-FR4
restringido. Otras moléculas disefiadas, tales como anticuerpos

especificos de dominio, anticuerpos de dominio Gnico,
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anticuerpos con dominio eliminado, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos injertados con CDR, diacuerpos, tricuerpos,
tetracuerpos, minicuerpos, nanocuerpos (p. €ej., Nanocuerpos
monovalentes, nanocuerpos bivalentes, etc.), los pequefios
inmunofédrmacos modulares (SMIP) y los dominios IgNAR variables
de tiburdén también se 1incluyen dentro de la expresidn
"fragmento de unidén a antigeno", como se usa en el presente
documento.

[0110] Un fragmento de unidén a antigeno de un anticuerpo
normalmente comprenderda al menos un dominio variable. E1
dominio variable puede ser de cualquier tamafio o composicidn
de aminocacidos y generalmente comprenderd al menos una CDR,
que es adyacente o estd en marco con una O mas secuencias
estructurales. En fragmentos de unién a antigeno que tienen un
dominio Vg asociado con un dominio Vi, los dominios Vi y Vi pueden
estar situados entre si en cualquier disposicidn adecuada. Por
ejemplo, la regidén variable puede ser dimérica y contener
dimeros Vi = Vu, Va - V0 Vi, = V1. Alternativamente, el fragmento
de unidén al antigeno de un anticuerpo puede contener un dominio
Vi o Vi monomérico.

[0111] En determinadas modalidades, un fragmento de unidn
a antigeno de un anticuerpo puede contener al menos un dominio
variable unido covalentemente a al menos un dominio constante.
Configuraciones ejemplares, no limitantes, de dominios

variables y constantes que se pueden encontrar dentro de un
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fragmento de unidén a antigeno de un anticuerpo de la presente
invencién incluyen: (i) Vu - Cul; (ii) Vs - Cu2; (iidi) Vm - Cu3;
(iv) Vg - Cygl - Cg2; (v) Vg - Cgl - Cg2 - Cg3; (vi) Vg - Cg2 - Cg3;
(vii) Vg — Cp; (viii) Vp - Cgl; (ix) Vi - Cu2; (x) Vi - Cy3; (x1)
Vi — Cygl - Cy2; (xii) Vi — Cul - Cy2 - Cy3; (x1i11i) Vi — Cu2 - Ci3;
y (xiv) Vi - Ci. En cualquier configuracidén de dominios
variables y constantes, incluyendo cualquiera de las
configuraciones ejemplares enumeradas anteriormente, los
dominios wvariables vy constantes pueden estar directamente
unidos entre si o pueden estar unidos mediante una bisagra o
regidén conectora total o parcial. Una regidén bisagra puede
consistir en al menos 2 (p. ej., 5, 10, 15, 20, 40, 60 o més)
aminodcidos, gque dan como resultado un enlace flexible o
semiflexible entre dominios variables y/o constantes
adyacentes en un solo molécula polipeptidica. Ademéds, un
fragmento de unidén a antigeno de un anticuerpo de la presente
invencidén puede comprender un homodimero o heterodimero (u otro
multimero) de cualquiera de las configuraciones de dominio
variable y constante enumeradas anteriormente en asociacidn no
covalente entre si y/o con uno o mads dominios Vg o Vi monoméricos
(por ejemplo, mediante enlace(s) disulfuro).

[0112] A1l igual que con las moléculas de anticuerpo
completas, los fragmentos de unién al antigeno pueden ser
monoespecificos o multiespecificos (p. ej., biespecificos). Un

fragmento multiespecifico de unidén a antigeno de un anticuerpo
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comprenderd tipicamente al menos dos dominios variables
diferentes, en donde cada dominio variable es capaz de unirse
especificamente a un antigeno separado o a un epitopo diferente
en el mismo antigeno. Cualquier formato de anticuerpo
multiespecifico, incluidos los formatos de anticuerpos
biespecificos ejemplares presentados en el presente documento,
puede adaptarse para su uso en el contexto de un fragmento de
unién a antigeno de un anticuerpo de la presente invencidn
utilizando técnicas de rutina disponibles en la técnica.

Preparacién de anticuerpos humanos

[0113] Se conocen en la técnica métodos para generar
anticuerpos humanos en ratones transgénicos. Cualquiera de
estos métodos conocidos se puede utilizar en el contexto de la
presente invencidén para producir anticuerpos humanos gque se
unan especificamente a NPRI1.

[0114] Puede usarse un inmundgeno que comprende
cualquiera de los siguientes para generar anticuerpos contra
la proteina NPR1. En determinadas modalidades, los anticuerpos
de la invencidén se obtienen de ratones inmunizados con una
proteina NPR1 nativa de longitud completa (véase, por ejemplo,
nimero de acceso de UniProtKB/Swiss-Prot P16066.1) o con ADN
que codifica la proteina o fragmento de la misma.
Alternativamente, la proteina o un fragmento de la misma puede
producirse usando técnicas bioquimicas estandar y modificarse

y usarse como inmundgeno.
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[0115] En algunas modalidades, el inmundégeno puede ser
una proteina NPR1 recombinante o un fragmento de la misma
expresada en E. coli o en cualquier otra célula eucaridtica o
de mamifero tal como células de ovario de hamster chino (CHO)
(por ejemplo, SEQ ID NO: 74-78).

[0116] Utilizando la tecnologia VELOCIMMUNE® (véase, por
ejemplo, el documento US 6,596,541, Regeneron Pharmaceuticals,
VELOCIMMUNE®) o cualquier otro método conocido para generar
anticuerpos monoclonales, inicialmente se aislan anticuerpos
quiméricos de alta afinidad contra NPR1 gque tienen una regidn
variable humana y una regidén constante de ratdn. La tecnologia
VELOCIMMUNE® implica la generacidén de un ratdn transgénico que
tiene un genoma gque comprende regiones variables de cadena
pesada y ligera humanas operativamente unidas a loci de regidn
constante de ratdén enddgeno de manera que el ratdn produce un
anticuerpo que comprende una regidédn variable humana y una
regidén constante de ratdn en respuesta al estimulo antigénico.
El ADN que codifica las regiones variables de las cadenas
pesada y ligera del anticuerpo se aisla y se une operativamente
al ADN que codifica las regiones constantes de las cadenas
pesada y ligera humana. Luego, el ADN se expresa en una célula
capaz de expresar el anticuerpo completamente humano.

[0117] Generalmente, un ratdédn VELOCIMMUNE® se expone al
antigeno de interés y se recuperan células linféticas (como

las células B) de los ratones que expresan anticuerpos. Las
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células linfaticas pueden fusionarse con una linea celular de
mieloma para preparar lineas celulares de hibridoma inmortales,
y dichas 1lineas celulares de hibridoma se examinan vy
seleccionan para identificar lineas celulares de hibridoma que
producen anticuerpos especificos para el antigeno de interés.
E1l ADN que codifica las regiones variables de la cadena pesada
y la cadena ligera puede aislarse vy unirse a regiones
constantes isotipicas deseables de la cadena pesada y la cadena
ligera. Una proteina anticuerpo de este tipo puede producirse
en una célula, tal como una célula CHO. Alternativamente, el
ADN que codifica los anticuerpos quiméricos especificos de
antigeno o los dominios variables de las cadenas ligera vy
pesada se puede aislar directamente de linfocitos especificos
de antigeno.

[0118] Inicialmente, se aislan anticuerpos quiméricos de
alta afinidad que tienen una regidén variable humana y una
regién constante de ratén. Como en la seccidn experimental
siguiente, los anticuerpos se caracterizan y seleccionan por
caracteristicas deseables, incluyendo afinidad, selectividad,
epitopo, etc. Las regiones constantes de ratdn se reemplazan
con una regidn constante humana deseada para generar el
anticuerpo completamente humano de la invencién, por ejemplo.
IgGl o IgG4 de tipo salvaje o modificada. Si bien la regidn
constante seleccionada puede variar segun el uso especifico,

las caracteristicas de unidén al antigeno de alta afinidad vy
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especificidad del objetivo residen en el ién de la regidn
variable.

Bioequivalentes

[0119] Los anticuerpos antagonistas anti-NPR1 vy 1los
fragmentos de anticuerpos de la presente invencidn abarcan
proteinas que tienen secuencias de aminocacidos que varian de
las de 1los anticuerpos descritos, pero gue conservan la
capacidad de unirse a la proteina NPR1. Dichos anticuerpos
variantes y fragmentos de anticuerpos comprenden una o mas
adiciones, eliminaciones o sustituciones de aminodcidos en
comparacidén con la secuencia original, pero exhiben una
actividad bioldgica que es esencialmente equivalente a la de
los anticuerpos descritos. Asimismo, las secuencias de ADN que
codifican anticuerpos de la presente invencidén abarcan
secuencias gque comprenden una o mas adiciones, eliminaciones o
sustituciones de nucledétidos en comparacidén con la secuencia
divulgada, pero que codifican un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que es esencialmente biocequivalente a un anticuerpo
o fragmento de anticuerpo de la invencidn.

[0120] Dos proteinas de unidén a antigenos, o anticuerpos,
se consideran bioegquivalentes si, por ejemplo, son equivalentes
farmacéuticos o alternativas farmacéuticas cuya velocidad vy
grado de absorcidén no muestran una diferencia significativa
cuando se administran a la misma dosis molar en condiciones

experimentales similares, ya sea de forma Unica dosis o dosis



10

15

20

25

67

miltiples. Algunos anticuerpos se considerardn equivalentes o
alternativas farmacéuticas si son equivalentes en el grado de
absorcién pero no en su tasa de absorcién y, sin embargo,
pueden considerarse bioequivalentes porque dichas diferencias
en la tasa de absorcidén son intencionales y se reflejan en el
etiquetado, no son esenciales para alcanzar concentraciones
efectivas de férmaco en el cuerpo, p. €j., en el uso crdnico,
y se consideran médicamente insignificantes para el farmaco
estudiado en particular.

[0121] En wuna modalidad, dos proteinas de unidén a
antigenos son Dbioequivalentes si no existen diferencias
clinicamente significativas en su seguridad, pureza o potencia.

[0122] En una modalidad, dos proteinas de unidén a antigeno
son bicequivalentes si a un paciente se le puede cambiar una o
mas veces entre el producto de referencia y el producto
bioldégico sin un aumento esperado en el riesgo de efectos
adversos, incluido un cambio clinicamente significativo en la
inmunogenicidad, o una efectividad reducida, en comparacidn
con la terapia continuada sin dicho cambio.

[0123] En una modalidad, dos proteinas de unidén a antigeno
son bioequivalentes si ambas actian mediante un mecanismo o©
mecanismos de accidén comunes para la condicidén o condiciones
de uso, en la medida en que dichos mecanismos sean conocidos.

[0124] La Dbioequivalencia puede demostrarse mediante

métodos in vivo y/o in vitro. Las medidas de bioequivalencia
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incluyen, por ejemplo, (a) una prueba in vivo en humanos u
otros mamiferos, en la que la concentracién del anticuerpo o
sus metabolitos se mide en sangre, plasma, suero u otro fluido
bioldédgico en funcidén del tiempo; (b) una prueba in vitro que
se haya correlacionado con datos de biodisponibilidad humana
in vivo y que sea razonablemente predictivo de ellos; (c) una
prueba in vivo en humanos u otros mamiferos en la que se mide
el efecto farmacoldégico agudo apropiado del anticuerpo (o su
objetivo) en funcidén del tiempo; y (d) en un ensayo clinico
bien controlado que establezca la seguridad, eficacia o
biodisponibilidad o bioequivalencia de un anticuerpo.

[0125] Variantes bioequivalentes de los anticuerpos de la
invencién, por ejemplo, realizando diversas sustituciones de
residuos o secuencias o eliminando residuos o secuencias
terminales o internos gue no son necesarios para la actividad
bioldégica. Por ejemplo, los residuos de cisteina que no son
esenciales para la actividad bioldégica se pueden eliminar o
reemplazar con otros aminodcidos para evitar la formacidn de
puentes disulfuro intramoleculares innecesarios o incorrectos
tras la renaturalizacidédn. En otros contextos, los anticuerpos
bioequivalentes pueden incluir variantes de anticuerpos que
comprenden cambios de aminoacidos, que modifican las
caracteristicas de glicosilacién de los anticuerpos, por

ejemplo, mutaciones que eliminan o excluyen la glicosilaciédn.



10

15

20

25

69

Anticuerpos anti-NPR1l que comprenden variantes de Fc

[0126] De acuerdo con ciertas modalidades de la presente
invencién, se proporcionan anticuerpos anti-NPR1 que
comprenden un dominio Fc que comprende una o0 mas mutaciones
que mejoran o disminuyen la unidén del anticuerpo al receptor
FcRn, p. ej., a pH &cido en comparacidén con pH neutro. Por
ejemplo, la presente invencidén incluye anticuerpos anti-NPR1
que comprenden una mutacidén en la regidn Cu2 o Cy3 del dominio
Fc, en donde la mutacidén aumenta la afinidad del dominio Fc
por FcRn en un ambiente &cido (por ejemplo, en un endosoma
donde el pH oscila entre aproximadamente 5.5 y aproximadamente
6.0). Tales mutaciones pueden dar lugar a un aumento de la vida
media sérica del anticuerpo cuando se administra a un animal.
Los ejemplos no limitantes de dichas modificaciones de Fc
incluyen, por ejemplo, una modificacidén en la posicidén 250 (por
ejemplo, E o Q); 250 y 428 (por ejemplo, L o F); 252 (por
ejemplo, L/Y/F/W o T), 254 (por ejemplo, S o T) y 256 (por
ejemplo, S/R/Q/E/D o T); o una modificacidén en la posicidn 428
y/o 433 (por ejemplo, H/L/R/S/P/Q o K) y/o 434 (por ejemplo,
A, W, H, F o Y [N434A, N434W, N434H, N434F o N434Y]); o una
modificacidén en la posicidn 250 y/o 428; o una modificacidn en
la posicidén 307 o 308 (por ejemplo, 308F, V308F) y 434. En una
modalidad, la modificacidén comprende una modificacidén 428L (por
ejemplo, M428L) y 434S (por ejemplo, N434S5); una modificacidn

428L, 2591 (p. ej., V259I) vy 308F (p. ej., V308F); una



10

15

20

25

70

modificacién 433K (p. ej., H433K) y una modificacién 434 (p.
ej., 434Y); una modificacidén 252, 254 y 256 (p. ej., 252Y, 254T
y 256E); una modificacidén de 250Q y 428L (p. ej., T250Q vy
M428L); y una modificacidén 307 y/o 308 (p. ej., 308F o 308P).
En otra modalidad méas, la modificacidén comprende una
modificacién 265A (p. ej., D265A) y/o una modificacidén 297A
(p. ej., N297R).

[0127] Por ejemplo, la presente invencién incluye
anticuerpos anti-NPR1 que comprenden un dominio Fc que
comprende uno O mas pares O grupos de mutaciones seleccionadas
del grupo que consiste en: 250Q y 248L (por ejemplo, T250Q y
M248L); 252Y, 254T y 256E (p. ej., M252Y, S254T y T256E); 428L
y 434S (p. ej., M428L y N434S); 2571 y 3111 (por ejemplo, P2571
y Q311I); 2571 y 434H (por ejemplo, P2571 y N434H); 376V y 434H
(p. ej., D376V y N434H); 307A, 380A y 434A (por ejemplo, T307A,
E380A y N434A); vy 433K y 434F (p. ej., H433K y N434F). Todas
las combinaciones posibles de las mutaciones del dominio Fc
anteriores y otras mutaciones dentro de los dominios variables
del anticuerpo descritos en el presente documento se contemplan
dentro del alcance de la presente invenciédn.

[0128] La presente invencidén también incluye anticuerpos
anti-NPR1 que comprenden una regidén constante de cadena pesada
(Cu) gquimérica, en donde la regidén Cy gquimérica comprende
segmentos derivados de las regiones Cy de mads de un isotipo de

inmunoglobulina. Por ejemplo, los anticuerpos de la invencidn
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pueden comprender una regidn Cy quimérica que comprende parte
o la totalidad de un dominio Cu2 derivado de una molécula de
IgGl humana, IgG2 humana o IgG4 humana, combinada con parte o
la totalidad de un dominio Cu3 derivado de una molécula de IgGl
humana, IgG2 humana o IgG4 humana. Segun ciertas modalidades,
los anticuerpos de 1la invencidn comprenden una regidn Cu
quimérica que tiene una regidén bisagra quimérica. Por ejemplo,
una bisagra quimérica puede comprender una secuencia de
aminodcidos de "bisagra superior" (residuos de aminocacidos de
las posiciones 216 a 227 segun la numeracidén UE) derivada de
una regidén bisagra de IgGl humana, una IgG2 humana o una IgG4
humana, combinada con una secuencia "bisagra inferior"
(residuos de aminodcidos de las posiciones 228 a 236 segun la
numeracién UE) derivada de una regidédn bisagra de IgGl humana,
una IgG2 humana o una IgG4 humana. De acuerdo con determinadas
modalidades, la regidén bisagra quimérica comprende residuos de
aminoacidos derivados de una bisagra superior de IgGl humana o
de una IgG4 humana y residuos de aminoacidos derivados de una
bisagra inferior de IgG2 humana. Un anticuerpo que comprende
una regidén Cy gquimérica como se describe en el presente
documento puede, en ciertas modalidades, exhibir funciones
efectoras de Fc modificadas sin afectar adversamente las
propiedades terapéuticas o farmacocinéticas del anticuerpo.

(Véase, por ejemplo, la publicacidén de solicitud de patente de
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EE.UU. 2014/0243504, cuya invencidédn se incorpora aqui como
referencia en su totalidad).

Caracteristicas bioldégicas de los anticuerpos.

[0129] En general, 1los anticuerpos antagonistas de 1la
presente invencidn funcionan uniéndose a la proteina NPR1 vy
blogqueando su seflalizacidén y/o actividad. Por ejemplo, la
presente invencidén incluye anticuerpos vy fragmentos de
anticuerpos de unidén a antigeno que se unen a NPR1 humano a 25
°C y a 37 °C con una constante de disociacién (Kp) de menos de
1.7 nM, medida en un ensayo de resonancia de plasmbn
superficial, p. ej., usando el formato de ensayo como se define
en el Ejemplo 3 en el presente documento. En determinadas
modalidades, los anticuerpos o fragmentos de unidén a antigeno
de los mismos se unen a NPR1 humano con una Kp de menos de
aproximadamente 1.27 nM, menos de aproximadamente 0.34 nM,
menos de aproximadamente 0.08 nM, menos de aproximadamente 0.06
nM, medida por resonancia de plasmones de superficie, p. ej.,
usando el formato de ensayo como se define en el Ejemplo 3 en
el presente documento, o un ensayo sustancialmente similar.

[0130] La presente invencidén también incluye anticuerpos
y fragmentos de anticuerpos de unidén a antigeno gque se unen a
NPR1 de mono a 25 °C y a 37 °C con una constante de disociacién
(Kp) de menos de 1.99 nM, medida en un ensayo de resonancia de
plasmén de superficie, p. ej., usando el formato de ensayo como

se define en el Ejemplo 3 en el presente documento. En



10

15

20

25

73

determinadas modalidades, los anticuerpos o fragmentos de unidn
a antigeno de los mismos se unen a NPR1 de mono con una Kp de
menos de aproximadamente 1.23 nM, de menos de aproximadamente
0.32 nM, de menos de aproximadamente 0.1 nM, de menos de
aproximadamente 0.07 nM, medida por resonancia de plasmones de
superficie, p. ej., usando el formato de ensayo como se define
en el Ejemplo 3 en el presente documento, o un ensayo
sustancialmente similar.

[0131] La presente invencién también incluye anticuerpos
y fragmentos de anticuerpos de unidén a antigeno gque se unen a
NPR1 humano en presencia de ANP a 25 °C y a 37 °C con una Kp
inferior a 1.52 nM, medida en un ensayo de resonancia de plasmébén
de superficie, p. ej., usando el formato de ensayo como se
define en el Ejemplo 3 en el presente documento. En
determinadas modalidades, los anticuerpos o fragmentos de unidn
a antigeno de los mismos se unen a NPR1 humano en presencia de
ANP a 25 °C y a 37 °C con una Kp de menos de aproximadamente
1.1 nM, menos de aproximadamente 0.8 nM, menos de
aproximadamente 0.6 nM, y menos de aproximadamente 0.5 nM,
medida en un ensayo de resonancia de plasmén superficial, p.
ej., usando el formato de ensayo como se define en el Ejemplo
3 en el presente documento, o un ensayo sustancialmente
similar.

[0132] La presente invencidén también incluye anticuerpos

y fragmentos de anticuerpos de unidén a antigeno que inhiben la
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activacién de NPR1 inducida por ligando (por ejemplo, inducida
por ANP o BNP), medida mediante ensayo de acumulacién de cGMP,
p. ej., usando el formato de ensayo como se define en el Ejemplo
6 en el presente documento. En determinadas modalidades, los
anticuerpos o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos
inhiben la activacidén de NPR1 inducida por ligando en al menos
aproximadamente un 80%, al menos aproximadamente un 90%, al
menos aproximadamente un 92%, al menos aproximadamente un 99%
y al menos aproximadamente un 100%, como medido mediante ensayo
de acumulacién de cGMP, por ejemplo, usando el formato de
ensayo como se define en el Ejemplo 6 en el presente documento,
O un ensayo sustancialmente similar.

[0133] La presente invencién también incluye anticuerpos
y fragmentos de anticuerpos de unidén a antigeno gue se unen a
NPR1 humano en presencia o ausencia de ANP o BNP con una ECsg
de menos de 2.9 nM, medida mediante inmunoensayo basado en
electroquimioluminiscencia, p. e€j., usando el formato de ensayo
como se define en el Ejemplo 7 del presente documento. En
determinadas modalidades, los anticuerpos o fragmentos de unidn
a antigeno de los mismos se unen a NPR1 humano en presencia o
ausencia de ANP o BNP con una ECsp de menos de aproximadamente
2.1 nM, menos de aproximadamente 1.2 nM vy menos de
aproximadamente 0.6 nM, segin se mide mediante inmunoensayo

basado en electrogquimioluminiscencia, p. e€j., usando el formato
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de ensayo como se define en el Ejemplo 7 en el presente
documento, o un ensayo sustancialmente similar.

[0134] La presente invencién también incluye anticuerpos
y fragmentos de anticuerpos de unidén a antigeno que se unen a
NPR1 de mono en presencia o ausencia de ANP o BNP con una ECsg
de menos de 4.2 nM, medida mediante inmunoensayo basado en
electroquimioluminiscencia, p. ej., usando el formato de ensayo
como se define en el Ejemplo 7 del presente documento. En
determinadas modalidades, los anticuerpos o fragmentos de unidn
a antigeno de los mismos se unen a NPR1 de mono en presencia o
ausencia de ANP o BNP con una ECso de menos de aproximadamente
2.9 nM, menos de aproximadamente 2.1 nM y menos de
aproximadamente 0.7 nM, segin se mide mediante inmunoensayo
basado en electroquimioluminiscencia, p. e€j., usando el formato
de ensayo como se define en el Ejemplo 7 en el presente
documento, o un ensayo sustancialmente similar.

[0135] La presente invencidén también incluye anticuerpos
y fragmentos de anticuerpos de unidédn a antigeno que aumentan
las presiones sanguineas sistémicas (incluidas las presiones
sistbélica, diastdlica, arterial media y de pulso) cuando se
administran a ratones normotensos e hipotensos, en donde el
aumento de las presiones sanguineas sistémicas dura hasta
aproximadamente 28 dias tras la administracién de una dosis
unica, p. ej., como se describe en el Ejemplo 9 en el presente

documento.
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[0136] La presente invencién también incluye anticuerpos
y fragmentos de anticuerpos de unidén a antigeno gque aumentan
la presidén arterial sistémica cuando se administran a ratones
hipotensos inducidos por sobreexpresidédn de ANP, en donde el
aumento en la presidén arterial sistémica dura hasta
aproximadamente 28 dias tras la administracién de una dosis
unica, p. ej., como se describe en el Ejemplo 10 en el presente
documento.

[0137] La presente invencién también incluye anticuerpos
y fragmentos de unidén a antigeno de los mismos gue aumentan la
presidén arterial sistémica en ratones hipotensos inducidos por
LPS, como se describe en el Ejemplo 11 en el presente documento.

[0138] En una modalidad, la presente invencidén
proporciona un anticuerpo recombinante aislado o un fragmento
de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a la
proteina NPR1 en presencia o ausencia de ANP o BNP y reduce o
bloquea la seflalizacidén y/o actividad de NPR1, en donde el
anticuerpo o fragmento del mismo presenta una o mas de las
siguientes caracteristicas: (a) es un anticuerpo monoclonal
completamente humano; (b) se une a NPR1 humano a 25 °C y 37 °C
con una constante de disociacidén (Kp) de menos de 1.7 nM, medida
en un ensayo de resonancia de plasmén superficial; (c) se une
a NPR1 de mono a 25 °C y 37 °C con una Kp de menos de 1.99 nM,
medida en un ensayo de resonancia de plasmbén superficial; (d)

se une a NPR1 humano en presencia de ANP a 25 °C y 37 °C con
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una Kp de menos de 1.52 nM, medida en un ensayo de resonancia
de plasmén superficial; (e) dinhibe la activacién de NPR1
inducida por ligando, medida mediante ensayo de acumulacién de
cGMP; (f) se une a NPR1 humano en presencia o ausencia de ANP
o BNP con una ECsp de menos de 2.9 nM, medida mediante
inmunoensayo basado en electroquimioluminiscencia; (g) se une
a NPR1 de mono en presencia o ausencia de ANP o BNP con una
ECs0 de menos de 4.2 nM, medida mediante inmunoensayo basado en
electroquimioluminiscencia; (h) aumenta la presién arterial
sistémica cuando se administra a ratones normotensos e
hipotensos, en donde el aumento de la presidédn arterial
sistémica dura hasta aproximadamente 28 dias tras la
administracién de una dosis unica; (i) aumenta la presién
arterial sistémica cuando se administra a ratones hipotensos
inducidos por sobreexpresién de ANP, en donde el aumento de la
presidén arterial sistémica dura hasta aproximadamente 28 dias
tras la administracidén de una dosis uUnica; (j) aumenta la
presidén arterial sistémica en ratones hipotensos inducidos por
LPS; y (k) comprende una HCVR que comprende una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias
de HCVR enumeradas en la Tabla 1 y una LCVR que comprende una
secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste
en secuencias de LCVR enumeradas en la Tabla 1.

[0139] Los anticuerpos de la presente invencidédn pueden

poseer una o mas de las caracteristicas bioldgicas antes
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mencionadas, o cualgquier combinacibén de las mismas. Otras
caracteristicas bioldégicas de los anticuerpos de la presente
invencidén serdn evidentes para un experto en la técnica a
partir de una revisidédn de la presente invencidn que incluye
los Ejemplos de trabajo en el presente documento.

Mapeo de epitopos y tecnologias relacionadas

[0140] La presente invencién incluye anticuerpos
antagonistas anti-NPR1 qgue interactian con uno ©O mas
aminodcidos que se encuentran dentro de una o mas regiones de
la molécula de proteina NPR1. El epitopo al que se unen 1los
anticuerpos puede consistir en una Unica secuencia contigua de
3 o més (p. ej., 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
le, 17, 18, 19, 20 o més) aminodcidos ubicados dentro de
cualquiera de los dominios antes mencionados de la molécula de
proteina NPR1 (p. ej., un epitopo 1lineal en un dominio).
Alternativamente, el epitopo puede consistir en una pluralidad
de aminoadcidos no contiguos (o secuencias de aminoacidos)
ubicados dentro de uno o ambos de los dominios antes
mencionados de la molécula de proteina (p. ej., un epitopo
conformacional) .

[0141] Pueden usarse diversas técnicas conocidas por los
expertos en la técnica para determinar si un anticuerpo
"interactlla con uno o mas aminocadcidos" dentro de un polipéptido
0 proteina. Las técnicas ejemplares incluyen, por ejemplo,

ensayos de blogqueo cruzado de rutina, tales como el descrito



10

15

20

25

79

en Antibodies, Harlow and Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, NY). Otros métodos incluyen andlisis mutacional
de barrido de alanina, anédlisis de transferencia de péptidos
(Reineke, (2004) Methods Mol. Biol. 248: 443-63), estudios
cristalogrdficos de andlisis de escisidn de péptidos y analisis
de RMN. Ademés, se pueden emplear métodos tales como escisidn
de epitopos, extraccidn de epitopos y modificacidédn quimica de
antigenos (Tomer, (2000) Prot. Sci. 9:487-496). Otro método
que se puede utilizar para identificar los aminodcidos dentro
de un polipéptido con el que interactia un anticuerpo es el
intercambio de hidrdégeno/deuterio detectado mediante
espectrometria de masas. En términos generales, el método de
intercambio de hidrdégeno/deuterio implica marcar con deuterio
la proteina de interés, seguido de la unidén del anticuerpo a
la proteina marcada con deuterio. A continuacién, el complejo
proteina/anticuerpo se transfiere al agua y los protones
intercambiables dentro de los aminodcidos que estan protegidos
por el complejo anticuerpo experimentan un retrointercambio de
deuterio a hidrdégeno a un ritmo mas lento que los protones
intercambiables dentro de los aminodcidos que no forman parte
de la interfaz. Como resultado, los aminodcidos que forman
parte de la interfaz proteina/anticuerpo pueden retener
deuterio y, por lo tanto, exhibir una masa relativamente mayor
en comparacidén con los aminodcidos no incluidos en la interfaz.

Después de la disociacién del anticuerpo, la proteina objetivo
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se somete a escisidn por proteasa y andlisis de espectrometria
de masas, revelando asi los residuos marcados con deuterio que
corresponden a los aminodcidos especificos con los que
interactia el anticuerpo. Véase, por ejemplo, Ehring, (1999)
Analytical Biochemistry 267: 252-259; Engen y Smith, (2001)
Anal. Chem. 73: 256A-265A.

[0142] E1 término "epitopo" se refiere a un sitio en un
antigeno al que responden las células B y/o T. Los epitopos de
células B pueden formarse tanto a partir de aminoacidos
contiguos como de aminocacidos no contiguos yuxtapuestos
mediante plegamiento terciario de una proteina. Los epitopos
formados a partir de aminoacidos contiguos normalmente se
retienen al exponerse a disolventes desnaturalizantes,
mientras que los epitopos formados por plegamiento terciario
normalmente se pierden al tratar con disolventes
desnaturalizantes. Un epitopo normalmente incluye al menos 3,
y mas habitualmente, al menos 5 u 8-10 aminodcidos en una
conformacidén espacial Unica.

[0143] El perfil asistido por modificacidén (MAP), también
conocido como perfil de anticuerpos basado en la estructura
del antigeno (ASAP), es un método que clasifica una gran
cantidad de anticuerpos monoclonales (mAb) dirigidos contra el
mismo antigeno segun las similitudes del perfil de unidn de
cada anticuerpo a superficies antigénicas modificadas quimica

o enzimdticamente (véase el documento US 2004/0101920,
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incorporado especificamente en el presente documento como
referencia en su totalidad). Cada categoria puede reflejar un
epitopo Unico, vya sea claramente diferente o parcialmente
superpuesto con el epitopo representado por otra categoria.
Esta tecnologia permite un filtrado rapido de anticuerpos
genéticamente idénticos, de modo que la caracterizacidn pueda
centrarse en anticuerpos genéticamente distintos. Cuando se
aplica a la deteccién de hibridomas, MAP puede facilitar 1la
identificacién de clones de hibridomas raros que producen mAb
que tienen las caracteristicas deseadas. Se puede usar MAP para
clasificar 1los anticuerpos de 1la invencidén en grupos de
anticuerpos que se unen a diferentes epitopos.

[0144] En determinadas modalidades, la presente invencién
incluye anticuerpos antagonistas anti-NPR1 vy fragmentos de
unién a antigeno de los mismos que interactlian con uno o mas
epitopos que se encuentran dentro del dominio extracelular de
NPR1. El1 o los epitopos pueden consistir en una o mas secuencias
contiguas de 3 o més (p. ej., 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o méas) aminodcidos ubicados
dentro del dominio extracelular de NPR1. Alternativamente, el
epitopo puede consistir en una pluralidad de aminoacidos (o
secuencias de aminodcidos) no contiguos ubicados dentro de
NPR1.

[0145] La presente invencidén incluye anticuerpos anti-

NPR1 antagonista que se unen al mismo epitopo, o una porcidn
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del epitopo, gque cualquiera de 1los anticuerpos ejemplares
especificos enumerados en la Tabla 1. Asimismo, la presente
invencién también incluye anticuerpos anti-NPR1 antagonista
que compiten por la unidén a la proteina NPR1 o un fragmento de
la misma con cualquiera de los anticuerpos ejemplares
especificos enumerados en la Tabla 1. Por ejemplo, la presente
invencién incluye anticuerpos anti-NPR1 antagonistas que
compiten de forma cruzada por la unidén a la proteina NPR1 con
uno o mas anticuerpos enumerados en la Tabla 1.

[0146] Se puede determinar facilmente si un anticuerpo se
une al mismo epitopo que, un anticuerpo anti-NPR1 de referencia
0 compite por unirse con él, mediante el uso de métodos
rutinarios conocidos en la técnica. Por ejemplo, ©para
determinar si un anticuerpo de prueba se une al mismo epitopo
que un anticuerpo anti-NPR1 de referencia de la invencidn, se
permite que el anticuerpo de referencia se una a una proteina
0 péptido NPR1 en condiciones de saturacidén. A continuacidn,
se evalla la capacidad de un anticuerpo de prueba para unirse
a la molécula de proteina NPR1. Si el anticuerpo de prueba es
capaz de unirse a NPR1 después de la unidédn por saturacidn con
el anti-NPR1 de referencia anticuerpo, se puede concluir que
el anticuerpo de prueba se une a un epitopo diferente al del
anticuerpo anti-NPR1 de referencia. Por otro lado, si el
anticuerpo de prueba no es capaz de unirse a la proteina NPRI1

después de la unidn por saturacidn con el anticuerpo anti-NPR1
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de referencia, entonces el anticuerpo de prueba puede unirse
al mismo epitopo que el epitopo unido por el anticuerpo anti-
NPR1 de referencia de la invencidn.

[0147] Para determinar si un anticuerpo compite por unirse
con un anticuerpo anti-NPR1 de referencia, la metodologia de
unidén descrita anteriormente se realiza en dos orientaciones:
en una primera orientacidén, se permite que el anticuerpo de
referencia se una a una proteina NPRl1 en condiciones de
saturacién, seguido de la evaluacidén de la unidén del anticuerpo
de prueba a la molécula NPR1. En una segunda orientacidn, se
permite que el anticuerpo de prueba se una a una molécula de
NPR1 en condiciones de saturacidén, seguido de una evaluacidn
de la unidén del anticuerpo de referencia a la molécula de NPRI.
Si, en ambas orientaciones, s6lo el primer anticuerpo
(saturante) es capaz de unirse a la molécula NPR1l, entonces se
concluye que el anticuerpo de prueba y el anticuerpo de
referencia compiten por la unién a NPR1l. Como apreciard un
experto en la técnica, un anticuerpo que compite por unirse
con un anticuerpo de referencia puede no necesariamente unirse
al epitopo idéntico que el anticuerpo de referencia, pero puede
bloguear estéricamente la unidén del anticuerpo de referencia
uniéndose a un epitopo superpuesto o adyacente.

[0148] Dos anticuerpos se unen al mismo epitopo o al
epitopo superpuesto si cada uno inhibe (bloquea)

competitivamente la unién del otro al antigeno. Es decir, un
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exceso de 1, 5, 10, 20 o 100 veces de un anticuerpo inhibe 1la
unién del otro en al menos un 50%, pero preferiblemente un 75%,
90% o incluso un 99%, medido en un ensayo de unidén competitiva
(véase, p. ej., Junghans, et al., Cancer Res. 1990 50:1495-
1502). Alternativamente, dos anticuerpos tienen el mismo
epitopo si esencialmente todas las mutaciones de aminoacidos
en el antigeno que reducen o eliminan la unién de un anticuerpo
reducen o eliminan la unidén del otro. Dos anticuerpos tienen
epitopos superpuestos si algunas mutaciones de aminodcidos que
reducen o eliminan la unidén de un anticuerpo reducen o eliminan
la unidén del otro.

[0149] Experimentos de rutina adicionales (p. ej.,
andlisis de unidén y mutacidédn peptidica) para confirmar si la
falta observada de unidén del anticuerpo de prueba se debe en
realidad a la unién al mismo epitopo que el anticuerpo de
referencia o si el Dbloqueo estérico (u otro fendmeno) es
responsable de la falta de unidén observada. Se pueden realizar
experimentos de este tipo usando ELISA, RIA, resonancia de
plasmén superficial, citometria de flujo o cualquier otro
ensayo de unidén de anticuerpos cuantitativo o cualitativo
disponible en la técnica.

[0150] En determinadas modalidades, la presente invencién
proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de unidén a
antigeno del mismo que se une especificamente a la proteina

del receptor 1 del péptido natriurético (NPR1l) y bloquea NPRI1.
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Inmunoconjugados

[0151] La invencidén abarca a un anticuerpo monoclonal
anti-NPR1 antagonista de humano conjugado con un resto
terapéutico (“inmunoconjugado”), para tratar una enfermedad o
trastorno asociado a NPR1 (p. ej., hipotensidén). Tal como se
utiliza en el presente documento, el término "inmunoconjugado"
se refiere a un anticuerpo que estd quimica o bioldgicamente
unido a un agente radiactivo, una citocina, un interferdédn, una
diana o fraccidén indicadora, una enzima, un péptido o proteina
O un agente terapéutico. E1l anticuerpo puede estar unido al
agente radiactivo, citoquina, interferdén, fraccidn diana o
informadora, enzima, péptido o agente terapéutico en cualquier
ubicacién a lo largo de la molécula siempre que sea capaz de
unirse a su diana. Ejemplos de inmunoconjugados incluyen
conjugados de farmaco-anticuerpo y proteinas de fusiédn
anticuerpo-toxina. En una modalidad, el agente puede ser un
segundo anticuerpo diferente contra la proteina NPR1. El tipo
de fraccidn terapéutica que puede conjugarse con el anticuerpo
anti-NPR1 y tendrd en cuenta la afeccidén a tratar y el efecto
terapéutico deseado a conseguir. En la técnica se conocen
ejemplos de agentes adecuados para formar inmunoconjugados;
véase, por ejemplo, el documento WO 05/103081.

Anticuerpos multiespecificos

[0152] Los anticuerpos antagonistas de la presente

invencién pueden ser monoespecificos, biespecificos o
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multiespecificos. Los anticuerpos multiespecificos pueden ser
especificos para diferentes epitopos de un polipéptido diana o
pueden contener dominios de unidén a antigeno especificos para
mas de un polipéptido diana. Véase, por ejemplo, Tutt, et al.,
1991, J. Immunol. 147:60-69; Kufer, et al., 2004, Trends
Biotechnol. 22:238-244.

[0153] Cualquiera de las moléculas multiespecificas de
unién a antigeno de la invencidén, o variantes de las mismas,
se puede construir usando técnicas bioldgicas moleculares
estandar (p. ej., ADN recombinante y tecnologia de expresidn
de proteinas), como sabrd una persona con conocimientos
habituales en la técnica.

[0154] En algunas modalidades, los anticuerpos
especificos de NPR1 se generan en un formato biespecifico (un
"biespecifico") en el gque regiones variables gque se unen a
dominios distintos de la proteina NPR1 se unen entre si para
conferir especificidad de dominio dual dentro de una unica
molécula de unidén. Las regiones variables con especificidad
por dominios individuales (p. ej., segmentos del dominio N-
terminal), o que pueden unirse a diferentes regiones dentro de
un dominio, se emparejan en un armazdn estructural que permite
que cada regidén se una simultédneamente a los epitopos
separados, o a diferentes regiones dentro de un dominio. En un
ejemplo de biespecifico, las regiones variables de cadena

pesada (Vy) de un aglutinante con especificidad por un dominio
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se recombinan con regiones variables de cadena ligera (Vi) de
una serie de aglutinantes con especificidad por un segundo
dominio para identificar compafieros Vi no cognados que pueden
emparejarse con un Vg original sin alterar la especificidad
original para ese Vi. De esta manera, un Unico segmento Vi (p.
ej., Vil) se puede combinar con dos dominios Vi diferentes (p.
ej., Vul y Vu2) para generar un biespecifico compuesto de dos
"brazos" de unidén (Vul- Vil y Vu2- Vil). E1l uso de un unico
segmento Vi reduce la complejidad del sistema y, por lo tanto,
simplifica y aumenta la eficiencia en los procesos de
clonacidn, expresidn y purificacidn utilizados para generar el
biespecifico (véanse, por ejemplo, US2011/0195454 y
UsS2010/0331527) .

[0155] Alternativamente, pueden prepararse anticuerpos
que se unen a mas de un dominio y una segunda diana, tales
como, entre otros, por ejemplo, un segundo anticuerpo anti-
NPR1 diferente, en un formato biespecifico usando técnicas
descritas en el presente documento, u otras técnicas conocidas
por los expertos. Las regiones variables de anticuerpos que se
unen a distintas regiones pueden unirse con regiones variables
gque se unen a sitios relevantes en, por ejemplo, el dominio
extracelular de NPR1l, para conferir especificidad de antigeno
dual dentro de una uUnica molécula de unidén. Los biespecificos
de esta naturaleza disefiados adecuadamente cumplen una doble

funcidén. Las regiones variables con especificidad por el
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dominio extracelular se combinan con una regidén variable con
especificidad por fuera del dominio extracelular y se emparejan
en un armazoén estructural gque permite que cada regidén variable
Sse una a antigenos separados.

[0156] Otros formatos biespecificos ejemplares dque se
pueden usar en el contexto de la presente invencidén incluyen,
sin limitacién, por ejemplo, formatos biespecificos basados en
scFv o diacuerpos, fusiones IgG-scFv, dominio wvariable dual
(DVD) -Ig, Quadroma, botdédn en ojal (knobs-into-holes), cadena
ligera comun (p. ej., cadena ligera comun con botdén en ojal,
etc.), CrossMab, CrossFab, cuerpo (SEED) , cremallera de
leucina, Duobody, IgGl/IgG2, Fab de doble accidén (DAF)-IgG vy
formatos biespecificos de Mab? (ver, p. ej., Klein, et al.,
2012, mAbs 4:6, 1-11, y las referencias citadas alli, para una
revisién de los formatos anteriores). Los anticuerpos
biespecificos también se pueden construir usando conjugacidn
de péptido/acido nucleico, p. e€j., en donde se usan aminoéacidos
no naturales con reactividad gquimica ortogonal para generar
conjugados de anticuerpo-oligonucledtido especificos de sitio
que luego se autoensamblan en complejos multiméricos con
composicidén, valencia y geometria definidas. (Ver, p. ej.,
Kazane, et al., J. Am. Chem. Soc. [Publicacidén electrdnica: 4

de diciembre de 2012]1).
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Administracién Terapéutica y Formulaciones

[0157] La invencién proporciona composiciones
terapéuticas que comprenden anticuerpos anti-NPR1 antagonistas
o fragmentos de unidén a antigeno de los mismos de la presente
invencién. Las composiciones terapéuticas de acuerdo con la
invencidén se administraran con vehiculos, excipientes y otros
agentes adecuados que se incorporan a las formulaciones para
proporcionar transferencia, administraciédn, tolerancia vy
similares mejorados. Se puede encontrar una multitud de

formulaciones apropiadas en el formulario conocido por todos

los quimicos farmacéuticos: Remington's Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Company, Faston, PA. Estas
formulaciones incluyen, por ejemplo, polvos, pastas,

unglentos, Jaleas, ceras, aceites, lipidos, vesiculas dque
contienen lipidos (catidénicos o anidnicos) (tales como
LIPOFECTIN™), conjugados de ADN, pastas de absorcidén anhidras,
emulsiones de aceite en agua y agua en aceite, emulsiones de
carbowax (polietilenglicoles de distintos pesos moleculares),
geles semisdlidos y mezclas semisdlidas que contienen carbowax.
Véase también, Powell et al., "Compendium of excipients for
parenteral formulations" PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52:238-
311.

[0158] La dosis de anticuerpo puede variar dependiendo de
la edad y el tamafio del sujeto al que se va a administrar, 1la

enfermedad diana, las condiciones, la via de administracidén vy
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similares. Cuando se usa un anticuerpo de la presente invenciédn
para tratar una enfermedad o trastorno en un paciente adulto,
0 para prevenir dicha enfermedad, es ventajoso administrar el
anticuerpo de la presente invencidén normalmente en una dosis
unica de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 100 mg/kg de
peso corporal. En una modalidad, el anticuerpo segun la
invencién se administra en una dosis uUnica de aproximadamente
25 mg/kg de peso corporal. Dependiendo de la gravedad de la
afeccidén, se puede ajustar la frecuencia y la duracidén del
tratamiento. En determinadas modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo de la invencidn se
puede administrar como una dosis inicial de al menos alrededor
de 0.1 mg a aproximadamente 800 mg, alrededor de 1 a
aproximadamente 600 mg, alrededor de 5 a aproximadamente 500
mg, alrededor de 10 a aproximadamente 400 mg, o aproximadamente
100 mg. En ciertas modalidades, la dosis inicial puede 1ir
seguida de la administracidén de una segunda o una pluralidad
de dosis posteriores del anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo en una cantidad que puede ser
aproximadamente igual o menor que la de la dosis inicial, en
donde las dosis posteriores estdn separadas por al menos 1 dia
a 3 dias; al menos una semana, al menos 2 semanas; al menos 3
semanas; al menos 4 semanas; al menos 5 semanas; al menos 6

semanas; al menos 7 semanas; al menos 8 semanas; al menos 9
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semanas; al menos 10 semanas; al menos 12 semanas; O al menos
14 semanas.

[0159] Se conocen varios sistemas de administracién vy
pueden usarse para administrar la composicidn farmacéutica de
la invencién, p. ej., encapsulacién en liposomas,
microparticulas, microcapsulas, células recombinantes capaces
de expresar los virus mutantes, endocitosis mediada por
receptores (ver, por ejemplo, Wu, et al., (1987) J. Biol.
262:4429-4432). Los métodos de introduccidén incluyen, entre
otros, via intradérmica, transdérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, subcutdnea, intranasal, epidural
y oral. La composicidén se puede administrar por cualquier via
conveniente, por ejemplo mediante infusidén o inyeccién en bolo,
mediante absorcidén a través de revestimientos epiteliales o
mucocuténeos (p. ej., mucosa oral, mucosa rectal e intestinal,
etc.) y se puede administrar Jjunto con otros agentes
bioldgicamente activos. La administracidén puede ser sistémica
o local. La composicidn farmacéutica también puede
administrarse en wuna vesicula, en particular un liposoma
(véase, por ejemplo, Langer, (1990) Science 249:1527-1533).

[0160] También se contempla en el presente documento el
uso de nanoparticulas para administrar los anticuerpos de 1la
presente invencién. Las nanoparticulas conjugadas con
anticuerpos pueden usarse tanto para aplicaciones terapéuticas

como de diagnéstico. Las nanoparticulas conjugadas con
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anticuerpos y los métodos de preparacidén y uso se describen en
detalle en Arruebo, M., et al., 2009 (“Nanoparticulas
conjugadas con anticuerpos para aplicaciones biomédicas” en J.
Nanomat. Volumen 2009, ID de articulo 439389, 24 paginas, doi:
10.1155/2009/439389), incorporado en el presente documento
como referencia. Las nanoparticulas se pueden desarrollar vy
conjugar con anticuerpos contenidos en composiciones
farmacéuticas para atacar células. También se han descrito
nanoparticulas para la administracién de férmacos, por ejemplo,
en los documentos US 8257740 o US 8246995, cada uno incorporado
en el presente documento en su totalidad.

[0161] En determinadas situaciones, la composicidn
farmacéutica se puede administrar en un sistema de liberacidén
controlada. En una modalidad, se puede utilizar una bomba. En
otra modalidad, se pueden usar materiales poliméricos. En otra
modalidad mas, se puede colocar un sistema de liberacidn
controlada cerca del objetivo de la composicidn, requiriendo
asi sb6lo una fraccidén de la dosis sistémica.

[0162] Las ©preparaciones 1inyectables pueden incluir
formas de dosificacién para inyecciones intravenosas,
subcuténeas, intracraneales, intraperitoneales e
intramusculares, infusiones por goteo, etc. Estas
preparaciones inyectables pueden prepararse mediante métodos

publicamente conocidos.
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[0163] Una composiciédn farmacéutica de la presente
invencién se puede administrar por via subcuténea o intravenosa
con una aguja y Jjeringa estandar. Ademds, con respecto a la
administracidén subcutédnea, un dispositivo de administracidén en
forma de pluma tiene facilmente aplicaciones para administrar
una composicidén farmacéutica de la presente invencidn. Un
dispositivo de suministro de pluma de este tipo puede ser
reutilizable o desechable. Un dispositivo de administracidén de
pluma reutilizable generalmente utiliza un cartucho
reemplazable que contiene una composicién farmacéutica. Una
vez que se ha administrado toda la composicidédn farmacéutica
dentro del cartucho y el cartucho estad vacio, el cartucho vacio
se puede desechar facilmente y reemplazar con un cartucho nuevo
que contiene la composicién farmacéutica. Entonces se puede
reutilizar el dispositivo de entrega de la pluma. En un
dispositivo dispensador de pluma desechable, no hay ningun
cartucho reemplazable. Mas bien, el dispositivo de
administracién de pluma desechable wviene precargado con la
composicidén farmacéutica mantenida en un depdsito dentro del
dispositivo. Una vez que se vacia el depdsito de la composicidn
farmacéutica, se desecha todo el dispositivo.

[0164] Ventajosamente, las composiciones farmacéuticas
para uso oral o parenteral descritas anteriormente se preparan
en formas de dosificacidén en una dosis unitaria adecuada para

adaptarse a una dosis de los ingredientes activos. Dichas
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formas de dosificacién en una dosis unitaria incluyen, por

ejemplo, comprimidos, pildoras, cépsulas, inyecciones
(ampollas), supositorios, etc. La cantidad de anticuerpo
contenida es generalmente de aproximadamente 5 a

aproximadamente 500 mg por forma de dosificacidén en una dosis
unitaria; especialmente en la forma de inyeccidn, se prefiere
que el anticuerpo esté contenido en aproximadamente 5 a
aproximadamente 300 mg y en aproximadamente 10 a
aproximadamente 300 mg para las otras formas de dosificacién.

Usos terapéuticos de los anticuerpos

[0165] Los anticuerpos antagonistas de la presente
invencidén son utiles para el tratamiento y/o prevencidédn de una
enfermedad o trastorno o afeccidén asociada con NPR1 y/o para
mejorar al menos un sintoma asociado con dicha enfermedad,
trastorno o afecciédn. En determinadas modalidades, un
anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo de la
invencidén se puede administrar en una dosis terapéutica a un
paciente con una enfermedad o trastorno o afeccibébn asociada
con NPRI1.

[01l66] E1 trastorno o enfermedad puede incluir
hipotensién y/o un trastorno o enfermedad asociada con
hipotensién y/o hipotensién asociada con una enfermedad o
trastorno, por ejemplo, shock circulatorio, shock séptico vy
enfermedad neurodegenerativa. La hipotensidn es una

disminucidén de la presidn arterial sistémica por debajo de los
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valores bajos aceptados. La hipotensidén existe como un rango,
sin un valor hipotensor estandar aceptado, pero las presiones
inferiores a 90 mm Hg (sistdélica)/60 mm Hg (diastdlica) se
reconocen como hipotensivas. Los sintomas de hipotensidén pueden
incluir, entre otros, aturdimiento, mareos, sincope, dolor en
el pecho, dificultad para respirar, latidos cardiacos
irregulares, temperatura corporal elevada, dolor de cabeza,
rigidez en el cuello, dolor severo en la parte superior de la
espalda, tos con esputo, diarrea, vbémitos, disuria, reacciones
alérgicas, fatiga y aberraciones de la visidn. Las
complicaciones de la hipotensidén no tratada con gasto cardiaco
deficiente son graves y, en ultima instancia, pueden provocar
la muerte. En caso de shock inminente o shock fulminante, la
hipotensidén no tratada puede provocar una falla multiorgénica
(Sharma, et al., actualizado en 2021, Hypotension, disponible
en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK499961/). En una
modalidad, un anticuerpo anti-NPR1 antagonista o un fragmento
de unidén a antigeno del mismo de acuerdo con la invencidn se
usa para tratar un sintoma o una indicacidén de un tipo de
hipotensién. En otra modalidad, un anticuerpo anti-NPR1
antagonista o un fragmento de unidén a antigeno del mismo seglin
la invencidén se usa para aumentar la presidn sanguinea de un
sujeto que tiene hipotensidén y/o que tiene una enfermedad o

trastorno asociado con hipotensidn.
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[0167] E1 shock séptico se caracteriza por hipotensién
refractaria, que provoca una perfusién inadecuada de 1los
tejidos y se asocia con altas tasas de mortalidad. EI1
tratamiento estdndar para la sepsis asociada a hipotensidn es
la administracién de vasopresores, como catecolaminas o
miméticos, vasopresina o Ang II, para mantener la presidn
arterial y las concentraciones séricas de lactato en ausencia
de hipovolemia. Sin embargo, los vasopresores estédndar de
atencién tienen inconvenientes importantes, que incluyen la
necesidad de ajustar la dosis con frecuencia, tener un rango
terapéutico estrecho, requerir acceso venoso central y atencidn
en la UCI, y posiblemente incluso reducir la perfusidn capilar
(que causa isgquemia tisular (por ejemplo, necrosis digital) en
dosis altas prolongadas). Por lo tanto, sigue existiendo una
importante necesidad insatisfecha de abordar la hipotensidén
(refractaria). En wuna modalidad, un anticuerpo anti-NPRI1
antagonista o un fragmento de unidén a antigeno del mismo segun
la invencidn se usa para tratar un sintoma o una indicacién de
shock séptico, o para tratar la hipotensidén refractaria del
shock séptico. En otra modalidad, el uso de un anticuerpo anti-
NPR1 antagonista o un fragmento de unidén a antigeno del mismo
segun la invencidén para tratar el shock séptico, o para tratar
la hipotensidén refractaria del shock séptico, permite un uso

reducido de vasopresores. Como resultado, se requiere una
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duracién reducida de la estancia en la unidad de cuidados
intensivos (UCI).

[0168] La hipotensidén ortostédtica neurogénica constituye
hipotensidén en la posicidén erguida (la presidn arterial cae al
estar de pie, 1lo que provoca hipoperfusidn cerebral) vy
generalmente se debe a defectos en los reflejos autdnomos
asociados con enfermedades neurodegenerativas. Complica
maltiples enfermedades vy se asocia con una morbilidad
significativa, con un impacto de los sintomas en las
actividades diarias clasificado como grave o muy grave en casi
el 50% de 1los pacientes. Las dos terapias farmacoldgicas
actualmente aprobadas tienen sélo una eficacia modesta, ya que
ambas son de accidén corta y requieren dosificacidédn tres veces
al dia (TID). En una modalidad, se usa un anticuerpo anti-NPR1
antagonista o un fragmento de unidén a antigeno del mismo segln
la invencidén para tratar la hipotensidn ortostéatica
neurogénica.

[0169] El1 trastorno o enfermedad también puede incluir el
sindrome de taquicardia ortostédtica postural (POTS). Este
sindrome se caracteriza por taquicardia més sintomas en
posicidén erguida, aunque sin hipotensidén. En POTS, se registra
en adultos un aumento de la frecuencia cardiaca desde la
posicidén horizontal hasta la posicién de pie (o segun 1lo
probado en una mesa inclinada) de al menos 30 latidos por

minuto, medido durante los primeros 10 minutos de pie. E1 POTS
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suele afectar a mujeres Jjdévenes vy causa una morbilidad
significativa. Los sintomas que ocurren al ponerse de pie
incluyen aturdimiento, temblores, palpitaciones, debilidad,
fatiga, visidén borrosa, sincope ocasional y similares. Mas del
80% de los pacientes con POTS informan una calidad de vida
significativamente reducida. Si bien se utilizan habitualmente
fludrocortisona, midodrina % betabloqueantes, no han
demostrado una eficacia terapéutica significativa; de hecho,
actualmente la FDA no ha aprobado ningin medicamento especifico
para tratar el POTS. En una modalidad, se usa un anticuerpo
anti-NPR1 antagonista o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo de acuerdo con la invencidn para tratar POTS.

[0170] En ciertas modalidades, los anticuerpos
antagonistas de la presente invencidén son uGtiles para tratar o
prevenir al menos un sintoma o indicacién de una enfermedad o
trastorno seleccionado del grupo que consiste en hipotensiédn,
shock circulatorio, shock séptico, hipotensidén ortostatica
neurogénica, sindrome de taquicardia ortostatica postural.
(POTS), insuficiencia cardiaca, shock cardiogénico, obesidad,
insuficiencia renal, enfermedad renal crdénica, edema macular,
glaucoma, accidente cerebrovascular, trastornos pulmonares,
fibrosis pulmonar, inflamaciédn, asma, trastornos del
crecimiento esquelético, fracturas bseas, diabetes,

hipoglucemia y céncer.
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[0171] También se contempla en el presente documento usar
uno o méds anticuerpos de 1la presente invencidén de forma
profiladctica en sujetos con riesgo de sufrir una enfermedad o
trastorno asociado a NPRI.

[0172] En una modalidad de la invencidén, los presentes
anticuerpos se usan para la preparacién de una composicidn
farmacéutica o medicamento para tratar pacientes que padecen
una enfermedad, trastorno o afeccidn presentada en el presente
documento. En otra modalidad de la invencién, los presentes
anticuerpos se usan como terapia complementaria con cualquier
otro agente o cualquier otra terapia conocida por los expertos
en la técnica Util para tratar o mejorar una enfermedad,
trastorno o afeccidén presentada en el presente documento.

Terapias combinadas

[0173] Las terapias combinadas pueden incluir un
anticuerpo antagonista de la invencidén y cualquier agente
terapéutico adicional que pueda combinarse ventajosamente con
un anticuerpo de la invenciébn, o con un fragmento
biolégicamente activo de un anticuerpo de la invencidén. Los
anticuerpos de la presente invencidén se pueden combinar
sinérgicamente con uno o mas farmacos o terapias utilizadas
para tratar una enfermedad o trastorno asociado a NPRI1,
incluida la hipotensién. En algunas modalidades, los

anticuerpos de la invencidédn se pueden combinar con un segundo



10

15

20

100

agente terapéutico o terapia para mejorar uno o mas sintomas
de dicha enfermedad o afecciédn.

[0174] Dependiendo de la enfermedad, trastorno o
afeccidén, los anticuerpos de la presente invencidn se pueden
usar en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos
adicionales que incluyen, entre otros, un inhibidor de 1la
angiogénesis, un vasoconstrictor/vasopresor, un
inmunosupresor, dcido ascoérbico, un inhibidor de la
calcineurina, un corticosteroide, un inhibidor de VEGF, un
descongestionante, un antidepresivo, un anticonceptivo
hormonal, un estimulante (incluido un estimulante cardiaco),
cafeina, oxigenacidn por membrana extracorpbdrea, un
dispositivo de asistencia ventricular, un baldn de
contrapulsacién intraadrtico, una modificacidén del estilo de
vida, un suplemento dietético, un farmaco antimicrobiano,
insulina y un fdrmaco antiinflamatorio.

[0175] Como se usa en el presente documento, el término
"en combinacién con" significa que se pueden administrar
componentes terapéuticamente activos adicionales antes,
simultaneamente o después de la administracidén del anticuerpo
antagonista anti-NPR1 de la presente invencidén. E1 término "en
combinacidén con" también incluye la administracidén secuencial
o concomitante de un anticuerpo anti-NPR1 y un segundo agente

terapéutico o terapia.
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[0176] Los componentes terapéuticamente activos
adicionales pueden administrarse a un sujeto antes de 1la
administracién de un anticuerpo anti-NPR1 de la presente
invencién. Por ejemplo, se puede considerar gque un primer
componente se administra "antes de" un segundo componente si
el primer componente se administra 1 semana antes, 72 horas
antes, 60 horas antes, 48 horas antes, 36 horas antes, 24 horas
antes, 12 horas antes, 6 horas antes, 5 horas antes, 4 horas
antes, 3 horas antes, 2 horas antes, 1 hora antes, 30 minutos
antes o menos de 30 minutos antes de la administracidén del
segundo componente. En otras modalidades, el componente o
componentes terapéuticamente activos adicionales se pueden
administrar a un sujeto después de la administracidén de un
anticuerpo anti-NPR1 de la presente invencidén. Por ejemplo, se
puede considerar que un primer componente se administra
"después" de un segundo componente si el primer componente se
administra 30 minutos después, 1 hora después, 2 horas después,
3 horas después, 4 horas después, 5 horas después, 6 horas
después, 12 horas después, 24 horas después, 36 horas después,
48 horas después, 60 horas después, 72 horas después o mas de
la administracién del segundo componente. Aun en otras
modalidades, el componente o componentes terapéuticamente
activos adicionales se pueden administrar a un sujeto
simultédneamente con la administracidén de un anticuerpo anti-

NPR1 de la presente invencién. La administracidén "concurrente",
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para los fines de la presente invencidén, incluye, p. ej., la
administracién de un anticuerpo anti-NPR1 y un componente
terapéuticamente activo adicional a un sujeto en una forma de
dosificacidén duUnica, o en formas de dosificacidn separadas
administradas al sujeto dentro de aproximadamente 30 minutos o
menos uno del otro. Si se administra en formas de dosificacidn
separadas, cada forma de dosificacién se puede administrar por
la misma via (p. ej., tanto el anticuerpo anti-NPR1 como el
componente terapéuticamente activo adicional se pueden
administrar por via intravenosa, etc.); alternativamente, cada
forma de dosificacidédn puede administrarse a través de una ruta
diferente (p. ej., el anticuerpo anti-NPR1 puede administrarse
por via intravenosa y el componente terapéuticamente activo
adicional puede administrarse por via oral). En cualguier caso,
la administracién de los componentes en una dosis Unica, en
formas de dosificacidédn separadas por la misma ruta o en formas
de dosificacidén separadas por rutas diferentes se considera

"administracidén concurrente" para los fines de la presente

invencién. Para propdésitos de la presente invencidn, la
administracién de un anticuerpo anti-NPR1 "antes",
"concurrente con" o "después" (como se definen esos términos

en el presente documento anteriormente) de la administracidn
de un componente terapéuticamente activo adicional se considera
la administracién de un anticuerpo anti-NPR1 "en combinacién

con" un componente terapéuticamente activo adicional.
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[0177] La presente invencién incluye composiciones
farmacéuticas en las que un anticuerpo anti-NPR1 de la presente
invencién se coformula con uno o méds de los componentes
terapéuticamente activos adicionales como se describe en otra
parte del presente documento.

Usos diagnésticos de los anticuerpos

[0178] Los anticuerpos antagonistas de la presente
invencidén se pueden usar para detectar y/o medir NPR1 en una
muestra, por ejemplo, <con fines de diagnéstico. Algunas
modalidades contemplan el uso de uno o mas anticuerpos de la
presente invencidén en ensayos para detectar una enfermedad o
trastorno asociado a NPR1. Los ensayos de diagndstico
ejemplares para NPR1 pueden comprender, p. €j., poner en
contacto una muestra, obtenida de un paciente, con un
anticuerpo anti-NPR1 de la invencidén, en el que el anticuerpo
anti-NPR1 se marca con una etiqueta detectable o una molécula
indicadora o se usa como ligando de captura para aislar
selectivamente NPR1 de muestras de pacientes.
Alternativamente, un anticuerpo anti-NPR1 no marcado se puede
utilizar en aplicaciones de diagnéstico en combinacidén con un
anticuerpo secundario que elOn si mismo estd marcado de forma
detectable. El marcador detectable o molécula informadora puede
ser un radioisdétopo, tal como 3H, 4C, 32P, 35S o 125I; un resto
fluorescente o quimioluminiscente tal como isotiocianato de

fluoresceina o rodamina; o una enzima tal como fosfatasa



10

15

20

25

104

alcalina, p-galactosidasa, peroxidasa de rédbano picante o
luciferasa. Los ensayos ejemplares especificos que se pueden
usar para detectar o medir NPR1 en una muestra incluyen ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo
(RIA) vy clasificacidén de células activadas por fluorescencia
(FACS) .

[0179] Las muestras gque se pueden usar en ensayos de
diagnéstico de NPR1 segun la presente invencidén incluyen
cualquier muestra de tejido o fluido que se pueda obtener de
un paciente, que contenga cantidades detectables de proteina
NPR1, o fragmentos de la misma, en condiciones normales o
patoldgicas. Generalmente, los niveles de proteina NPR1 en una
muestra particular obtenida de un paciente sano (p. e€j., un
paciente que no padece una enfermedad asociada con NPR1l) se
medirdn para establecer inicialmente un nivel inicial o
estdndar de NPR1. Este nivel 1inicial de NPR1l puede luego
compararse con los niveles de NPR1 medidos en muestras
obtenidas de individuos sospechosos de tener una afeccidn
asociada a NPR1, o sintomas asociados con dicha afeccidn.

[0180] Los anticuerpos especificos para la proteina NPRI1
pueden no contener marcadores o restos adicionales, o pueden
contener un marcador o resto N-terminal o C-terminal. En una
modalidad, el marcador o resto es biotina. En un ensayo de
unién, la ubicacidén de un marcador (si lo hay) puede determinar

la orientacidén del péptido con respecto a la superficie sobre
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la que se une el péptido. Por ejemplo, si una superficie esté
recubierta con avidina, un péptido que contiene una biotina N-
terminal se orientard de manera que la porcidén C-terminal del
péptido estard distal a la superficie.

EJEMPLOS

[0181] Los siguientes ejemplos se presentan para
proporcionar a los expertos en la técnica una invencidédn y una
descripcidén completas de cémo elaborar y utilizar los métodos
y composiciones de la invencién, y no pretenden limitar el
alcance de lo que los inventores consideran como su invenciédn.
Se han hecho esfuerzos para garantizar 1la precisidén con
respecto a los nuUmeros utilizados (p. e€ej., cantidades,
temperatura, etc.), pero se deben tener en cuenta algunos
errores y desviaciones experimentales. A menos que se indique
lo contrario, las partes son partes en peso, el peso molecular
es el peso molecular promedio, la temperatura estd en grados
centigrados, la temperatura ambiente es aproximadamente 25 © C
y la presidén es atmosférica o cercana.

Ejemplo 1: Generacién de anticuerpos humanos contra el
receptor 1 del péptido natriurético (NPR1)

[0182] Se generaron anticuerpos humanos contra 1la
proteina NPR1 en un ratdédn VELOCIMMUNE® que comprendia ADN que
codifica regiones variables de cadena pesada y ligera kappa de
inmunoglobulina humana. Los ratones fueron inmunizados con NPRI1

humano y ADN de ANP de ratdédn mediante administracidn
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hidrodinédmica de ADN y reforzados con el dominio extracelular
de la proteina NPR1 humana complejada con ANP de ratédn.

[0183] La respuesta inmune de los anticuerpos se controld
mediante un inmunoensayo especifico de NPR1. Cuando se logrd
la respuesta inmune deseada, se recolectaron esplenocitos y se
fusionaron con células de mieloma de ratdn para preservar su
viabilidad y formar lineas celulares de hibridoma. Las lineas
celulares de hibridoma se examinaron y seleccionaron para
identificar lineas celulares que producen anticuerpos
especificos de NPR1. Las lineas celulares se usaron para
obtener varios anticuerpos quiméricos anti-NPR1 (es decir,
anticuerpos que poseen dominios variables humanos y dominios
constantes de ratédn).

[0184] Los anticuerpos anti-NPR1 también se aislaron
directamente de células B de ratdn positivas para antigeno sin
fusidén con células de mieloma, como se describe en la patente
de EE.UU. num. 7,582,298, incorporada especificamente en el
presente documento como referencia en su totalidad. Usando este
método, se obtuvieron varios anticuerpos anti-NPR1
completamente humanos (es decir, anticuerpos que ©poseen
dominios variables humanos y dominios constantes humanos) .

[0185] Los anticuerpos ejemplares generados como se
describe anteriormente se denominaron mAb38067, mAb38072,

mAb38090 y mAb22034.
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[0186] Las propiedades bioldbgicas de los anticuerpos
ejemplares generados de acuerdo con los métodos de este Ejemplo
se describen en detalle en 1los Ejemplos establecidos a
continuacién.

Ejemplo 2: Secuencias de aminoacidos y nucledétidos de
regién variable de cadena pesada y ligera

[0187] La Tabla 1 establece los identificadores de
secuencia de aminocdcidos de las regiones variables de cadena
pesada y ligera 'y las CDR de anticuerpos anti-NPR1
seleccionados de la invenciédn.

Tabla 1l: Identificadores de secuencia de aminoacidos

SEQ ID NO:
Designacion
de HCVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR LCDR | LCDR | LCDR

anticuerpos ! 2 3
mAb38067 2 4 6 8 10 12 AAS 16
mAb38072 22 24 26 28 30 12 AAS 32
mAb38090 38 40 42 44 46 48 AAS 16
mAb22034 55 57 59 61 63 65 GAS 69

[0188] Los identificadores de secuencia de &cido nucleico

correspondientes se exponen en la Tabla 2.
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Tabla 2: Identificadores de secuencia de acidos nucleicos

SEQ ID NO:
Designacion
LCDR | LCDR | LCDR
de HCVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR 1 ) 3
anticuerpos
gctgc
mAb38067 1 3 5 7 9 11 15
atcc
gctgc
mAb38072 21 23 25 27 29 11 31
atcc
gctgc
mAb38090 37 39 41 43 45 47 49
atcc
ggcgce
mAb22034 54 56 58 60 62 64 . 68
atcc

[0189] Los anticuerpos a los que se hace referencia en el
presente documento normalmente tienen regiones variables
completamente humanas, pero pueden tener regiones constantes
humanas o de ratdén. Como apreciard un experto en la técnica,
un anticuerpo que tiene un isotipo Fc particular se puede
convertir en un anticuerpo con un isotipo Fc diferente (p. ej.,
un anticuerpo con un Fc IgGl de ratdén se puede convertir en un
anticuerpo con un IgGl humana o IgG4 humana, etc.), pero en
cualquier caso, los dominios variables (incluidas las CDR),
que se indican mediante los identificadores numéricos que se
muestran en la Tabla 1, seguirdn siendo los mismos y se espera
que las propiedades de unidén al antigeno sean idénticas o
sustancialmente similares independientemente de la naturaleza

del dominio Fc.
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[0190] En determinadas modalidades, los anticuerpos
seleccionados con un Fc de IgGl de ratén se convierten en
anticuerpos con Fc de IgG4 humano. En una modalidad, el dominio
Fc de IgG4 comprende 2 o mas cambios de aminoacidos como se
describe en el documento US20100331527. En una modalidad, el
Fc de IgG4 humana comprende una mutacidédn de serina a prolina
en la regidén bisagra (S108P) para promover la estabilizacidn
del dimero. A menos que se indique lo contrario, todos 1los
anticuerpos usados en los siguientes ejemplos comprenden un
isotipo IgG4 humano.

[0191] Los anticuerpos ejemplares mAb38067, mAb38072,
mAb38090 y mAb22034 que comprenden un Fc de IgG4 humano que
comprende una mutacidén de serina a prolina en la regidén bisagra
(S108P) se designaron como REGN7541, REGN7544, REGN7548 vy
H4H22034 respectivamente. La Tabla 3 establece los
identificadores de secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos
de las secuencias de cadenas pesadas y ligeras de longitud
completa de estos anticuerpos.

Tabla 3: Identificadores de secuencia de cadena pesada y

cadena ligera de longitud completa
Nombre de SEQ ID NO:

anticuerpo HC LC
ADN | PEP | ADN | PEP
mAb38067 | REGN7541 17 18 19 20
mAb38072 | REGN7544 | 33 34 35 36
mAb38090 | REGN7548 | 50 51 52 53

ID de

anticuerpos
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mAb22034 | H4H22034 | 70 71 72 73

Construcciones de control utilizadas en los siguientes
ejemplos

[0192] La siguiente construccién de control (anticuerpo
anti-NPR1) se incluyd en los experimentos descritos en el
presente documento, con fines comparativos: "Comparador 1", un
anticuerpo monoclonal contra NPR1 humano que tiene secuencias
VH/VL del anticuerpo "mAb5591" de acuerdo con la patente de
EE.UU. num. 20120114659 (Morphosys).

Ejemplo 3: Cinética de unién de Biacore de anticuerpos
monoclonales anti-NPR1l que se unen a diversos reactivos de NPR1
medidos a 25°C y 37°C

Procedimiento experimental

[0193] La constante de disociacidén de equilibrio (Kp) para
diferentes reactivos  NPR1 que se unen a anticuerpos
monoclonales (mAb) anti-NPR1 purificados se determind
utilizando un biosensor Biacore 8k basado en resonancia de
plasmén superficial (SPR) en tiempo real. Todos los estudios
de unién se realizaron en HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM
y tampdn de surfactante P20 al 0.05% v/v, pH 7.4 (HBS-EP) a 25
°C y 37 °C. La superficie del chip sensor Biacore CM5 se
derivatizd por primera vez mediante acoplamiento de amina con
un anticuerpo especifico anti-Fc humano para capturar mAb anti-

NPR1. Se realizaron estudios de union en el dominio
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extracelular NPR1 humano expresado con una myc-myc-—
hexahistidina C-terminal (hNPR1-MMH; SEQ ID NO: 74), el dominio
extracelular NPR1 de mono expresado con una myc-myc-
hexahistidina C-terminal (mfNPR1- MMH; SEQ ID NO:75), dominio
extracelular NPR1 de ratdn expresado con un myc-myc-—
hexahistidina C-terminal (mNPR1-MMH; SEQ ID NO:76), dominio
extracelular NPR1 de perro expresado con un myc-myc-C-terminal
hexahistidina (dog NPR1-MMH; SEQ ID NO:77), dominio
extracelular NPR1 de cerdo expresado con una myc-myc-
hexahistidina C-terminal (pig NPRI1-MMH; SEQ ID NO:78) y hNPRI1-
MMH + 10x hANP.

[0194] Diferentes concentraciones (40 nM - 0.625 nM,
diluciones en serie de 4 veces) de hNPR1-MMH, mfNPR1-MMH,
hNPR1-MMH en presencia de una concentracidédn de 10 veces de
hANP, o una concentracién fija (40 nM) de mNPR1-MMH, dog NPRI1
-MMH, pig NPR1-MMH se prepararon en tampén de ejecucidn HBS-EP
y luego se inyectaron durante 150 segundos a un caudal de 30
pl/min, mientras que la disociacién de mAb unidos a diferentes
reactivos NPR1 se monitored durante 30 minutos en tampdn de
ejecucidén HBS-EP. Al final de cada ciclo, la superficie de
captura de mAb anti-NPR1 se regenerd utilizando una inyeccidn
de 12 segundos de acido fosfdérico 10 mM. La tasa de asociacidn
(ka) y la tasa de disociacidén (kd) se determinaron ajustando
los sensogramas de unidén en tiempo real a un modelo de unidn

1:1 con limitacidén de transporte masivo utilizando el software
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de evaluacién Biacore insight. La constante de equilibrio de
disociacién de unidén (KD) y la vida media disociativa (t¥) se
calcularon a partir de las tasas cinéticas como:

Ko (M) = 2, y t % (min) =22

Los parametros de cinética de unidén para diferentes
reactivos de NPR1 que se unen a diferentes mAb anti-NPR1 de la
invencién a 25 °C y 37 °C se muestran en las Tablas 4 a 15.

Resultados

[0195] A 25 °C, los anticuerpos monoclonales anti-NPR1 se
unieron a hNPR1-MMH con valores de Kp que oscilaban entre 47.4
pM vy 1.27 nM, como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4: Parametros cinéticos de unién de diferentes mAb

anti-NPR1 a hNPR1-MMH a 25 °C

Nivel de
40 nM Ag
mAb captura ka ka t'2
unido Kb (M)
capturado de mAb (RU) (1/Ms) (1/s) (min)
(RU)

H4H22034N 59+0.4 34 3.26E+05 | 4.15E-04 | 1.27E-09 28
REGN7541 59+0.2 26 2.02E+05 | 6.80E-05 | 3.36E-10 170
REGN7544 60+0.4 29 2.81E+05 | 1.33E-05 | 4.74E-11 868
REGN7548 59+0.3 38 4.22E+05 | 3.40E-05 | 8.06E-11 340
Control de

59 + 0.1 0 NB* NB NB NB
isotipo
*NB = no se detectd uniodn
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[0196] A 37°C, los anticuerpos monoclonales anti-NPR1 se
unieron a hNPR1-MMH con valores de KD que Oscilaban entre 57,4
pM yv 1,7 nM, como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5: Parametros cinéticos de unién de diferentes mAb

5 anti-NPR1l a hNPR1-MMH a 37 °C

Nivel de 40 nM
mAb captura Ag ka kq Kb t'2
capturado de mAb unido (1/Ms) (1/s) (M) (min)
(RU) (RU)

H4H22034N | 71+0.3 44 6.26E+05 | 1.06E-03 | 1.70E-09 11
REGN7541 69 +0.4 41 7.47E+05 | 1.34E-04 | 1.79E-10 86
REGN7544 | 72+0.2 43 5.69E+05 | 3.27E-05 | 5.74E-11 353
REGN7548 | 71+0.3 50 7.77TE+05 | 6.60E-05 | 8.49E-11 175
Control de

is0tipo 73101 0 NB* NB NB NB

*NB = no se detectd unidn

[0197] A 25 °C, los anticuerpos monoclonales anti-NPR1 se
unieron a mfNPR1-MMH con valores de Kp que oscilaban entre 69

10 pM y 1.23 nM, como se muestra en la Tabla 6.
Tabla 6: Parametros cinéticos de unién de diferentes mAb

anti-NPR1 a mfNPR1-MMH a 25 °C

40 nM
Nivel de
mAb Ag ka kq Kb t'2
captura de
capturado unido (1/Ms) (1/s) (M) (min)
mAb (RU)
(RU)
H4H22034N 50+0.4 33 3.18E+05 | 3.92E-04 | 1.23E-09 29
REGN7541 59+0.2 26 2.11E+05 | 6.71E-05 | 3.18E-10 172




114

REGN7544 60 +0.1 29 2.79E+05 | 2.02E-05 | 7.25E-11 571
REGN7548 59+0.2 38 4. 19E+05 | 2.89E-05 | 6.90E-11 399
Control de
59 + 0.1 1 NB* NB NB NB
isotipo

*NB = no se detectd unidn

[0198] A 37°C, los anticuerpos monoclonales anti-NPR1 se
unieron a mfNPR1-MMH con valores de Kp que oscilaban entre 53.6

5 pM vy 1.99 nM, como se muestra en la Tabla 7.
Tabla 7: Parametros cinéticos de unién de diferentes mAb

anti-NPR1 a mfNPR1-MMH a 37 °C

Nivel de
40 nM
mAb captura ka ka Kb t2
Ag unido
capturado de mAb (RU) (1/Ms) (1/s) (M) (min)
(RU)
H4H22034N | 71 +0.3 37 5.04E+05 | 1.00E-03 | 1.99E-09 12
REGN7541 69+0.4 36 6.63E+05 | 1.04E-04 | 1.57E-10 111
REGN7544 | 72+0.1 36 5.48E+05 | 2.94E-05 | 5.36E-11 393
REGN7548 | 71+0.2 39 6.62E+05 | 6.49E-05 | 9.81E-11 178
control de
o 72+0.1 0 NB* NB NB NB
isotipos

*NB = no se detectd unidn

10 [0199] A 25°C, los anticuerpos monoclonales anti-NPR1 se
unieron a hNPR1-MMH en presencia de una concentracién de hANP
de 10 veces con valores de Kp que oscilaban entre 78.8 pM y 500

pM, como se muestra en la Tabla 8.
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Parametros cinéticos de unidén de diferentes mAb

anti-NPR1 a hNPR1-MMH en presencia de una concentracién de 10

[0200] A 37°C,

veces de hANP a 25 °C
Nivel de | 40 nM
mAb captura Ag k. ka Kb t'2
capturado de mAb | unido (1/Ms) (1/s) (M) (min)
(RU) (RU)
H4H22034N | 60 +0.2 35 3.46E+05 1.73E-04 | 5.00E-10 67
REGN7541 60+0.2 23 2.19E+05 6.07E-05 | 2.77E-10 190
REGN7544 59+0 26 2.61E+05 4.83E-05 | 1.85E-10 239
REGN7548 610 39 5.52E+05 4.35E-05 | 7.88E-11 266
control de
o 57+0.2 0 NB* NB NB NB
isotipo
*NB = no se detectd unidn

los anticuerpos monoclonales anti-NPR1 se

unieron a hNPR1-MMH en presencia de una concentracidén de hANP

de 10 veces con valores de Kp que oscilaban entre 642 pM y 1.52

nM,

como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9: Parametros cinéticos de unién de diferentes mAb

anti-NPR1 a hNPR1-MMH en presencia de una concentracién de 10

veces de hANP a 37 °C
Nivel de | 40 nM
mAb captura Ag ka kq Kb t'2
capturado | de mAb | unido (1/Ms) (1/s) (M) (min)
(RU) (RU)
H4H22034N | 75+0.2 42 4 71E+05 | 7.17E-04 | 1.52E-09 16
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Nivel de | 40 nM
mAb captura Ag ka kqd Kb t'~
capturado | de mAb | unido (1/Ms) (1/s) (M) (min)
(RU) (RU)
REGN7541 | 72+0.2 32 3.49E+05 | 3.78E-04 | 1.08E-09 31
REGN7544 | 69+0.2 34 4 26E+05 | 3.51E-04 | 8.25E-10 33
REGN7548 | 75+0.1 42 5.93E+05 | 3.80E-04 | 6.42E-10 30
control de
sotipo 69 +0.1 0 NB* NB NB NB

*NB = no se detectd unidn

[0201] A 25 °C, solo dos anticuerpos monoclonales anti-

NPR1 se unieron a pig NPR1-MMH con valores de Kp que oscilaban

entre 35.8 nM y 122 nM, como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10: Parametros cinéticos de unién de diferentes mAb

anti-NPR1 a pig NPR1-MMH a 25 °C

Nivel de | 40 nM
mAb captura Ag ka kg Kb t'2
capturado de mAb | unido (1/Ms) (1/s) (M) (min)
(RU) (RU)
H4H22034N | 60 £ 0.1 0 NB NB NB NB
REGN7541 600 0 NB NB NB NB
REGN7544 | 59 +0.1 2 5.58E+04 6.79E-03 | 1.22E-07 1.7
REGN7548 | 61+0.1 11 1.19E+05 | 4.27E-03 | 3.58E-08 27
control de
isotipo 570 0 NB* NB NB NB

*NB = no se detectd unidn
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[0202] A 37°C, solo dos anticuerpos monoclonales anti-
NPR1 se unieron a pig NPR1-MMH con valores de KD que oscilaban
entre 42.1 nM y 98.1 nM, como se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11: Parametros cinéticos de unién de diferentes mAb

5 anti-NPR1l a pig NPR1-MMH a 37 °C

Nivel de
40 nM
mAb captura ka ka Kb t'2
Ag unido .
capturado de mAb (RU) (1/Ms) (1/s) (M) (min)
(RU)

H4H22034N 75+0 0 NB NB NB NB
REGN7541 730 0 NB NB NB NB
REGN7544 | 69+0.3 5 9.65E+04 | 9.47E-03 | 9.81E-08 1.2
REGN7548 | 75+0.1 14 2.20E+05 | 9.27E-03 | 4.21E-08 1.2
control de NB* NB NB NB

o 69+ 0.1 0

isotipo

*NB = no se detectd unidn

[0203] A 25 °C o a 37 °C, ninguno de los anticuerpos
monoclonales anti-NPR1 se unid® a mNPR1-MMH como se muestra en

10 la Tabla 12 y la Tabla 13, respectivamente.
Tabla 12: Parametros cinéticos de unién de diferentes mAb

anti-NPR1 a mNPR1-MMH a 25 °C

Nivel de
40 nM
mAb captura ka ka Kb tl2
Ag unido
capturado de mAb (RU) (1/Ms) (1/s) (M) (min)
(RU)

H4H22034N 60 0 NB NB NB NB
REGN7541 60 0 NB NB NB NB




118

Nivel de
40 nM
mAb captura ka kq Kb t'2
Ag unido .
capturado de mAb (RU) (1/Ms) (1/s) (M) (min)
(RU)

REGN7544 59 0 NB NB NB NB
REGN7548 61 0 NB NB NB NB
control de

o 57 0 NB* NB NB NB

isotipo

*NB = no se detectd unidn

Tabla 13: Parametros cinéticos de unién de diferentes mAb

anti-NPR1 a mNPR1-MMH a 37 °C

Nivel de
40 nM
mAb captura ka ka Kb t2
Ag unido .
capturado de mAb (RU) (1/Ms) (1/s) (M) (min)
(RU)
H4H22034N 75 0 NB NB NB NB
REGN7541 73 0 NB NB NB NB
REGN7544 69 0 NB NB NB NB
REGN7548 75 0 NB NB NB NB
control de
o 69 0 NB* NB NB NB
isotipo

*NB = no se detectd unidn

[0204] A 25 °C o a 37 °C, ninguno de los anticuerpos
monoclonales anti-NPR1 se unidé a dog NPRI-MMH como se muestra

en la Tabla 14 y la Tabla 15, respectivamente.
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anti-NPR1 a dog NPR1-MMH a 25 °C

Nivel de
40 nM
mAb captura k. ka t2
Ag unido Ko (M)
capturado de mAb (RU) (1/Ms) (1/s) (min)
(RU)

H4H22034N 600 0 NB NB NB NB
REGN7541 60 £ 0.1 0 NB NB NB NB
REGN7544 | 59+0.2 0 NB NB NB NB
REGN7548 610 0 NB NB NB NB
control de

o 57+0 0 NB* NB NB NB

isotipo

*NB = no se detectd unidn

Tabla 15: Parametros cinéticos de unién de diferentes mAb

anti-NPR1 a dog NPR1-MMH a 37 °C

Nivel de
40 nM
mAb captura ka ka t2
Ag unido Ko (M)
capturado de mAb (RU) (1/Ms) (1/s) (min)
(RU)

H4H22034N 750 0 NB NB NB NB
REGN7541 73+0.3 0 NB NB NB NB
REGN7544 | 69+0.2 0 NB NB NB NB
REGN7548 750 0 NB NB NB NB
control de

o 69 £ 0.1 0 NB* NB NB NB

isotipo

*NB = no se detectd unidn
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Ejemplo 4: Sensibilidad al pH de anticuerpos monoclonales
anti-NPR1 que se unen a reactivos de NPR1 medida a 37 °C

Procedimiento experimental

[0205] Las constantes de velocidad de disociacidén (ka)
para diferentes anticuerpos monoclonales (mAb) anti-NPR1 en
tampones de pH 7.4 y pH 6.0 se determinaron utilizando un
biosensor Biacore 4000 Dbasado en resonancia de plasmén
superficial (SPR) en tiempo real. Todos los estudios de unién
se realizaron a 37 °C utilizando dos tampones de ejecucidn,
(i) PBS, 0.05% v/v Surfactante Tween-20, pH 7.4 (PBS-T-pH 7.4)
y (ii) PBS, 0.05% v/v Surfactante Tween-20, pH 6.0 (PBS-T-
pH6.0) . La superficie del chip sensor Biacore CM5 se derivatizd
por primera vez mediante acoplamiento de amina con un
anticuerpo especifico anti-Fc humano para capturar mAb anti-
NPR1. Diferentes concentraciones de dominio extracelular NPRI1
humano expresado con una myc-myc-hexahistidina C-terminal
(hNPR1-MMH; SEQ ID NO:74) o dominio extracelular NPR1 de mono
expresado con una myc-myc-hexahistidina C-terminal (mfNPR1-
MMH; SEQ ID NO: 75) (30 nM y 10 nM) se prepararon en tampdn
PBS-T-pH7, se inyectaron 4 a un caudal de 30 pl/min durante 4
minutos seguido de la disociacidén de los reactivos NPR1 unidos
en PBS-T-pH7.4 o PBS-T-pH6.0 ejecutando tampones durante 5
minutos.

[0206] Las constantes de velocidad de disociacidén (kd) en

dos tampones de pH se determinaron ajustando los sensorgramas
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de unidén en tiempo real a un modelo de unién 1:1 utilizando el
software de ajuste de curvas Scrubber 2.0c. La vida media
disociativa (t}2) se calculdé a partir de los valores de kg como:

€ (min) =22

5 Resultados

[0207] Los valores de kay t¥% para diferentes mAb anti-

NPR1 que se unen a hNPR1-MMH o mfNPR1-MMH en PBS-T, pH 7.4,

seguido de disociacidén en PBS-T-pH 7.4 o PBS-T-pH 6.0 de la
invencién a 37°C se muestran en la Tabla 16 a la Tabla 109.

10 Tabla 16: Unién de diferentes anticuerpos monoclonales

(mAb) anti-NPR1 a hNPR1-MMH en tampén PBS-T-pH7.4 y 1la

disociacién en tampén PBS-T-pH7.4 a 37 ° C

Nivel de 30 nM
kqy t'2
mADb capturado capturade | Ag unido
(1/s) (min)
mADb (RU) (RU)
H4H22034N 310+ 1.5 150 7.67E-04 15
REGN7541 326 +0.4 170 7.34E-05 157
REGN7544 359 + 1.1 192 4.24E-05 273
REGN7548 356 +1.4 215 6.58E-05 176
control de isotipo 34014 2 NB* NB

*NB = no se detectd unidn
Tabla 17: Unién de diferentes anticuerpos monoclonales
15 (mAb) anti-NPR1 a hNPR1-MMH en tampén PBS-T-pH7.4 y la

disociacién en tampén PBS-T-pH6.0 a 37 °C

Nivel de 30 nM
kg t'2
mAb capturado capturade | Ag unido .
(1/s) (min)
mADb (RU) (RU)
H4H22034N 349+ 0.6 172 1.38E-04 83
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REGN7541 369+0.5 193 5.31E-05 217
REGN7544 368 + 1.1 193 1.58E-05 731
REGN7548 366 +1.3 219 1.65E-05 702
control de isotipo 344 £ 0.9 2 NB* NB

*NB = no se detectd unidn

(mAb)

Tabla 18: Unién de diferentes anticuerpos monoclonales
anti-NPR1 a mfNPR1-MMH en tampén PBS-T-pH7.4 y la
5 disociacién en tampén PBS-T-pH7.4 a 37 °C
Nivel de 30 nM
ka t'2
mADb capturado capturade | Ag unido .
(1/s) (min)
mADb (RU) (RU)
H4H22034N 308 £0.2 139 7.81E-04 15
REGN7541 322 +0.5 158 9.48E-05 122
REGN7544 356 + 1.2 178 3.55E-05 325
REGN7548 354+ 0.8 203 6.22E-05 186
control de isotipo 340+ 2.2 1 NB* NB

*NB = no se detectd unidn

Tabla 19: Unién de diferentes anticuerpos monoclonales
(mAb) anti-NPR1 a mfNPR1-MMH en tampén PBS-T-pH7.4 y 1la
10 disociacién en tampén PBS-T-pH6.0 a 37 °C
Nivel de 30 nM
kq t'2
mAb capturado capturade | Ag unido .
(1/s) (min)
mAb (RU) (RU)
H4H22034N 336 + 8.2 157 1.54E-04 75
REGN7541 367 £ 0.5 179 6.94E-05 166
REGN7544 363 +1.9 181 1.50E-05 768
REGN7548 363 +0.8 207 2.67E-05 433
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control de isotipo 336 + 4.4 2 NB* ‘ NB |

*NB = no se detectd unidb
Ejemplo 5: Competencia cruzada de octetos entre diferentes
anticuerpos monoclonales anti-NPR1

Procedimiento experimental

[0208] La competencia de unién entre diferentes
anticuerpos monoclonales (mAb) anti-NPR1 se determindé mediante
un ensayo de interferometria de biocapa (BLI) sin etiquetas en
tiempo real en la plataforma de biosensor Octet HTX (Pall
ForteBio Corp.). Todo el experimento se realizd a 25°C en HEPES
10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, BSA 1 mg/ml, NaN3 al 0.02%,
Surfactante Tween-20 al 0.05% v/v, pH 7.4 (HBS-EBRT) con la
placa agitada a wuna velocidad de 1000rpm. Evaluar si dos
anticuerpos son capaces de competir entre si para unirse a sus
respectivos epitopos en el dominio extracelular NPR1 humano
recombinante expresado con una myc-myc-hexahistidina C-
terminal (hNPR1-MMH; SEQ ID NO: 74), alrededor de 0.64 nm de
hNPR1-MMH se capturdé primero en puntas de biosensor Octet
recubiertas con anticuerpo anti-Penta-His (Fortebio Inc, # 18-
5122) sumergiendo las puntas del biosensor en pocillos que
contenian una solucidén de 40-50 pg/ml de hNPRI1I-MMH durante 60
segundos.

[0209] Las puntas del biosensor capturado con antigeno se
saturaron luego con un primer anticuerpo monoclonal anti-NPR1

(posteriormente denominado mAb-1) sumergiéndolo en pocillos
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que contenian una solucidén de 50 ug/ml de mAb-1 durante 4
minutos. Posteriormente, las puntas del biosensor se
sumergieron en pocillos gque contenian una solucidén de 50 pg/ml
de un segundo anticuerpo monoclonal anti-NPR1 (posteriormente
denominado mAb-2) durante 3 minutos. Las puntas del biosensor
se lavaron en tampdén HBS-EBT entre cada paso del experimento.
La respuesta de unidén en tiempo real se monitored durante todo
el transcurso del experimento y se registrd la respuesta de
unién al final de cada paso.

Resultados

[0210] La respuesta de unidén de mAb-2 a hNPR1-MMH
precomplejada con mAb-1 se compard con la respuesta de unidn
cuando se invirtidé el orden (primer anticuerpo de mAb-2 unido,
segundo anticuerpo de mAbl unido) y se determind el
comportamiento competitivo/no competitivo de diferentes
anticuerpos monoclonales anti-NPR1 como se resume en la Tabla
20.

Tabla 20. Competencia cruzada entre diferentes

anticuerpos monoclonales anti-NPR1 para la unién a hNPR1-MMH

mADb-2 compitiendo con
mAb-1

mADb-1

H4H22034N
REGN7541
REGN7544
REGN7548

H4H22034N
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H4H22034N
REGN7541
REGN7544
REGN7548
H4H22034N
REGN7541
REGN7544
REGN7548
H4H22034N
REGN7541
REGN7544
REGN7548

REGN7541

REGN7544

REGN7548

Ejemplo 6: Evaluacién del antagonismo de NPR1l de
anticuerpos anti-NPR1l antagonistas

Procedimiento experimental

[0211] Para evaluar la regulacidén del receptor 1 del
péptido natriurético humano (hNPR1l), se generd y clasificd una
linea celular HEK293 que expresa establemente hNPR1
(aminoacidos M1 a G1061 del num. de acceso NP _000897.3) con
etiquetas C-term myc y FLAG para células que expresan hNPR1
alta. La linea celular resultante se denomind
HEK293/hNPR1.MycDDK HS, abreviada como HEK293/hNPR1, vy se
mantuvo en DMEM que contenia FBS al 10%, NEAA,
pluma/estreptococo/glutamina y 500 pg/ml de sulfato G418. La
unidén del ligando a NPR1 activa el dominio de guanilato ciclasa
del receptor, que cataliza la produccidédn de cGMP a partir de

GTP (Zois, et al., 2014 Natriuretic peptides in cardiometabolic
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regulation and disease. Nature Publishing Group, 11(7), 403-
412). Se utilizdé un ensayo homogéneo de fluorescencia resuelta
en el tiempo (HTRF) que mide los niveles de cGMP para evaluar
la actividad de NPRL1.

Analisis del antagonismo de NPRI

[0212] Para evaluar el antagonismo de NPR1, se sembraron
células HEK293/hNPR1 en placas de media Area de 96 pocillos a
20,000 células/pocillo en medio de crecimiento completo y se
cultivaron durante la noche. Al dia siguiente, el medio de
crecimiento se reemplazdé con tampdn de dilucidn (OptiMEM con
FBS al 0.1%) que contenia anticuerpos anti-NPR1 o de control
de isotipo en un rango de concentraciones (0.017 nM - 1 uM,
con una condicién adicional sin anticuerpo) y se incubd durante
15 minutos a 37°C. Después del pretratamiento, las células
HEK293/hNPR1 se estimularon con ligando, ANP o BNP, en un rango
de concentraciones (ANP = 0.002 - 2 nM o BNP = 0.0039 - 4 nM,
con una condicién adicional sin ligando) realizadas en tampdn
de diluciédén o tampdn de dilucidbn que contenia ANP 0.2 nM o BNP
0.7 nM y se incubaron a 37 °C durante 30 min.

[0213] E1 ensayo HTRF se realizdé utilizando un kit cGMP
HTRF (Cisbio, #62GM2PEH) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La intensidad de 1la fluorescencia se detectd
utilizando un lector de placas multietiquetas EnVision (Perkin
Elmer) y la relacidédn de transferencia de energia de resonancia

de fluorescencia (FRET) se calculd de acuerdo con las
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instrucciones del fabricante. Las proporciones de FRET se
convirtieron en concentraciones de cGMP en escala logaritmica
de acuerdo con la curva estandar de cGMP y se analizaron
utilizando una ecuacidén logistica de 4 parametros sobre una
curva de concentracidén-respuesta de 10 puntos para obtener los
valores de la mitad de la concentracidn inhibidora méxima (ICso)
para los anticuerpos anti-NPR1 usando GraphPad Prism 8. Los
valores de la mitad de la concentracidén efectiva maxima (ECsg)
del ligando no se calcularon debido al limite de cuantificacidn
en concentraciones altas. La inhibicidén méxima se calculd con
la ecuacidédn que se describe a continuacidn:

% Inhibiciéon maxima

_ [LOg CGMP' M]O.ZnM ANP 0 0.7nM BNP ~— [LOg CGMP: M]l uM anticuerpo de prueba con ligando % 100

[Log cGMP, M]o 2nm anp 0 0.7nm np — [LOG CGMP, M]jineq pasar

[0214] En esta ecuacidén, [Log cGMP, M] linea basal, [Log
cGMP, M] 1 puM anticuerpo de prueba con ligando y [Log cGMP, M]
0.2 nM ANP o 0.7 nM BNP son los valores de concentracién de
cGMP en escala logaritmica de las células tratadas con tampdn
de dilucidén solo, la concentracién més alta de anticuerpos
anti-NPR1 a 1 puM con ANP 0.2 nM o BNP 0.7 nM, y ANP 0.2 nM o
BNP 0.7 nM solo, respectivamente.

Determinacidén del modo de antagonismo de NPRI

[0215] El modo de inhibicidén de los anticuerpos anti-NPRI1
de la activacién de NPR1 mediada por ANP se evalud mediante el

andlisis de Schild (Kenakin 1997 Pharmacologic Analysis of
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Drug-Receptor Interaction. 3% edicién. Filadelfia: Lippincott-
Raven) de un ensayo de acumulacién de cGMP. Las condiciones se
optimizaron para que las curvas de respuesta de concentracidn
de ANP cayeran en el rango lineal de la curva estandar de cGMP.
Brevemente, se separaron células HEK293/hNPR1 de las placas
utilizando wuna solucidén de disociacién celular 1libre de
enzimas. Luego, la suspensién celular se volvidé a sembrar en
placas de 96 pocillos de bajo volumen a 1,000 células/pocillo
en tampén de dilucidén. Luego, las células se pretrataron con
anticuerpos anti-NPR1 en tampdn de dilucidn a una concentraciédn
fija de 0 nM, 50 nM, 150 nM o 450 nM durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Después del pretratamiento, se afiadid
ANP a las células, en un rango de concentraciones (1.0 pM a 1
uM) en tampdén de dilucidédn (con una condicidén adicional sin
ANP), y se incubdé a temperatura ambiente durante 5 minutos.

[0216] E1 ensayo HTRF, la deteccidén de la intensidad de
la fluorescencia y el calculo de la concentracidén de cGMP se
realizaron como se describid anteriormente. Al utilizar placas
de bajo volumen de 96 pocillos, los volumenes necesarios para
la curva estandar de cGMP y los reactivos de deteccidédn fueron
la mitad de los utilizados con placas de media &rea de 96
pocillos.

[0217] Todos 1los pardmetros del ensayo se analizaron
utilizando GraphPad Prism 8. Los valores de ECsp de ANP en

presencia o ausencia de anticuerpos anti-NPR1 se calcularon
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utilizando una ecuacidén logistica de 4 pardmetros sobre una
curva de concentracidén-respuesta de 11 puntos. La disminucién
de la respuesta maxima de ANP por anticuerpos anti-NPR1 se

calculd mediante la ecuacidn:

% disminucion de respuesta maxima de ANP

— [LOg CGMP'M]luM ANP — [LOg CGMP' M]l uM ANP con 450nM antagonista x 100
[LOg CGMPrM]luM ANP — [LOg cGMP, M]linea basal

[0218] La pendiente de Schild se determindé mediante el
anadalisis de graficos de Schild obtenido trazando Log (relacidn
de concentracidén - 1) en el eje Y frente a las concentraciones
de antagonista en escala logaritmica en el eje X. La relaciédn
de concentracidén se define como los valores de ECso de ANP en
presencia de antagonista a diferentes concentraciones
divididos entre el wvalor de ECsg de ANP en ausencia de
antagonista.

Andlisis de la internalizacidn mediada por anticuerpos
anti-NPR1 con conjugados secundarios de anticuerpo-fdrmaco en
un ensayo de citotoxicidad basado en células

[0219] La internalizacidén de los anticuerpos anti-NPR1 se
evalué indirectamente mediante un ensayo de citotoxicidad
utilizando un anticuerpo secundario conjugado con una carga
util citotdxica, monometil auristatina F (MMAF). Después de
unir NPR1 a las células, el anticuerpo anti-NPR1 se
internalizard con el receptor, lo que dard como resultado la

cointernalizacidén del conjugado farmaco-anticuerpo secundario
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Fc fab antihumano (ADC secundario), la liberacién de la carga
atil citotdxica conjugada y la destruccidédn de las células. Por
lo tanto, el grado de citotoxicidad se puede utilizar para
evaluar la capacidad del anticuerpo para internalizarse al
atacar el objetivo.

[0220] Para el ensayo, se sembraron células HEK293/hNPR1
en placas Dblancas de 96 pocillos a razén de 1,000
células/pocillo en medio de <crecimiento completo vy se
cultivaron durante la noche. Al dia siguiente, las células se
pretrataron con anticuerpos anti-NPR1 o de control en un rango
de concentraciones (diluciones en serie de 914 fM a 6 nM en
tampén de dilucidn, con una condicidn adicional sin anticuerpo)
en presencia o ausencia de ANP 100 nM o BNP 100 nM durante 5
minutos a 37 °C. Después del pretratamiento, se afadidé el ADC
secundario a una concentracién final de 20 nM a las células
HEK293/hNPR1. Para evaluar la destruccidén méxima en el ensayo,
se afiadidé digitonina a una concentracién final de 48 pg/ml a
los pocillos de control. Las células tratadas se incubaron a
37°C durante tres dias.

[0221] Para medir la viabilidad celular, se utilizd
Promega CellTiter-Glo de acuerdo con 1las instrucciones del
fabricante. La intensidad de la luminiscencia se detectd usando
un lector de placas multietiquetas EnVision y se analizd usando
una ecuacidén logistica de 4 pardmetros sobre una curva de

concentracién-respuesta de 9 puntos para obtener los valores
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de ICsg de los anticuerpos anti-NPR1 usando GraphPad Prism 8.
El porcentaje de viabilidad celular o muerte celular se calculd

utilizando las ecuaciones que se describen a continuacién:

% Viabilidad

_ RLUtamp. de dilucion 100 nM ANP o 100nM BNP solo — RLU6 nM anticuerpo de prueba

x 100
RLUtamp. de dilucién 100 nM ANP o0 100nM BNP solo — RLUdigitonina

% Muerte = 100 — % Viabilidad

Resultados

Evaluacion de la inhibicidén de 1la activacidén de NPRI1
mediada por ligando por anticuerpos anti-NPRI1

[0222] Tanto el ANP como el BNP activaron las células
HEK293/hNPR1, estimulando la acumulacidén de cGMP de una manera
dependiente de la concentracidén (Figuras 1A y 1B). Todos los
anticuerpos anti-NPR1 bloquearon significativamente la
activacién de NPR1 inducida por ANP 0.2 nM o BNP 0.7 nM con
valores de ICsg de 7.0 — 51 nM y una inhibicién maxima de 82% -
107 % (Figuras 1A y 1B y Tabla 21). El anticuerpo de control
de isotipo no mostrd ninguna inhibicidén significativa de la
activacién de NPR1 inducida por ANP 0.2 nM o BNP 0.7 nM (Figuras
1A y 1B y Tabla 21).

Tabla 21. Los anticuerpos anti-NPR1 inhibieron
significativamente la activacién de NPR1 inducida por ligando

medida mediante el ensayo de acumulacién de cGMP

Anticuerpo Con 0.2 nM ANP Con 0.7 nM BNP

|Cso, M Inh. méx., % |Cso, M Inh. méx., %
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H4H22034N 2.00E-08 82 1.33E-08 99
REGN7541 4.41E-08 90 1.49E-08 100
REGN7544 5.13E-08 92 1.63E-08 107
REGN7548 1.91E-08 92 7.02E-09 103
Control mAb ND -1 ND -9
ND: no determinado debido a 1la falta de cambios
dependientes de la concentracidédn en sefial; Inh. max.:

inhibicidén méxima.

[0223] En conjunto, H4H22034N, REGN7541, REGN7544 vy
REGN7548 mostraron una inhibicién significativa de 1la
activacién de NPR1 inducida por ligando medida mediante el
ensayo de acumulacibén de cGMP.

Evaluaciodn del modo mediante el cual los anticuerpos anti-
NPR1 inhiben la activaciodn de NPR1 mediada por ANP

[0224] Se realizdé un andlisis de Schild para determinar
el modo de inhibicién del anticuerpo anti-NPR1 en la activacidn
de NPR1 mediada por ANP. En el andlisis, un desplazamiento
paralelo hacia la derecha de las curvas concentracibdn-respuesta
del agonista con una pendiente de Schild de ~1 sin alterar la
respuesta madxima es indicativo de un antagonista competitivo.
Por el contrario, un desplazamiento incomparable hacia la
derecha de las curvas concentracidén-respuesta del agonista con
una pendiente de Schild no cercana a uno es indicativo de un

antagonista no competitivo. Un antagonista que puede cambiar
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la respuesta maxima de un agonista se define como antagonista
insuperable, mientras que un antagonista que no cambia la
respuesta méaxima de un agonista se define como antagonista
superable (Kenakin, 1997).

[0225] Utilizando el andlisis de Schild, H4H22034N,
REGN7541, REGN7544 y REGN7548 demostraron una inhibicidn no
competitiva del agonista de ANP en un ensayo de acumulacidédn de
cGMP (Figuras 2A-2E). El aumento de la concentracidén de los
cuatro anticuerpos anti-NPR1 dio lugar a desplazamientos hacia
la derecha sin precedentes de las curvas de concentracidn-
respuesta de ANP con pendientes de Schild que no estaban
cercanas a 1. Ademas, la inhibicién por H4H22034N no cambid la
respuesta méxima de ANP, mientras que la inhibicién por
REGN7541, REGN7544 y REGN7548 redujeron la respuesta maxima de
ANP a 10 - 62% (Figuras 2A-2E y Tabla 22).

Tabla 22. Los anticuerpos anti-NPR1 mostraron antagonismo

no competitivo en el analisis de Schild

Anticuerpo Pendiente de | Disminucion max. de
Schild % ANP
H4H22034N 0.05 0.1
REGN7541 2.0 255
REGN7544 2.6 61.6
REGN7548 1.4 10.0
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[0226] En conjunto, H4H22034N, REGN7541, REGN7544 vy

REGN7548 demostraron un antagonismo no competitivo con varios
efectos sobre la respuesta madxima del ligando.

Evaluacién de la Internalizacidén NPR1 inducida por

anticuerpos anti-NPRI
[0227] La internalizacidén de los anticuerpos anti-NPR1 se
evaludé utilizando un ensayo de citotoxicidad mediado por ADC

secundario en presencia o ausencia de ligando. En ausencia de

ligando, todos los anticuerpos anti-NPR1 indujeron la

internalizacién de NPR1 de una manera dependiente de la

concentracién con valores de ICsp de 58 - 243 pM y una

destruccidén madxima de 82% - 85% (Figuras 3A-3C y Tabla 23). En

presencia de ligando 100 nM, 1los anticuerpos anti-NPRI1

indujeron la internalizacién de NPR1 con valores de ICsg de 132
- 703 pM y una destruccidén médxima del 50% - 82%. El anticuerpo

de control de isotipo no mostrdé ninguna internalizacién

significativa de NPR1 en presencia o ausencia de ligando
(Figuras 3A-3C y Tabla 23).

Tabla 23. Internalizacién de anticuerpos anti-NPR1l en
presencia o ausencia de ligando medida mediante un ensayo de

citotoxicidad mediado por ADC secundario

Anticuerpo No ligando Con 100nM ANP Con 100nM BNP
ICs50, M Muerte ICs50, M Muerte ICs50, M Muerte
max., % max., % max., %

H4H22034N | 5.84E-11 85 1.85E-10 82 1.32E-10 82




10

15

20

135

REGN7541 1.95E-10 83 6.67E-10 60 5.55E-10 78
REGN7544 | 2.43E-10 82 7.03E-10 50 6.77E-10 74
REGN7548 | 8.69E-11 85 3.97E-10 74 2.95E-10 79
Control mAb ND 0.01 ND -4 ND 0.5

ND: no determinado debido a la falta de cambios en la

sefial dependientes de la concentracidn.

[0228] En conjunto, H4H22034N, REGN7541, REGN7544 vy
REGN7548 mostraron una internalizacidén de anticuerpos anti-
NPR1 de NPR1 en presencia o ausencia de ligando, medida
mediante un ensayo de citotoxicidad mediado por ADC secundario.

Ejemplo 7: Potencia y especificidad de anticuerpos anti-
NPR1 que se unen a NPR1l solo o en complejo con ANP o BNP en la
superficie celular usando deteccién basada en
electroquimioluminiscencia

Procedimiento experimental

[0229] La capacidad de los anticuerpos monoclonales anti-
NPR1 humano para unirse a células que expresan NPR1 (hNPR1 o
mfNPR1) humano o de mono (Macaca fascicularis) en presencia o
ausencia de ligandos peptidicos natriuréticos auriculares
humanos (ANP) o cerebro humano (BNP) se determind utilizando
un Inmunoensayo basado en electroquimioluminiscencia (ECL).

[0230] Brevemente, se generaron células gque expresan
HEK293/hNPR1 transfectando células 293 de rifién embrionario

humano (HEK) con el plédsmido pLVX.hNPR1.myc.DDK resistente a
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neomicina que codifica NPR1 humano (aminodcidos M1-G1l061,
UniProtKB - P16066). De manera similar, se generaron células
HEK293/mfNPR1 transfectando células HEK293 con el plésmido
PRGY984 resistente a neomicina que codifica NPR1 de mono de
longitud completa (aminoadcidos M1-G1061, nuUumero de acceso
XP 005541809.1). La linea celular HEK293 no transfectada, que
no mostrd unidén detectable de un anticuerpo anti-hNRP1
comercial mediante clasificacién de células activadas por
fluorescencia (FACS), se incluyd en el experimento como control
de unidén no especifica.

[0231] Los experimentos se llevaron a cabo segun el
siguiente procedimiento. Los cultivos de las lineas celulares
descritas anteriormente se enjuagaron una vez en tampdn 1xPBS
sin Ca?* /Mg?* y se incubaron durante 10 minutos a 37 °C con
solucidén de disociaciédn celular libre de enzimas para separar
las células del matraz. Los sedimentos celulares recolectados
se lavaron una vez y se resuspendieron en 1xPBS con Ca?* /Mg?*
y luego las células se contaron con un contador de células
Cellometer™ Auto T4 (Nexcelom Bioscience, Lawrence, MA). Se
sembraron aproximadamente 2.0x104 células por pocillo en placas
de electrodos de carbono de 96 pocillos (Meso Scale
Diagnostics, Rockville, MD) y se incubaron durante 1 hora a
37°C. Los sitios de unidén no especificos se bloguearon usando
BSA al 2% (p/v) en 1xPBS que contenia Ca?t /Mg?* durante 1 h a

temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron células
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HEK293/hNPR1 y HEK293/mfNPR1 durante 0.5 horas a temperatura
ambiente con hANP 10 nM (Tocris, Minneapolis, MN), hBNP 100 nM
(Tocris, Minneapolis, MN) o tampén de dilucidn de muestra solo,
mientras se trataban células HEK293 sdélo con tampdn de dilucidn
de muestra. Sin lavado, se afiadieron a las células diluciones
en serie de anti-NPR1, Comparador 1 o el anticuerpo de control
de isotipo, que oscilaban entre 1.7 pM y 100 nM, o tampdn que
no contenia anticuerpo, seguido de una incubacién de 1 hora a
temperatura ambiente. Luego se lavaron las placas para eliminar
los anticuerpos no unidos, hANP y hBNP utilizando un lavador
de placas AquaMax2000 con un cabezal de lavado de células (MDS
Analytical Technologies, Sunnyvale, CA). Los anticuerpos
unidos a la placa se detectaron con un anticuerpo policlonal
de cabra anti-IgG humana conjugado con SULFO-TAG™ especifico
para cadenas pesadas y ligeras (Jackson Immunoresearch, West
Grove, PA) que se incubd con las células durante 1 hora a
temperatura ambiente.

[0232] Después de los lavados, las placas se revelaron
con Read Buffer (Meso Scale Diagnostics, Rockville, MD) de
acuerdo con el procedimiento recomendado por el fabricante vy
las sefiales luminiscentes se registraron con un SECTOR Imager
600 (Meso Scale Diagnostics, Rockville, MD). Las seflales de
unién en una unidad de RLU se analizaron en funcidén de la
concentracién de anticuerpos y los datos se equiparon con un

modelo dosis-respuesta sigmoideo (logistico de cuatro
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pardmetros) utilizando el paquete estadistico R (cdédigo
abierto). El1 valor de ECsg, definido como la concentracidn de
anticuerpo a la que se detecta el 50% de la sefial de unién
maxima, se determind para indicar la potencia de unidén de los
anticuerpos anti-NPR1 a células que expresan NPR1 con o sin
ANP o BNP formando complejos con NPR1 en la superficie celular.

Resultados

[0233] La capacidad de los anticuerpos monoclonales anti-
NPR1 para unirse especificamente a la superficie de células
HEK293 disefiadas para expresar NPR1 humano o de mono en
presencia o ausencia de ANP o BNP se evaludé mediante un
inmunoensayo basado en electroquimioluminiscencia. Se analizd
la dependencia de la concentracién de la unidén del anticuerpo
y se determinaron los valores de ECso. Los resultados se resumen
en la Tabla 24.

Tabla 24: Potencia de unién de anticuerpos anti-NPR1l a
células que expresan NPR1l en presencia o ausencia de ligandos

de NPRI1.

Potencia de union celular, ECso (M)

HEK293/hNPR1 HEK293/mfNPR1
Anticuerpo | Experimento | No se +10 +100 No se +10 +100
agreg6 nM nM agreg6 nM nM
ligando | hanp | hBNP | ligando | hanp | hBNP
5.6E- | 4.3E- 6.7E- | 4.2E-
H4H22034 1 3.4E-10 3.3E-10
10 10 10 10
2.1E- 1.1E- 29E- | 9.2E-
REGN7541 1 1.3E-09 1.4E-09
09 09 09 10
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2.9E- 1.5E- 4.2E- 1.7E-
REGN7544 1 1.7E-09 1.7E-09
09 09 09 09
1.2E- 8.1E- 1.2E- 5.6E-
REGN7548 2 6.8E-10 5.6E-10
09 10 09 10
Comparador 5.7E- 1.8E-
2 NB NB c2 c2
1 10 09
Control de
2 NB NB NB NB NB NB
isotipo
Abreviaturas: NB - sin unién; INC - no concluyente: el valor

de ECsp no se pudo calcular debido a que los datos carecian de
curvatura sigmoidea para adaptarse al modelo dosis-respuesta
sigmoidea (ajuste de curva sigmoidea de 4 pardmetros), pero el
anticuerpo mostrdé una unidén especifica marginal a las células que

expresan mfNPR1 en presencia de hANP 10 nM o hBNP 100 nM.

[0234] Cuatro anticuerpos anti-NPR1 (H4H22034, REGN7541,
REGN7544, REGN7548) de la invencidén se unieron a las células
humanas disefiadas con NPR1 en presencia de hANP 10 nM o hBNP
100 nM. La potencia de estos anticuerpos en células
HEK293/hNPR1.myc.DDK en presencia de hANP 10 nM o hBNP 100 nM
0oscild entre valores de ECso de 0.56 nM a 2.9 nM o de 0.43 nM a
1.5 nM, respectivamente (Tabla 24). Se determinaron potencias
de unidén similares en células que expresan hNPR1 en ausencia
de hANP y hBNP, con valores de ECso que oscilaban entre 0.34 nM
y 1.7 nM. No se observd unidédn detectable para estos anticuerpos
en células HEK293 parentales en las mismas condiciones

experimentales. Estos resultados sugieren que los anticuerpos
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son aglutinantes especificos de NPR1 y que la potencia de unidn
a NPR1 humana para estos anticuerpos no se ve afectada por 1la
presencia de ANP o BNP.

[0235] Por el <contrario, el Comparador 1 exhibid
especificidad de unidén a células hNPR1 sélo cuando hANP o hBNP
estaban presentes (hANP 10 nM o hBNP 100 nM), con valores de
ECso de 0.57 nM y 1.8 nM, respectivamente, y no se observd unidn
detectable en ausencia de hANP y hBNP, por lo que se clasifica
como aglutinante exclusivo del complejo NPR1-ANP/BNP.

[0236] Los anticuerpos anti-NPR1 H4H22034, REGN7541,
REGN7544, REGN7548 también se unieron a las células que
expresan NPR1 de mono (HEK293/mfNPR1) con valores de ECsg que
oscilan entre 0.33 nM y 1.7 nM. De manera similar a las células
hNPR1, la adicién de hANP 10 nM o 100 nM de hBNP no afectd la
unién del anticuerpo anti-NPR1 a las células HEK293/mfNPR1;
Los valores de ECso para la unidédn de anticuerpos variaron de
0.67 nM a 4.2 nM o de 0.42 nM a 1.7 nM en presencia de hANP y
hBNP, respectivamente (Tabla 24) y no se detectd unidbn para
ninguno de los anticuerpos en las células HEK293 parentales.
Por el contrario, el Comparador 1 se unid especificamente a
células disefiadas con HEK293/mfNPR1 solo en presencia de hANP
10 nM o hBNP 100 nM; sin embargo, los valores de ECsp no se
pudieron determinar debido a que la curva de unidén dependiente
de la concentracidén carecia de curvatura sigmoidea y no se

pudieron ajustar los datos con el modelo de unidn.
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[0237] En el experimento, el control de isotipo no se unid
a las células HEK293/hNPR1, HEK293/mfNPR1 ni a HEK293.

Ejemplo 8: Caracterizacién de los efectos agudos sobre la
presién arterial sistémica después de una dosis intravenosa
unica de 25 mg/kg de un mAb antagonista de NPR1l en ratones NPR1
hu/hu telemétricos normotensos

Procedimiento experimental

[0238] Los objetivos de este estudio fueron evaluar los
efectos agudos de los anticuerpos antagonistas de NPR1 sobre
la presién arterial sistémica inicial en ratones NPRIhuw/hu
normotensos telemétricos. A ratones macho NPR1Mw/hu (n = 30) de
edades comprendidas entre 14 y 16 semanas se les implantaron
telémetros PA-C10 (DSI, St. Paul, MN) vy se les permitid
recuperarse durante al menos 7 dias. Los animales se
estratificaron en grupos (Grupos 1-5) segln el peso corporal
(Tabla 25). Los animales se alojaron individualmente en
condiciones estandar (temperaturas de 64°F a 84°F (18°C a
29°C); humedad relativa del 30% al 70%) y se mantuvo un ciclo
de 12 horas de 1luz/1l2 horas de oscuridad. Se proporcionaron
alimentos (comida en pellets estadndar de Research Diets) y agua
ad libitum.

Tabla 25. Resumen de dosis y grupos de dosis

Nivel de Volumen | Numero de
Grupo Articulo de prueba o dosis de dosis animales
Nam. control (mg/kg/dosis) | (mL/kg) Machos
1 PBS 0 5 6
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H4H22034N
REGN7541
REGN7544
REGN7548

25

gl | WO N
| O O O

[0239] Las proteinas de prueba se administraron a 1los
animales apropiados mediante una uUnica inyeccidédn intravenosa
el Dia 0. El1l volumen de dosis para cada animal se basdé en la
medicidén de peso corporal més reciente.

[0240] Se recogieron la presidén sistdlica, la presidn
diastdlica, la presidn arterial media, la presidn del pulso y
la frecuencia cardiaca durante 10 segundos cada minuto durante
el periodo de prueba. Los datos de telemetria se presentan como
valores medios de 60 minutos o 24 horas. Todos los datos se
presentan como media * SEM.

Resultados

[0241] La evaluacidédn in vivo demostrd que, en comparacidn
con el control de PBS, los animales a los que se les administrd
un anticuerpo antagonista de NPR1 tuvieron aumentos réapidos y
persistentes de la presidén arterial sistémica (Figura 4)
después de una dosis intravenosa uUnica de cualquiera de los
anticuerpos evaluados. Los cambios de presidédn ocurrieron casi
de inmediato (Figura 4) y duraron hasta el dia 7 del estudio,
la duracién del experimento (Figura 5). La magnitud del aumento
agudo de la presidén arterial evaluada por el cambio medio (de

48 horas después de la dosis) de la presidn arterial sistdlica
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desde el valor inicial oscild entre +7.64 + 1.13 (REGN7541) vy

+9.81 + 1.03 (H4H22034N) mmHg. La magnitud del aumento de la

presién arterial evaluada por el cambio medio (de 7 dias

después de la dosis) de la presidn arterial sistdlica desde el

valor inicial oscild entre +7.65 + 1.03 (REGN7548) y +9.55 +
1.16 (H4H22034N) mmHg.

[0242] Las presiones diastdélica, arterial media y del
pulso (Tabla 26 v Tabla 27) también cambiaron

significativamente después de la dosificacién de mADb

blogueadores de NPR1, con magnitudes y duraciones del efecto

consistentes con las observadas e 1informadas sobre las

presiones sanguineas sistdlicas. Las respuestas de la

frecuencia cardiaca fueron variables (Tabla 26 y Tabla 27), vy
los cambios agudos generalmente tendieron a una mayor reducciodn
Estos

de la frecuencia en relacidn con el wvalor inicial.

cambios son consistentes con el aumento observado en la
presidén. La evaluacidn de la frecuencia cardiaca durante 7 dias
demostrd un aumento relativo significativo para los animales
que recibieron REGN7548.

Tabla 26. Cambio medio 48 horas después de la dosis con

respecto a la presién arterial y la frecuencia cardiaca

iniciales
Frecuen-
Dosis . i Arterial Presion de

Grupo de Sistdlica Diastdlica cia

. (mg/k media pulso i
dosis: ) (mmHg) (mmHg) ( Ha) ( Ha) cardiaca

mm mm
9 9 g (BPM)
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PBS 0 | 0.08£1.0 | 0.04:0.89 | 0.03:0.95 | 0.04:0.17 | 10.02+6.8
5
9.811.03* | 4.30£0.89" | 7.22£0.96** | 5.51+0.21* )

H4H22034N - - . 22.80+6.7
5
7.64+1.13% | 3.01:0.95" | 5.62+1.04* | 4.55:0.28* )

REGN7541 N N N 14.3848.5
9

25
8.68+1.03* | 3.79£0.94* | 6.42+0.98** | 4.89£0.22**

REGN7544 - - - 17.9147.2
2
7.87+1.08% | 2.78+0.94" | 555+1.01** | 5.09+0.22** )

REGN7548 ) N - 11.4416.7
3

Ratones NPRIPM/hu normotensos telemétricos fueron aleatorizados en

grupos con base en el peso corporal. A los animales se les

administré una unica inyeccidn intravenosa de 25 mg/kg de mAb
antagonista de NPR1 o PBS como se describe en la Tabla 25. Todos

los valores son medias # SEM, n=6 por grupo. Estadisticas: ANOVA

de dos vias con Dunnett; *p<.05 frente a PBS.

Tabla 27. Cambio medio de 7 dias después de la dosis con

respecto a la presién arterial y la frecuencia cardiaca

iniciales
Frecuen
Arterial Presion de
Grupo de Dosis Sistdlica Diastdlica cia
media pulso
dosis: (mg/kg) (mmHg) (mmHg) cardiaca
(mmHg) (mmHg)
(BPM)
-0.8210.24 -0.26+0.17 | -0.66+0.20 | -0.56+0.15 -
PBS 0 21.9843.
75
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9.55+1.16*** | 4.79+0.49*** | 7.19+£0.83* | 4.76+0.70*** -
H4H22034N * * el * 22.75%3.
93
8.89+1.54*** | 5.44+1.12*** | 7.19+1.27* | 3.45+0.64*** -
REGN7541 * * el 18.41+4
25 >
7.97+1.03*** | 3.85+0.64*** | 5.96+£0.80* | 4.12+0.63*** -
REGN7544 * * el * 22.53+4.
89
7.65+£1.03*** | 3.44+0.47*** | 5.66+0.75* | 4.211£0.62*** -
REGN7548 * * el * 9.54+3.2
G
Ratones NPRIM/hu normotensos telemétricos fueron aleatorizados en

grupos con base en el peso corporal. A los animales se les administro
una uUnica inyeccidén intravenosa de 25 mg/kg de mAb antagonista de

NPR1 o PBS como se describe en la Tabla 25. Todos los valores son

medias + SEM, n=6 por grupo. Estadisticas: ANOVA de dos vias con

Dunnett,; *p<.05 frente a PBS.

[0243] Los anticuerpos antagonistas de NPR1 H4H22034N,

REGN7541, REGN7544 vy REGN7548 aumentaron significativa vy

rapidamente la presidn arterial sistémica pocas horas después

de una uGnica inyeccidén subcutdnea en ratones NPR1hu/hu

normotensos. Los efectos hemodinédmicos observados duraron los

7 dias del experimento.
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Ejemplo 9: Caracterizacién del efecto sobre la presién
arterial sistémica de una dosis unica de 1 o 25 mg/kg de un
mAb antagonista de NPR1 en ratones NPR1M/M normotensos

Procedimiento experimental

[0244] Los objetivos de este estudio fueron evaluar los

efectos de 1los anticuerpos antagonistas de NPR1 sobre 1la
presién arterial sistémica inicial en ratones NPR1hu/hu
normotensos telemétricos. A ratones macho NPR1Mw/hu (n = 54) de

edades comprendidas entre 20 y 24 semanas se les implantaron

telémetros PA-C10 (DSI, St. Paul, MN) vy se les permitid

recuperarse durante al menos 7 dias. Los animales se

estratificaron en grupos (Grupos 1-10) basédndose en el peso

corporal y las presiones sistélica y pulmonar basales, antes

de ser asignados al grupo (Tabla 28). Los animales se alojaron

individualmente en condiciones estédndar (temperaturas de 64°F

a 84°F (18°C a 29°C); humedad relativa de 30% a 70%) y se

mantuvo un ciclo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. Se

proporcionaron alimentos (comida en pellets estandar de

Research Diets) y agua ad 1ibitum.

Tabla 28. Sumario de dosis y grupos de dosis

Nivel de Volumen | Numero de
Grupo Articulo de prueba o dosis de dosis animales
Nuam. control (mg/kg/dosis) | (mL/kg) Machos
1 PBS 0 5
2 mAb de control de isotipo
25 5 5
IgG4P
3 H4H22034N 1 5
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REGN7541

REGN7544
REGN7548
H4H22034N
REGN7541

REGN7544
REGN7548

25
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[0245] Las proteinas de prueba se administraron a 1los
animales apropiados mediante una uUnica inyeccidédn subcuténea el
Dia 0. El volumen de dosis para cada animal se basd en la
medicidén de peso corporal mas reciente.

[0246] Se recogieron la presidén sistdlica, la presiodn
diastdélica, la presidn arterial media, la presién del pulso y
la frecuencia cardiaca durante 10 segundos cada 10 minutos
durante el periodo de prueba. Los datos de telemetria se
presentan como valores medios de 24 horas. Todos los datos se
presentan como media * SEM.

Resultados

[0247] La caracterizacién in vivo de los anticuerpos
antagonistas de NPR1 demostrdé que, en comparacién con el
isotipo IgG4P y los animales con dosis de control de PBS, los
ratones NPR1PM/Mu con dosis de antagonista de NPR1 presentaron
aumentos significativos y persistentes de la presidn arterial
sistémica después de una dosis subcutdnea tnica de 1 o 25 mg/kg

de cualquier anticuerpo antagonista de NPR1 evaluado (Tabla
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29, Tabla 30, Figura 6, Figura 7). La magnitud del aumento de

la presidén arterial después de una dosis Unica subcuténea de 1

mg/kg evaluada por el cambio medio (de los dias 0 a 14 después

de la dosis) de la presidn arterial sistdlica desde el valor

inicial oscild entre +6.81 * 0.76 (REGN7548) y +11.22 £ 0.93

(REGN7541) mmHg (Tabla 29 y Figura 6). La magnitud del aumento

de la presidén arterial después de una dosis unica subcuténea

de 25 mg/kg, evaluada por el cambio medio (de los dias 0 a 14

después de la dosis) de la presidén arterial sistdlica desde el

valor inicial, oscild entre +8.82 * 0.64 (H4H22034) y +9.76 +

0.92 (REGN7544) mmHg (Tabla 29 y Figura 7).

Tabla 29. Cambio medio de 14 dias después de la dosis con

respecto a la presién arterial y la frecuencia cardiaca
iniciales
Dosis Arterial Presion | Frecuencia
Grupo de Sistolica | Diastdlica
. (mg/k media de pulso cardiaca
dosis: (mmHg) (mmHg)
g) (mmHg) (mmHg) (BPM)
PBS 0 1.69+0.23 | -0.39+0.14 | 0.57+0.13 | 2.07+0.19 | -6.52+2.45
mab de - -
control de 25 0.53+0.27* | 0.26+0.26 | -0.03+0.26 | 0.80+0.09* | -4.92+1.78
isotipo 1IgG4P i e
7.10+0.60* | 3.81+0.43** | 5.55+0.51**
H4H22034N - " " 3.29+0.30 | -16.51+£3.24
11.22+0.9 | 7.234£0.69** | 9.29+0.78** | 4.0+0.41**
REGN7541 B " " . -0.48+2.74
1
7.39+0.67* | 4.00+0.39** | 5.82+0.51**
REGN7544 e " " 3.39+0.37* | -1.43+2.74
6.81+0.76* | 3.91+0.84** | 5.36+0.68**
REGN7548 - " " 2.93+0.68 | -9.06+£1.90
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8.82+0.64* | 4.55:0.58"* | 6.70+0.56** [4.29:0.32"

H4H22034N . . -7.45+2.48
9.24£0.76" | 5.77£0.61** | 7.47%0.66™

REGN7541 . . 3.500.33 | -12.63£2.45

25 .

9.76£0.92* | 3.13+0.42" | 6.51:0.64** | 6.66£0.54"

REGN7544 . . 21.613.17
8.37:0.69" | 3.61:0.38™ | 6.14£0.52" | 4.77+0.35"

REGN7548 N N T | 12.43:2.32

Ratones NPRI1M/ht normotensos

telemétricos fueron aleatorizados en

grupos con base en el peso corporal. A los animales se les administro
una unica inyeccidn subcutdnea de 1 o 25 mg/kg de mAb antagonista
de NPR1, control de isotipo o PBS como se describe en la Tabla Z28.

Todos los valores son medias + SEM, n=4-5 por grupo. Estadisticas:

ANOVA de dos vias con Dunnett,; *p<.05 frente a PBS.

Tabla 30. Cambio medio posterior a la dosis entre 15 y
27 dias respecto de la presién arterial y la frecuencia

cardiaca basales

Dosis Arterial Presion Frecuencia
Grupo de Sistolica | Diastodlica . i
. (mg/k media de pulso cardiaca
dosis: (mmHg) (mmHg)
g) (mmHg) (mmHg) (BPM)
PBS 0 3.37£0.40 | -0.17+0.35 1.45+0.36 | 3.55+0.07 | -30.93+1.85
mAb de 0.50+0.38 | 0.44+0.35 0.49+0.35 | 0.07+0.07* | -25.24+1.95
control de el b
25
isotipo
IgG4P
H4H22034N 4.04+0.30 | 1.50+0.28 2.62+0.28 | 2.55+0.20 | -41.124+2.29*
9.0340.32 | 5.8340.51** | 7.44+0.49** | 3.604£0.21 | -24.76+1.89
REGN7541 - " "
1 5.204£0.54 | 5.02+0.42** | 4.95+0.47** | 0.16+0.32* -
REGN7544
* > > il 15.754+2.68**
4.79+0.34 | 3.47+0.31** | 3.9240.30** | 1.36+0.19* -
REGN7548
> * 19.30+1.86**
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10.53+0.4 | 5.38+0.42** | 7.78+0.42** | 5.17+0.15* | -29.57+2.31
H4H22034N g " " .

12.05+0.3 | 9.36+£0.44** | 10.29+£0.35" | 2.73+0.23 | -31.24+1.97
REGN7541

25 2**** *%* *k*k

14.20+0.4 | 4.94+0.36™" | 9.43+0.37** | 9.30+0.14* -

REGN7544
2**** *%* *%* *kh*k 41 .43i2. 1 5**

10.58+0.2 | 4.71+£0.25"" | 7.52+0.26** | 5.89+0.10* | -35.53+1.75

REGN7548 9**** *%* *%* *kh*k

Ratones NPRIM/hu normotensos telemétricos fueron aleatorizados en

grupos con base en el peso corporal. A los animales se les

administrdé una udnica inyeccidn subcutdnea de 1 o 25 mg/kg de mAb

antagonista de NPR1, control de isotipo o PBS como se describe en

la Tabla 28. Todos los valores son medias # SEM, n=4-5 por grupo.

Estadisticas: ANOVA de dos vias con Dunnett; *p<.05 frente a PBS.

[0248] Los efectos crbédnicos de estos anticuerpos

antagonistas de NPR1 se evaluaron durante 27 dias (Tabla 30 y

Figura 6 y Figura 7). Después de una Unica inyeccién subcuténea

de 1 mg/kg el dia 0, la presidén arterial sistémica permanecid

significativamente elevada para 3 de los 4 mAb blogueadores de
NPR1 evaluados durante el periodo de prueba (Tabla 30 y Figura
6) . La magnitud del aumento de la presidén arterial después de
una dosis Unica subcutdnea de 1 mg/kg evaluada por el cambio
medio (de los dias 15 a 27 después de la dosis) de la presidn
arterial sistdélica desde el valor inicial oscild entre +4.04 +
0.30 (H4H22034) y +9.03 + 0.32

(REGN7541) mmHg. Después de una

unica inyeccidédn subcuténea de 25 mg/kg el dia 0, la presiédn
arterial sistémica permanecidé significativamente elevada para

todos los mAb bloqueadores de NPR1 evaluados. La magnitud del
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aumento de la presidén arterial después de una dosis Unica
subcutédnea de 25 mg/kg, evaluada por el cambio medio (de los
dias 15 a 27 después de la dosis) de la presidén arterial
sistdélica desde el valor inicial, oscild entre +10.53 * 0.43
(H4H22034) y +14.2 + 0.42 (REGN7544) mmHg. Las respuestas de
la frecuencia cardiaca fueron variables (Tabla 29 y Tabla 30),
con tendencias generales de reduccién de la frecuencia
consistentes con el aumento observado de la presidén arterial
sistémica. Las presiones diastdélica, arterial media y del pulso
(Tabla 29 y Tabla 30) también cambiaron significativamente
después de la dosificacidén de mAb bloqueadores de NPR1, con
magnitudes vy duraciones del efecto consistentes con las
observadas e informadas sobre las ©presiones arteriales
sistdlicas.

[0249] Los anticuerpos antagonistas de NPR1 H4H22034N,
REGN7541, REGN7544 y REGN7548 aumentaron significativamente la
presidén arterial sistémica durante hasta 27 dias después de
una unica inyeccidén subcutdnea en ratones NPR1M/Mu normotensos.

Ejemplo 10: Caracterizacién del efecto sobre la presién
arterial sistémica de 1la sobreexpresién de ANP mediante

administracién hidrodinamica de ADN y capacidad para revertir
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los efectos después de una dosis tnica de 25 mg/kg de un mAb
antagonista de NPR1 en ratones NPR1M/hu hipotensos.

Procedimiento experimental

[0250] Los objetivos de este estudio fueron evaluar los
efectos de los anticuerpos antagonistas de NPR1 y su capacidad
para revertir los efectos hipotensores de la sobreexpresidn de
ANP en ratones NPR1M/hu hipotensos telemétricos. A ratones macho
NPR1Mw/hu (n = 48) de edades comprendidas entre 12 y 16 semanas
se les implantaron telémetros PA-C10 (DSI, St. Paul, MN) y se
les permitid recuperarse durante al menos 7 dias. Los animales
se estratificaron en grupos (Grupos 1-6) segln el peso corporal
(Tabla 31). Los animales se alojaron individualmente en
condiciones estédndar (temperaturas de ©64°F a 84°F (18°C a
29°C); humedad relativa de 30% a 70%) y se mantuvo un ciclo de
12 horas de 1luz/12 horas de oscuridad. Se proporcionaron
alimentos (comida en pellets estédndar de Research Diets) y agua

ad libitum.
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Tabla 31. Sumario de dosis y grupos de dosis

Dosis de
Nivel de Volume | Numero
construccid | Articulo de
Grupo | Construcci dosis n de de
n HDD (ug prueba o . .
Num. | 6n de HDD (mg/kg/do | dosis | animales
de ADN, iv) control
sis , iv) (mL/kg)
Machos
] Plasmido MADb de 3
de control control de
2 50 isotipo
H4H22034
3 25 5
Plasmido N
4 ANP REGN7541
REGN7544
6 REGN7548 8

[0251] Los plésmidos HDD y las proteinas de prueba se
administraron a los animales apropiados mediante inyecciones
intravenosas unicas el dia 0 y el dia 7, respectivamente. El
volumen de dosis para la administracidén de las proteinas de
prueba se basdé en la medicidén de peso corporal mads reciente.

[0252] Se sistdlica,

recogieron la presidn la presidn

diastdlica, la presidn arterial media, la presidn del pulso y
la frecuencia cardiaca durante 10 segundos cada minuto durante
el periodo de prueba. Los datos de telemetria se presentan como
valores medios de 24 horas. Todos los datos se presentan como
media * SEM.

Resultados

[0253] La caracterizacidén in vivo de los anticuerpos

antagonistas de NPR1 demostrd que, en comparacidén con animales
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con dosis de control del isotipo IgG4P, los anticuerpos
antagonistas de NPR1 fueron capaces de normalizar réapida vy
persistentemente las reducciones de la presidén arterial
sistémica inducidas por la sobreexpresidédn de ANP en ratones
NPR1hw/hu (Tabla 32 y Tabla 33). Las concentraciones séricas de
NTproANP aumentaron significativa y persistentemente durante
el periodo de ©prueba (Tabla 34), lo que indica una
sobreexpresidén efectiva de ANP. La magnitud del aumento de la
presién arterial en ratones hipotensos inducidos por ANP HDD
después de una dosis uUnica intravenosa de 25 mg/kg de un
blogueador NPR1, evaluado por el cambio medio (de los dias 7 a
28 después de la dosis) de la presidn arterial sistdlica desde
el inicio oscild entre -9.27 £0.61 (H4H22034N) a +10.26+1.48
(REGN7544) mmHg (Tabla 33 y Figura 8) en relacién con la

dosificacién HDD previa a ANP.
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Tabla 32. Cambio medio de la dosis de HDD a los 7 dias

con respecto a la presidén arterial y la frecuencia cardiaca

basales
Dosis
Frecue
del
Articul Arterial Presion ncia
Grupo articulo | Sistélica | Diastélica i
o de media de pulso | cardiac
de HDD: de (mmHg) (mmHg)
prueba (mmHg) | (mmHg) a
prueba
(BPM)
(mg/kg)
Plasmido - R
- 0.36+6.
de mADb de 2.83+0.94 | -0.79+0.88 2.05+0.4
1.75+0.84 65
control control 3
de - - - -
29.90+1
isotipo 27.31+3.5 | 14.21+1.75* | 21.65+2.7 | 13.00+1. 1 10
3**** *k*k 2**** 82**** '
] ) ) ) 32.31%1
H4H22 26.27+3.5 | 12.94+1.74* | 20.13+2.6 | 13.23+1. 447w
O34N 7**** *k*k 9**** 86**** )
25
Plasmido 21.84+1
REGN7 26.92+3.5 | 13.92+1.84* | 20.70+2.7 | 12.96+1.
ANP 0.08*
541 8**** *k*k 7**** 78****
] ) ) ) 18.67+1
REGN7 28.18+3.7 | 14.57+1.79* | 21.99+2.8 | 13.62+2. 790
544 3**** *k*k 0**** 04**** )
] ) ) ) 27.46+1
REGN7 25.40+3.1 | 12.65%+1.44* | 19.72+2.3 | 12.70+1. 1 94r+
548 2**** *kk 5**** 72**** )

Ratones NPRIh/hu normotensos telemétricos fueron aleatorizados en

grupos con base en el peso corporal. A los animales se les administrd

una dosis tunica de 50 ug de HDD de control o pldsmido ANP seguido

de una uUnica inyeccidén intravenosa de 25 mg/kg de mAb antagonista

de NPR1 o control de isotipo como se describe en la Tabla 31.

los valores son medias + SEM, n=4-7 por grupo.

Estadisticas:

Todos

ANOVA
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de dos vias con Dunnett; *p<.05 vs. Pldsmido Control (pHDD1) +

Control Isotipo.

Tabla 33. Cambio medio de la dosis post HDD de 8 a 28 dias

con respecto a la presidén arterial y la frecuencia cardiaca

basales
Dosis
del
Frecue
articul | Sistodlic
Articulo Diastolic Arterial Presion de ncia
Grupo o de a
de a media pulso cardia
de HDD: prueb | (mmHg
prueba ) (mmHg) (mmHg) (mmHg) ca
a
(BPM)
(mg/k
9)
Plasmido R
de 0.81+0.46 14.04+
0.93+0. 0.18+0.47* | 1.75+0.22***
control mADb de i 1.86***
53**** *k%k *
control *
de isotipo - - -
10.49+
30.40+0 | 15.68+0.4 | 23.77+0.4 | -14.64+0.18 177
51 1 5 '
] ) ) ) 23.86+
9.27+0. | 6.21+0.61 | 7.67+0.57* | 3.04+0.24***
H4H2203 25 - - - . 2.40™**
AN *
Plasmido
ANP )
6.02+0. | 0.43+0.54 | 3.25+0.64* | 5.59+0.54*** | 51.16+
REGN75 85**** *kkk *k*k * 3.86***
41 *
10.26%1 | 2.95+0.87 | 6.45+1.12* | 7.32+0.72*** | 65.29+
REGN75 .48**** *kkk *k*k * 5. 1 2***
44 *
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1.4420. 0.07+0.67* | 2.73x0.21*** | 41.61%
1.29+0.65
REGN75 80**** eren e * 2.57***
48 *

Ratones NPRIMhu normotensos telemétricos fueron aleatorizados en
grupos con base en el peso corporal. A los animales se les administrd
una dosis unica de 50 ug de HDD de control o plasmido ANP seguido
de una uUnica inyeccidn Iintravenosa de 25 mg/kg de mAb antagonista
de NPR1 o control de isotipo como se describe en la Tabla 31. Todos
los valores son medias + SEM, n=4-7 por grupo. Estadisticas: ANOVA
de dos vias con Dunnett; *p<.05 vs. Pldsmido control (pHDD1) +

Control isotipo.

Tabla 34. Concentraciones séricas de NTproANP los dias

14, 21 y 28
Dosis del Concentraciones séricas de
articulo NTproANP (nMol/L)
Grupo de Articulo de de
HDD: prueba
prueba Dia 14 Dia 21 Dia 28
(mg/kg)
Plasmido de 0.61+0.07 | 0.85+0.15 | 0.49+0.08
control mAb de control
de isotipo 5.21+£1.00* | 5.541+0.55 | 5.451+0.96
4.7410.62* | 4.76+£0.61 | 4.71+0.56
H4H22034N > b il
Plasmido ANP 2 5.511£0.84* | 5.26+0.85 | 4.96+0.87
REGN7541 - - -
6.88+0.41* | 5.58+0.77 | 6.40+0.42
REGN7544 - - -
6.07+0.29* | 5.44+0.88 | 5.78+0.21
REGN7548 . - -
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Ratones NPRI1"™/h normotensos telemétricos fueron aleatorizados
en grupos con base en el peso corporal. A los animales se les
administrdé una dosis unica de 50 ug de HDD de control o plasmido ANP
seguido de una unica Inyeccidn Iintravenosa de 25 mg/kg de mAb
antagonista de NPR1 o control de isotipo como se describe en la Tabla
31. Todos 1los valores son medias + SEM, n=5-8 por grupo.
Estadisticas: ANOVA de dos vias con Dunnett; *p<.05 vs. Pldasmido

control (pHDD1) + Control isotipo.

[0254] De acuerdo con las reducciones significativas vy
persistentes de las presiones sistémicas vy las probables
reducciones de la poscarga del ventriculo izquierdo, los pesos
absolutos y relativos del corazdén se redujeron
significativamente en ratones que habian recibido ANP HDD
(Figuras 9A y 9B). Los corazones de animales que recibieron un
mAb bloqueador de NPR1 no fueron diferentes de los controles
normotensos e indican un aumento efectivo en las presiones
sistémica y ventricular.

[0255] Los anticuerpos antagonistas de NPR1 H4H22034N,
REGN7541, REGN7544 vy REGN7548 aumentaron significativa vy
persistentemente la presidén arterial sistémica durante hasta

28 dias en ratones NPR1PW/Mu hipotensos inducidos por ANP HDD.
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Ejemplo 11: Bloqueo de NPR1l en dosificacién preventiva y
terapéutica con modelo de choque inducido por LPS en ratones
NPR1 hu/hu telemétricos

Procedimiento experimental

[0256] Los objetivos de este estudio fueron evaluar los
efectos de los anticuerpos antagonistas de NPR1 dosificados de
forma preventiva o terapéutica a ratones NPR1 tw/hu telemétricos
que tenian hipotensidén como resultado de la administracidén de

LPS. A ratones macho NPR1M/hu (n = 58) de edades comprendidas

entre 12 y 17 semanas se les implantaron telémetros PA-C1l0

(DSI, St. Paul, MN) y se les permitid recuperarse durante al

menos 7 dias. Los animales se estratificaron en grupos (Grupos

1-6) basandose en el peso corporal y las presiones sistdlica y

de pulso, antes de ser asignados al grupo (Tabla 35). Los

animales se alojaron individualmente en condiciones estandar

(temperaturas de 64°F a 84°F (18°C a 29°C); humedad relativa

de 30% a 70%) y se mantuvo un ciclo de 12 horas de luz/12 horas

de oscuridad. Se proporcionaron alimentos (comida en pellets

estandar de Research Diets) y agua ad libitum.

Tabla 35. Resumen de dosis y grupos de dosis
Ndmero Nivel de
Volumen de
Grupo de Articulo de prueba o dosis
. Desafio dosis
Num. | animales control (mg/kg/
. (mL/kg)
Machos iv)
1 8 Salina
PBS 0
2 10 LPS (5 5
3 10 mg/kg, ip) REGN7544 25
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10 REGN7548
10 *Preventivo* -REGN7544
10 *Preventivo* -REGN7548

[0257] A los animales se les administrdé wuna Unica
inyeccidén intraperitoneal de 5 mg/kg de LPS o PBS el dia O.
Las proteinas de prueba se administraron a los animales
apropiados mediante una Unica inyeccién intravenosa
aproximadamente 24 horas antes u 8 horas después de la dosis
de LPS. El volumen de dosis para cada animal se basdé en la
medicidén de peso corporal més reciente.

[0258] Se recogieron la presidén sistdlica, la presioédn
diastdélica, la presidén arterial media, la presién del pulso y
la frecuencia cardiaca durante 10 segundos cada 10 minutos
durante el periodo de prueba. Los datos de telemetria se
presentan como valores medios de 24 horas. Todos los datos se
presentan como media * SEM.

Resultados

[0259] La caracterizacioén in vivo de anticuerpos
antagonistas de NPR1 dosificados de forma preventiva o
terapéutica a ratones NPR1M/MU hipotensos inducidos por LPS
mostrd aumentos significativos y persistentes de la presidn
arterial sistémica (Tabla 36, Tabla 37, Figura 10). Los
animales que recibieron dosis preventivas presentaron rapidos
aumentos de presidén (Tabla 36). La magnitud del aumento de la

presidén arterial en el brazo preventivo del estudio después de
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una dosis Unica intravenosa de 25 mg/kg, evaluada por el cambio
medio (de 24 horas antes del tiempo de la dosis de LPS) de la
presidén arterial sistédlica desde el inicio oscild entre +7.24
+ 1.18 (REGN7548) a +9.0741.10 (REGN7541) mmHg (Tabla 36 vy
Figura 10). La magnitud del aumento de la presidén arterial
después de una dosis intravenosa unica de 25 mg/kg administrada
8 horas después de la dosis de LPS, segun lo evaluado por el
cambio medio (de 8 horas a 48 horas después de la dosis de LPS)
de la presién arterial sistdlica desde el inicio oscild entre
-1.49 + 2.244 (REGN7548) a -1.49+2.24 (REGN7544) mmHg (Tabla
37). Las presiones de pulso en animales a los que se les
administraron dosis terapéuticas, segun 1lo evaluado por el
cambio medio (de 8 horas a 48 horas después de la dosis de
LPS), desde el wvalor inicial, wvariaron de 0,27 + 0,093
(REGN7548) a -0,40 £ 0,91 (REGN7544) mmHg (Tabla 37, Figura
10) .

Tabla 36. Cambio medio de 24 horas antes del tiempo 0
antes de la dosis de LPS con respecto a la presién arterial y

la frecuencia cardiaca basales

i Frecuenc
| Grupo . L o Arterial Presion .
Desafi Dosis | Sistdlica | Diastdlica . ia
de media de pulso i
o (mg/kg) | (mmHg) (mmHg) cardiaca
dosis: (mmHg) (mmHg)
(BPM)

-0.13+1.02 | 0.03+1.10 | 0.30+0.2 | 1.85+8.06
3***

Salina PBS 0 0.14+1.2
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- 0.26+1.06 | -0.37+1.15 - 4.89+7.91
LPS PBS 0.901.2 1.1320.1
9
*Preven 9.071.1 | 3.490.96* | 6.65:0.99" | 5.600.3 -
tivo* - Qs * 20| D 57+5.84
LPS
REGN7
544
*Preven 724311 | 1.93:1.08 | 4.93+1.09" | 5.30£0.2 -
tivo* - gr 4| 2934531
LPS
REGN7
25
548
- 2461128 | 1.08+1.31 - -
REGN7
LPS 0.04+1.3 2.55:0.2 | 0.57+8.27
544
6 O**
- 0.49+1.11 | -0.41£1.18 | 0.050.1 | 2.85t8.05
REGN7
LPS 0.441.2 grees
548 .

Ratones NPRI1PW/PU telemétricos fueron aleatorizados en grupos con base

en el peso corporal.

A los animales se les administrd una unica

inyeccidn intraperitoneal de 5 mg/kg de LPS o solucidén salina y

una Unica inyeccidédn intravenosa de un mAb antagonista de NPR1 o

PBS ~24 horas antes o 8 horas después de la dosis de LPS como se

describe en la Tabla 35. Todos los valores son media + SEM, n=7-10

por grupo.

LPS + PBS.

Estadisticas: ANOVA de dos vias con Dunnett;

*p<.05 vs.

Tabla 37. Cambio medio de 8 a 48 horas después de la dosis

de LPS con respecto a la presién arterial y 1la frecuencia

cardiaca basales

Desafio

Grupo
de

dosis:

Dosi
)
(mg/
kg)

Sistélica

(mmHg)

Diastdlica

(mmHg)

Arterial
media

(mmHg)

Presion
de
pulso
(mmHg
)

Frecuen
cia
cardiaca
(BPM)
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0.66+0.68* | 0.10+0.69*** ) 0.5620. )
Salina | PBS ) 0.154071% | " | 411216
*%k% 54****
0
LPS PBS 7524175 | -3.33+1.34 | -5.77+1.48 | 4.19+0. | 10.3245.
54 50
*Prevent
ivo* - 0.24%0.
LPS 3.3242.28* | -3.41+1.69 | -3.88+1.93 39.7343.
REGN7 85****
* 84****
544
*Prevent
ivo* -
LPS 6.1342.19 | -5.10+1.48 | -5.84+1.76 | 1.03+0. | 4.37+5.6
REGN7
25 Q5 **xx 3
548
REGN7 ) ) ) )
LPS i 1.49+2.46% | -1.92+¢1.71 | 1.5742.03* | 0.40+0. | 66.59+9.
*k%k *% 91 *kk%k 70****
REGN7 ) ) 0.27+0. )
LPS 1.49+2.24* | -150+1.60 | 1.63+1.85* 69.46+8.
548 *k%k * 93**** 02****

Ratones NPRIM/hu telemétricos fueron aleatorizados en grupos con
base en el peso corporal. A los animales se les administrd una
Unica inyeccidn intraperitoneal de 5 mg/kg de LPS o solucidn salina
y una uUnica inyeccidn intravenosa de un mAb antagonista de NPR1 o
PBS ~24 horas antes o 8 horas después de la dosis de LPS como se
describe en la Tabla 35. Todos los valores son media + SEM, n=7-

10 por grupo. Estadisticas: ANOVA de dos vias con Dunnett; *p<.05

vs. LPS + PBS.

[0260] Los anticuerpos antagonistas de NPR1 REGN7544 vy

REGN7548 aumentaron significativa vy persistentemente 1la

presidén arterial sistémica cuando se administraron de forma
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preventiva o) terapéutica a ratones que desarrollaron
hipotensidén inducida por LPS después de una dosis
intraperitoneal Unica de LPS.

Ejemplo 12: Cada mondémero NPR1 se une a un Fab REGN7544

Procedimiento experimental

Formacién compleja de NPR1 + REGN7544 Fab + ANP

[0261] E1 dominio extracelular NPR1 humano con una
etiqueta myc-myc-6xHis C-terminal (hNPRl-mmh; SEQ ID NO: 74)
se mezcldé con factor natriurético auricular (ANP, Tocris) vy
REGN7544 Fab en una proporcidén molar de 1 hNPRl1-mmh+ 2 ANP + 1
REGN7544 Fab. El1 complejo se incubd durante la noche a 4°C y
luego se purificd sobre una columna de filtracidédn en gel
Superdex 200 de aumento 10/300 GL equilibrada con Tris 50 mM,
pH 7.5, NaCl 150 mM. Las fracciones méximas se recogieron y se
concentraron usando un concentrador centrifugo MWCO de 10 kDa
(Amicon) .

Preparacion de la red Cryo EM y recopilacidn de datos

[0262] E1 complejo NPR1-ANP-REGN7544 se diluyd a 0.87
mg/ml y se afadié poli (anhidrido maleico-alt-1-deceno)
sustituido con 3-(dimetilamino)propilamina (PMAL-C8; Anatrace
Cat. #P5008) a una concentracidén final de 0.15%. La muestra se
depositd sobre una rejilla UltrAufoil (Quantifoil GmbH) recién
limpiada con plasma. El exceso de soluciédn se elimind con papel
de filtro y se sumergid® en etano liquido congelado usando un

Vitrobot Mark IV (Thermo Fisher Part #1086439). La rejilla se
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cargdé en un Titan Krios G3i (Thermo Fisher, num. de pieza
1137337) equipado con un filtro de energia Bioquantum +
detector de electrones directo K3 (Gatan Inc, num. de pieza
1147213) . Las peliculas se recopilaron utilizando EPU v 2.7
(Thermo Fisher) con un aumento de 105,000x, correspondiente a
un tamafio de pixel de 0.86 A. Se utilizé una tasa de dosis de
15 electrones por pixel por segundo, y cada pelicula durd 2
segundos y 46 fotogramas, lo que corresponde a una dosis total
de ~40 electrones por A2,

Procesamiento de datos crio-EM

[0263] Todo el procesamiento de datos crio-EM se llevd a
cabo utilizando cryoSPARC v3.2.0 (Structura Biotechnology
Inc.). Las peliculas se alinearon mediante correccidén de
movimiento de parche vy estimacién de CTF de parche. Se
recopilaron un total de 6692 peliculas y luego se seleccionaron
6474 peliculas después de la correccidn de movimiento y el
parche CTF. Un conjunto inicial de particulas recogidas con el
selector de Dblobs se sometié6 a una clasificacidén 2D para
generar plantillas para la seleccidén de plantillas. ~1.6
millones de particulas recogidas mediante seleccidén de
plantillas se sometieron a multiples rondas de clasificacidn
2D, lo que dio como resultado 814,655 particulas complejas
"buenas". La reconstruccidén ab initio con 6 clases seguida de
un refinamiento heterogéneo generd una clase "buena" que

contenia 310,944 particulas que correspondian al Fab NPR1-ANP-
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REGN7544 completo en un mapa isotrdpico. Se siguid un
refinamiento no uniforme de las particulas en la clase "buena"
mediante refinamiento local que resultdé en un mapa de
resolucién de 3.15 A (FSC = 0.143) que se utilizé para la
construccidén del modelo. En este mapa, colocamos manualmente
modelos de NPR1 (tomado del cédigo PDB 1T34) y los dos Fab
(tomado del anticuerpo Regeneron anterior). Estos modelos luego
se reconstruyeron manualmente usando Coot (v 0.8.2 Laboratorio
de Biologia Molecular del Consejo de Investigacidén Médica) vy
el espacio real se refindé con el mapa usando Phenix (v 1.15.2
The PHENIX Industrial Consortium).

Formacidén compleja de NPR1 + REGN7544 Fab

[0264] E1 dominio extracelular NPR1 humano con una
etiqueta myc-myc-6xHis C-terminal (hNPRl-mmh; SEQ ID NO: 74)
se mezcld con el Fab REGN7544 en una relacidén molar de 1 hNPRI1-
mmh + 1 Fab REGN7544. El1 complejo se incubdé durante la noche a
4°C, luego se purificd sobre una columna de filtracidén en gel
Superdex 200 de aumento 10/300 GL equilibrada con Tris 50 mM,
pH 7.5, NaCl 150 mM. Las fracciones maximas se recogieron y se
concentraron usando un concentrador centrifugo MWCO de 10 kDa
(Amicon) .

Preparacion de la red Cryo EM y recopilacidén de datos

[0265] El1 complejo NPR1I-REGN7544 se diluyé a 0.8 mg/ml vy
se afiadidé poli(anhidrido maleico-alt-1-deceno) sustituido con

3-(dimetilamino)propilamina (PMAL-C8; Anatrace Cat. #P5008)
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hasta una concentracidén final del 0.15%. La muestra se depositd
sobre una rejilla UltrAufoil (Quantifoil GmbH) recién limpiada
con plasma. El exceso de solucidén se elimindé con papel de
filtro y se sumergidé en etano ligquido congelado usando un
Vitrobot Mark IV (Thermo Fisher Part #1086439). La rejilla se
cargd en un Titan Krios G3i (Thermo Fisher, num. de pieza
1137337) equipado con un filtro de -energia Bioquantum +
detector de electrones directo K3 (Gatan Inc, num. de pieza
1147213) . Las peliculas se recopilaron utilizando EPU v 2.7
(Thermo Fisher) con un aumento de 105,000x, correspondiente a
un tamafio de pixel de 0.86 A. Se utilizé una tasa de dosis de
15 electrones por pixel por segundo, y cada pelicula durd 2
segundos y 46 fotogramas, lo que corresponde a una dosis total
de ~40 electrones por A2,

Procesamiento de datos crio-EM

[0266] Todo el procesamiento de datos crio-EM se llevd a
cabo wutilizando cryoSPARC v3.2.0 (Structura Biotechnology
Inc.). Las peliculas se alinearon mediante correccidén de
movimiento de parche y estimacidén de CTF de parche. Se recopild
un total de 10,378 peliculas y luego se seleccionaron 9660
peliculas después de la correccidn de movimiento y el parche
CTF. Un conjunto inicial de particulas recogidas con el
selector de Dblobs se sometié a una clasificacidén 2D para
generar plantillas para la seleccidén de plantillas. ~1.7

millones de particulas recogidas mediante seleccidén de
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plantillas se sometieron a multiples rondas de clasificacién
2D, lo que dio como resultado 762,681 particulas complejas
"buenas". La reconstruccién ab initio con 6 clases seguida de
un refinamiento heterogéneo generd una clase "buena" que
contenia 256,375 particulas que correspondian al Fab NPR1-
REGN7544 completo en un mapa isotrdépico. E1l refinamiento no
uniforme de las particulas de la clase "buena" fue seguido por
un refinamiento 1local que dio como resultado un mapa de
resolucién de 3.42 A (FSC=0.143) que se utilizé para la
construccidén del modelo. En este mapa, se colocaron manualmente
modelos de NPR1 (tomado del cdbédigo PDB 1DP4) y los dos Fabs
(tomado de estructuras de anticuerpos Regeneron anteriores).
Luego, estos modelos se reconstruyeron manualmente utilizando
Coot (v 0.8.2 Laboratorio de Biologia Molecular del Consejo de
Investigacién Médica) y el espacio real se refind con respecto
al mapa utilizando Phenix (v 1.15.2 The PHENIX Industrial
Consortium) .

Resultados

[0267] Las estructuras de hNPR1 + ANP + REGN7544 Fab vy
hNPR1 + REGN7544 Fab mostraron que cada mondémero NPR1 se une a
un Fab REGN7544. El Fab se une a residuos en el 1lébulo inferior
(C-terminal, méAs cercano a la membrana celular) del dominio
extracelular. Con REGN7544 unido, el dimero NPR1 adopta una
conformacidén inactiva en ausencia de ANP y una conformacidn

activa en presencia de ANP. Estas conformaciones son muy
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similares a los estados observados de NPR1 sin anticuerpo unido
en presencia o ausencia de ANP; sin embargo, estos estudios se
realizaron con dominios extracelulares solubles, no con 1la
forma completa de NPR1 unida a la membrana. Tanto la cadena
pesada como la ligera de REGN7544 interactian con el dominio
extracelular NPR1. Los residuos de contacto en el dominio
extracelular NPR1 siguen siendo los mismos en presencia o
ausencia de ANP. Hay 15 residuos de contacto a través de la
cadena pesada y 7 residuos de contacto a través de la cadena
ligera. Los residuos en el dominio extracelular NPR1 que
interactian directamente con REGN7544 Fab son Argl4d3, Leuldd,
Glu384, Leu40l, val4d02, Alal03, Ser405, Gly406, Arg407, Lys408,
Trpd4ll, Leudl3, Gly41l4, Tyr4l5 y Pro4dle.

Ejemplo 13: Evaluacién de la capacidad de 1los
vasodilatadores para revertir 1los cambios inducidos por
REGN7544 en la presién arterial

[0268] Se evalud la capacidad de tres agentes
vasodilatadores diferentes (nifedipina (Sigma-Aldrich),
enalapril (Sigma-Aldrich) y molsidomina (Sigma-Aldrich)) con
diferentes objetivos mecanicos para revertir el aumento de la
presidén arterial inducido por REGN7544 en ratones humanizados
con NPR1. Enalapril, molsidomina y nifedipina, los tres agentes
vasodilatadores utilizados, se administraron por via oral.
Enalapril reduce la presidn arterial mediante la inhibicidén de

la enzima convertidora de angiotensina (ECA), que reduce la
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presién arterial al disminuir la produccién de angiotensina
II, un vasoconstrictor, y aumentar los niveles de bradicinina,
un péptido gue aumenta el didmetro de los vasos sanguineos. La
molsidomina, un donante de 6xido nitrico, y la nifedipina, un
blogueador de los canales de calcio, también reducen la presidn
arterial.

[0269] E1 esquema de dosificacidén para evaluar la
reversién de los efectos inducidos por REGN7544 mediante
vasodilatadores en ratones humanizados con NPR1 telemedidos se

resume en la siguiente tabla:

Tabla 38
Ratones
Grupos de dosis
usados
Duracio
Dosificaciéon Dia 0 Dosificacion diaria Dias 7-13
Edad n de
Articulo Dosis Dosis .
Articulo de n (sem | estudio
de Administrada administrada
prueba anas)
prueba (SC) (sonda oral)
PBS 5 ml/kg Agua 10ml/kg 6
Agua 10ml/kg 6 13
a
REGN7 Nifedipina 20 mg/kg 6 13 dias
25 mg/kg 15
544 Enalapril 25 mg/kg 7
Molsidomina 10 mg/kg 7

PBS, solucidén salina tamponada con fosfato; SC, subcuténeo

[0270] A ratones machos humanizados con NPR1 telemétricos
de edades de 13 a 15 semanas se les administrdé una dosis unica

de 25 mg/kg de REGN7544 (n=28) o control de vehiculo (es decir,
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PBS) (n=7) mediante inyeccidén subcuténea (SC) el Dia 0. A
partir del dia 7 (169 horas después de la dosis SC), los ratones
pretratados con REGN7544 comenzaron a recibir dosis diarias de
nifedipina (20 mg/kg), enalapril (25 mg/kg), molsidomina (10
mg/kg) o agua (n= 7/grupo) mediante sonda oral (PO), mientras
que todos los ratones pretratados con control de vehiculo
recibieron agua. Se registrd la presidn arterial diastdlica vy
sistbdlica de todos los animales de forma continua 72 horas
antes de la administracidén de REGN7544 o control del wvehiculo
hasta el final del experimento, vy estas mediciones se
utilizaron para calcular la presidén del pulso. Se midid el
cambio medio en la presidén del pulso normalizada al wvalor
inicial para cada grupo de tratamiento i) entre 149 y 221 horas
después de la administracidén de REGN7544 o control de vehiculo
y 1i) entre 3 dias antes de la administracién de REGN7544 o
control de vehiculo hasta el final del experimento.

[0271] Cada vasodilatador probd una presidén de pulso (PP)
reducida en ratones humanizados con NPR1 pretratados con
REGN7544 (Figura 11). De hecho, se demostrd que la
administracién de vasodilatadores revierte los efectos de
REGN7544 gue aumentan la presidn del pulso.

[0272] A ratones machos humanizados con NPR1 telemétricos
de edades de 13 a 15 semanas se les administrd una dosis unica
de 25 mg/kg de REGN7544 (n=28) o control de vehiculo (es decir,

PBS) (n=7) mediante inyeccidén subcutédnea (SC) el dia 0. A



10

15

20

25

172

partir del dia 7, los ratones pretratados con REGN7544
comenzaron a recibir dosis diarias de nifedipina (20 mg/kg),
enalapril (25 mg/kg), molsidomina (10 mg/kg) o agua (n=7/grupo)
mediante sonda oral (PO), mientras que todos 1los ratones
pretratados con control de vehiculo recibieron agua. La presidn
del pulso se registrd para todos los animales de forma continua
72 horas antes de la administracidén de REGN7544 o control del
vehiculo hasta el final del experimento. El cambio medio en la
presidén arterial sistdlica normalizada al valor inicial para
cada grupo de tratamiento se mididé entre 3 dias antes de la
administracidén de REGN7544 o el control del vehiculo hasta el
final del experimento.

[0273] Los vasodilatadores disminuyeron la presidn
arterial sistbélica (PAS) en ratones humanizados con NPR1
pretratados con REGN7544 (Figura 12). De hecho, se descubrid
que la administracidén de vasodilatadores revierte el aumento
de la presidn arterial sistdlica inducido por REGN7544.

[0274] A ratones machos humanizados con NPR1 telemétricos
de edades de 13 a 15 semanas se les administrd una dosis unica
de 25 mg/kg de REGN7544 (n=28) o control de vehiculo (es decir,
PBS) (n=7) mediante inyeccidén subcuténea (SC) el dia 0. A
partir del dia 7, los ratones pretratados con REGN7544
comenzaron a recibir dosis diarias de nifedipina (20 mg/kg),
enalapril (25 mg/kg), molsidomina (10 mg/kg) o agua (n=7/grupo)

mediante sonda oral (PO), mientras gue todos 1los ratones
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pretratados con control de vehiculo recibieron agua. La presidn
del pulso se registrd para todos los animales de forma continua
72 horas antes de la administracidén de REGN7544 o control del
vehiculo hasta el final del experimento. El cambio medio en la
frecuencia cardiaca normalizada al wvalor inicial para cada
grupo de tratamiento se mididé entre 3 dias antes de la
administracidén de REGN7544 o el control del vehiculo hasta el
final del experimento.

[0275] No se registrd ningun efecto observable sobre 1la
frecuencia cardiaca después de la administracién de enalapril,
molsidomina y nifedipina (datos no mostrados). De hecho, se
demostrd que la administracidn de vasodilatadores en presencia
de REGN7544 no tiene ningun efecto sobre 1la frecuencia
cardiaca.

[0276] A ratones machos humanizados con NPR1 telemétricos
de edades de 13 a 15 semanas se les administrd una dosis unica
de 25 mg/kg de REGN7544 (n=28) o control de vehiculo (es decir,
PBS) (n=7) mediante inyeccidén subcutédnea (SC) el dia 0. A
partir del dia 7, los ratones pretratados con REGN7544
comenzaron a recibir dosis diarias de nifedipina (20 mg/kg),
enalapril (25 mg/kg), molsidomina (10 mg/kg) o agua (n=7/grupo)
mediante sonda oral (PO), mientras gque todos 1los ratones
pretratados con control de vehiculo recibieron agua. Se
registrd la presidn arterial sistdlica y diastdlica para todos

los animales de forma continua 72 horas antes de 1la
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administracién de REGN7544 o control del wvehiculo hasta el
final del experimento, vy estas mediciones se wusaron para
calcular la presidén del pulso. La presidn del pulso media para
cada grupo de tratamiento se mididé entre 3 dias antes de la
administracién de REGN7544 o control del vehiculo hasta el
final del experimento. La administracidén de vasodilatadores
revirtié los efectos de aumento de la presidédn del pulso de una
dosis SC uUnica de REGN7544 (datos no mostrados).

[0277] A ratones machos humanizados con NPR1 telemétricos
de edades de 13 a 15 semanas se les administrd una dosis unica
de 25 mg/kg de REGN7544 (n=28) o control de vehiculo (es decir,
PBS) (n=7) mediante inyeccidén subcutédnea (SC) el dia 0. A
partir del dia 7, los ratones pretratados con REGN7544
comenzaron a recibir dosis diarias de nifedipina (20 mg/kg),
enalapril (25 mg/kg), molsidomina (10 mg/kg) o agua (n=7/grupo)
mediante sonda oral (PO), mientras gque todos 1los ratones
pretratados con control de vehiculo recibieron agua. La presidn
arterial sistdlica se registrd para todos los animales de forma
continua 72 horas antes de la administracidén de REGN7544 o
control del vehiculo hasta el final del experimento. La presidn
arterial sistdélica media para cada grupo de tratamiento se
mididé entre 3 dias antes de la administracidédn de REGN7544 o
control del wvehiculo hasta el final del experimento. La

administracidédn de vasodilatadores revierte 1los efectos de
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aumento de la presidén arterial sistdélica de una dosis SC Unica
de REGN7544 (datos no mostrados).

[0278] A ratones machos humanizados con NPR1 telemétricos
de edades de 13 a 15 semanas se les administrd una dosis unica
de 25 mg/kg de REGN7544 (n=28) o control de vehiculo (es decir,
PBS) (n=7) mediante inyeccidn subcutédnea (SC) el dia 0. A
partir del dia 7, los ratones pretratados con REGN7544
comenzaron a recibir dosis diarias de nifedipina (20 mg/kg),
enalapril (25 mg/kg), molsidomina (10 mg/kg) o agua (n=7/grupo)
mediante sonda oral (PO), mientras que todos 1los ratones
pretratados con control de vehiculo recibieron agua. La
frecuencia cardiaca se registrd para todos los animales de
forma continua 72 horas antes de la administracidén de REGN7544
o control del wvehiculo hasta el final del experimento. La
frecuencia cardiaca media para cada grupo de tratamiento se
mididé entre 3 dias antes de la administracidédn de REGN7544 o
control del wvehiculo hasta el final del experimento. La
administracidén de vasodilatadores después de una dosis Unica
de REGN7544 no tuvo ningun efecto compensatorio sobre 1la
frecuencia cardiaca (datos no mostrados).

[0279] A ratones machos humanizados con NPR1 telemétricos
de edades de 13 a 15 semanas se les administrd una dosis unica
de 25 mg/kg de REGN7544 (n=28) o control de vehiculo (es decir,
PBS) (n=7) mediante inyeccidén subcuténea (SC) el dia 0. A

partir del dia 7, los ratones pretratados con REGN7544
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comenzaron a recibir dosis diarias de nifedipina (20 mg/kg),
enalapril (25 mg/kg), molsidomina (10 mg/kg) o agua (n=7/grupo)
mediante sonda oral (PO), mientras gue todos 1los ratones
pretratados con control de vehiculo recibieron agua. La presidn
arterial diastdélica se registrd para todos los animales de
forma continua 72 horas antes de la administracidén de REGN7544
o control del vehiculo hasta el final del experimento. La
presién arterial diastdélica media (i) normalizada al wvalor
inicial y (ii) no normalizada para cada grupo de tratamiento
se midid entre 3 dias antes de la administracién de REGN7544 o
control del wvehiculo hasta el final del experimento. La
administracidén de enalapril revirtid los efectos de aumento de
la presidén arterial diastdélica de wuna dosis SC unica de
REGN7544 (datos no mostrados).

[0280] Por lo tanto, se probd la reversibilidad de 1los
efectos hemodindmicos después de una dosis SC de 25 mg/kg de
REGN7544 mediante sonda oral de 3 vasodilatadores clinicos.
Los tres agentes vasodilatadores diferentes, nifedipina,
enalapril y molsidomina, revirtieron el aumento de PP inducido
por REGN7544 sin tener ningun efecto significativo observable
sobre la frecuencia cardiaca. Los aumentos de PP mediados por
REGN7544 se revirtieron por separado mediante cualquiera de
los tres vasodilatadores clinicos (nifedipina, enalapril vy

molsidomina) administrados por sonda oral.
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[0281] La presente invencidén no debe estar limitada en
alcance por las modalidades especificas descritas en el
presente documento. De hecho, diversas modificaciones de la
descripcidén ademds de las descritas en el presente documento
resultardn evidentes para los expertos en la técnica a partir
de la descripcidn anterior y las figuras adjuntas. Se pretende
que dichas modificaciones caigan dentro del alcance de las

reivindicaciones adjuntas.



