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DESCRIPCION
Anticuerpos antiidiotipicos contra un inhibidor del factor VIII y usos de los mismos.
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas para usar en el tratamiento de la hemofilia,
especialmente para usar en el tratamiento de pacientes humanos que han desarrollado inhibidores del FVIII dirigidos
contra el dominio C2. La presente invencion proporciona anticuerpos antiidiotipicos contra los inhibidores del FVIII
dirigidos contra el dominio C2. La presente invencion se refiere ademas a lineas celulares monoclonales que
expresan dichos anticuerpos antiidiotipicos. La invencién también se refiere a composiciones farmacéuticas, que
comprenden los anticuerpos antiidiotipicos de la presente invencion.

Antecedentes de lainvencién

La hemofilia A es un trastorno ligado al cromosoma X que se caracteriza por la ausencia 0 una cantidad insuficiente
del factor VIII funcional, una molécula glicoproteica de 330 kD producida por el higado en forma de una cadena
polipeptidica sencilla de 2332 aminoéacidos. Esta deficiencia afecta a 1 por cada 10.000 varones y puede dar lugar a
una hemorragia incontrolada en articulaciones, musculos vy tejidos blandos. Los pacientes afectados por la forma
mas grave de la enfermedad (Actividad del FVIII menor del 1% del nivel normal) sufren hemorragias espontaneas.
Los pacientes con la correspondiente actividad del FVIII de 1 al 5% o superior al 5% se definen como hemofilia A
moderada o leve, respectivamente, y sufren hemorragia limitada que se produce tras un traumatismo o una cirugia
menores. La via de la coagulacion se puede restablecer mediante la administracién de concentrados de FVIII
preparados a partir de plasma o producidos mediante tecnologia de ADNc recombinante.

El gen humano del FVIII se ha aislado y expresado en células de mamifero, tal como han indicado varios autores,
incluidos Wood y col., en Nature (1984) 312: 330-337 y la secuencia de aminoacidos se dedujo a partir de ADNc. La
patente de EE.UU. n°® 4.965.199 divulga un procedimiento de ADN recombinante para producir FVIII en células
huésped de mamifero y purificacion de FVIII humano. La estructura detallada del FVIII humano se ha investigado
extensamente. La secuencia nucleotidica del ADNc que codifica el FVIII humano y la secuencia de aminoacidos
predicha se han divulgado en, por ejemplo, la patente de EE.UU. n® 5663.060. En una molécula de FVIII, un dominio
se puede definir como una secuencia continua de aminoacidos que se define por una homologia de la secuencia de
aminodcidos interna y sitios de escisién proteolitica por una proteasa adecuada como, por ejemplo, la trombina. Se
ha descrito que las proteinas de FVIII constan de diferentes dominios que, para la secuencia de aminoacidos
humana corresponden a: Al, residuos 1-372; A2, residuos 373-740; B, residuos 741-1648; A3, residuos 1690-2019;
C1, residuos 2020-2172; C2, residuos 2173-2332. La secuencia restante, los residuos 1649-1689, normalmente se
denominan el péptido de activacion de la cadena ligera de FVIII. El FVIII se produce como una cadena polipeptidica
sencilla que, tras el procesamiento en el interior de la célula, se escinde rapidamente tras su secrecién para formar
un heterodimero formado por una cadena pesada que contienen los dominios Al, A2 y 8, y una cadena ligera
formada por los dominios A3-C1-C2, de acuerdo con Kaufman y col., (1988, J Biol Chem 263:6352-6362). Las dos
cadenas estan unidas de forma no covalente por cationes divalentes. Tanto el polipéptido monocatenario como el
heterodimero circulan en plasma como precursores inactivos, como indican Ganz y col., (1988, Eur J Biochem
170:521-528). La activacion del factor VIII en plasma inicia la escision por la trombina entre los dominios A2 y B, que
libera el dominio B y tiene como resultado una cadena pesada compuesta por los dominios A1 y A2, de acuerdo con
Eaton y col., (1986, Biochemistry 25:505-512). El FVIII recombinante humano puede producirse mediante
recombinacion genética en células de mamifero, tal como células CHO (células de hamster chino), células BHK
(células de rifion de hamster neonato) u otras células equivalentes.

Pratt y col., (1999, Nature 402:439-42) divulgan la estructura detallada del dominio C2 carboxi-terminal del FVIII
humano, que contiene sitios que son esenciales para su union al factor von Willebrand (VWF) y a superficies de
fosfolipidos cargados negativamente. Esta estructura, que revela un nudcleo beta-sandwich dos vueltas beta y un
bucle exhibe un grupo del disolvente expuesto a residuos hidrofébicos, explica parcialmente las mutaciones en la
region C2 que condujeron a trastornos hemorragicos en la hemofilia A. De acuerdo con Gale y col., (2000, Thromb.
Haemost. 83:78-85), de las al menos 250 mutaciones de sentido erroneo que producen deficiencia de FVIII y
hemofilia A, 34 en los dominios C.

El FVIII es un cofactor de la via intrinseca de la cascada de coagulacién, que actda incrementando la actividad
proteolitica del factor IX activado sobre el factor X, en la formacién del denominado complejo de tenasa. Los
pacientes que sufren hemofilia A presentan hemorragias que son espontdneas en las formas mas graves de la
enfermedad o que se producen tras traumatismos en las formas leves/moderadas.

Los pacientes de hemofilia normalmente son tratadas mediante terapia de sustitucion, que consiste en infundir factor
FVIII humano, bien purificado de reservas de plasma de donante o bien obtenido mediante tecnologia de
recombinacion de ADNc.

La mayoria de los pacientes no responden inmunoloégicamente a estas infusiones, peor por motivos que todavia no
estan claros, en el 25% de ellos se produce una respuesta inmunitaria de tipo 1gG frente al FVIII, que puede temer
como resultado la inhibicibn completa de la actividad procoagulacion del FVIII infundido (Briet E y col., en (1994)
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Throm. Haemost.; 72: 162-164; Ehrenforth S y col., en (1992) Lancet; 339:594). Dicha IgG especifica, que pertenece
a las subclases 1, 2, 4 de IgG, se denomina inhibidores de FVIII. Los estudios publicados han demostrado que la
respuesta inmunitaria anti-FVIII es policlonal y dirigida principalmente hacia los dominios A2, A3y C2 (ScandellaD y
col., en (1989) Blood; 74: 1618-1626.; Gilles JG y col., en (1993) Blood; 82: 2452 2461).

Estudios recientes que usan anticuerpos monoclonales humanos derivados del repertorio de células B memoria
periféricas de pacientes con inhibidores indicaron que epitopos importantes también se localizan en el dominio C1
(Jacquemin My col., en (2000) Blood 95:156-163). EI mecanismo por el cual los anticuerpos anti-FVIII interfieren en
la funcion de FVII son numerosos, e incluyen escision proteolitica del FVIII y la interaccidon con diferentes parejas,
tales como el factor de von Willebrand factor (VWF), fosfolipidos (FL), FIX, FXa o APC. La mayoria de estos
mecanismos se describen bien en estudios que usan anticuerpos anti-FVIIl de ratén o de ser humano. Por tanto, los
anticuerpos pueden reducir la velocidad a la que el FVIII se activa uniéndose a un sitio de escision proteolitica o
induciendo un cambio conformacional 3D en el FVIII de modo que sea menos susceptible a protedlisis. Los
anticuerpos que interfieren en la unién de vVWF a FVIII parecen ser muy eficientes como inhibidores, como se
muestra en estudios recientes usando anticuerpos monoclonales humanos dirigidos hacia el dominio C2, que es uno
de los sitios de union principales del vVWF (Jacquemin M y col.,en (1998) Blood; 92:496501). La supresion de la
produccion de inhibidores y el establecimiento de un estado de falta de respuesta inmunitaria al FVIII sigue siendo
un objetivo principal. No obstante, la comunidad médica esta lejos de alcanzar estos objetivos, debido, basicamente,
a la limitada comprensién de los mecanismos subyacentes a la produccién y regulacion de anticuerpos especificos.

Actualmente, para controlar dicha respuesta inmunitaria, se usan varios tratamientos, que incluyen agentes de
cortocircuito tales como desmopresina (DDAVP), agentes estimulantes de la coagulacion, tales como concentrados
del complejo de protrombina (PCC) o PCC activado, FVlla recombinante, plasmaféresis e infusiones de dosis
grandes o intermedias de FVIII (200-300 Ul/kg de peso corporal o 25-50 Ul/kg de peso corporal, respectivamente).
No obstante, ninguno de estos procedimientos son satisfactorios y todos ellos son muy costosos.

En funcion de estas observaciones y de la comprension de los mecanismos de tolerancia inmunitaria, los
anticuerpos antiidiotipicos parecen ser un prometedor modo de tratar los inhibidores. De hecho, estiq bien
establecido que la tolerancia a las autoproteinas se induce primero en un estadio precoz mediante delecién clonal de
células B y células T autorreactivas en la médula 6sea y el timo, respectivamente. No obstante, no todos los
linfocitos autorreactivos se eliminan mediante delecion central. Las células B autorreactivas son una caracteristica
comun de la sangre periférica, asi como células T autorreactivas de afinidad baja o intermedia. Se ha descrito una
serie de mecanismos por los cuales dichas células autorreactivas se convierten en no funcionales o se eliminan en
la periferia. Los anticuerpos antiidiotipicos pueden representar un tercer nivel de mantenimiento de tolerancia en
este esquema general, con su capacidad para ajustar de forma fina la funcién de los anticuerpos y mantener un sutil
equilibrio entre los idiotipos complementarios expresados en las células By T.

Una buena indicacién de cdmo los anticuerpos antiidiotipicos pueden ejercer un mecanismo regulador en la periferia
se proporciona mediante la demostracién de que individuos sanos con niveles normales de FVIII producen titulos
significativos de anticuerpos inhibidores frente al FVIII (Algiman M y col., en (1992) Proc Natl Acad Sci USA 89
:3795-3799; Gilles JG y col.,en (1994) J Clin Invest 94:1496-505), cuya actividad es indetectable en plasma por la
presencia de anticuerpos antiidiotipicos complementarios. No obstante, dicha actividad inhibidora del FVIII se puede
detectar facilmente cuando los anticuerpos anti-FVIII se purifican mediante una combinaciéon de cromatografia e
inmunoadsorcion especifica sobre FVIII insolubilizado. La capacidad inhibidora de FVIII de los anticuerpos
purificados por afinidad se demostr6 que era igual a la de los anticuerpos anti-FVIII purificados de plasma de
pacientes de hemofilia A con niveles altos de inhibidores, medido mediante el ensayo de Bethesda (Gilles JG y col.,
en (1994) J Clin Invest 94:1496-505).

Dicha actividad antiidiopatica neutralizante también se ha detectado en un grupo de pacientes desensibilizados con
éxito mediante la administracion de dosis altas de FVIII (Gilles JG y col., en (1996) J Clin Invest 97:1382-1388). El
estudio demostré que la concentracion de anticuerpos anti-FVIII, purificados por el mismo procedimiento que para
los donantes sanos, no cambiaba durante la desensibilizacion y que los anticuerpos mantenian su capacidad de
inhibir la funcién procoagulacién del FVIII, aunque la titulacion del inhibidor usando el ensayo de Bethesda en
plasma se reducia a niveles indetectables. Esto apuntaba a la potencialmente importante funcion de la regulacién
antiidiotipica en la tolerancia a la molécula de FVIII. Por tanto, cualquier terapia nueva inductora de un incremento de
la produccién de anticuerpos antiidiotipicos puede ser de interés en el tratamiento de pacientes con inhibidores de
FVIIl. De acuerdo con esto, se ha notificado un primer abordaje, en el que los pacientes fueron tratados con
inyecciones de complejos inmunitarios formados por FVIII y anticuerpos autélogos especificos frente al FVIII, que dio
como resultado una reduccion significativa del nivel de inhibidores de FVIII circulantes, que se neutralizaron con los
correspondientes anticuerpos antiidiotipicos Gilles JG, Arnout J. XXI Congreso Internacional de la Federacion
Mundial de Hemofilia, abril de 1994; resumen). Dicho abordaje puede abrir el camino hacia nuevas estrategias
terapéuticas dirigidas a inhibidores del FVIII como de potencialmente bajo coste en comparacion con los
tratamientos disponibles en la actualidad.

Hallazgos previos del laboratorio de los inventores han mostrado que los anticuerpos antiidiotipicos ejercen
propiedades fisioldgicas en la homeostasis de la respuesta inmunitaria anti-FVIIl. Por tanto, la sangre periférica de
individuos sanos contiene anticuerpos especificos del FVIII, algunos de los cuales tienen la propiedad de inhibir la
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funcién de procoagulante del FVIII (Gilles JGG & Saint-Remy JMR en (1994) J Clin Invest 94: 1496-1505). En estos
individuos, la funcion del FVIII en realidad no se altera, ya que la inhibicién del FVIII mediada por anticuerpos se
neutraliza por accion de los anticuerpos antiidiotipicos especificos. Por tanto, los inventores han concluido que los
anticuerpos antiidiotipicos tienen una relevancia fisioldgica en el mantenimiento de la actividad normal del FVIII.

Ademas, los inventores han mostrado que cuando los pacientes de hemofilia A con inhibidores se tratan mediante
infusion regular de dosis altas de FVIII, un tratamiento también denominado desensibilizacién o induccion de
tolerancia (véase anteriormente), una de las consecuencias biolégicas de dichas infusiones es la produccién de
anticuerpos antiidiotipicos especificos capaces de neutralizar el inhibidor (Gilles JG y col., en (1996) J Clin Invest 97:
1382-1388). Estos hallazgos sugieren que el uso de anticuerpos antiidiotipicos podria representar un valioso
enfoque del control de los anticuerpos inhibidores del FVIII.

El anticuerpo monoclonal BO2C11 es un anticuerpos de tipo igG4 kappa especifico de FVIII derivado del repertorio
natural de un paciente con inhibidor (Jacquemin MG, y col., en (1998) Blood 92: 496-506). EI Ac BO2C11 reconoce
el dominio C2 e inhibe la unién de FVIII a vWF y a fosfolipidos (FL). Este anticuerpo es representativo de una clase
principal de anticuerpos inhibidores humanos. Su mecanismo de accién normalmente se encuentra en pacientes con
inhibidor y anticuerpos especificos de C2 son los anticuerpos inhibidores observados con mayor frecuencia.
Ademas, el sitio de unién exacto del Ac BO2C11 sobre el dominio C2 se ha descifrado mediante analisis con rayos X
de cristales realizados de los fragmentos Fab del anticuerpo y del dominio C2 (Spiegel P.C. Jr. y col., (2001) Blood
98: 13- 19).

En informes anteriores se han descrito anticuerpos antiidiotipicos dirigidos contra los anticuerpos antiidiotipicos anti-
FVIII. Sultan y col., (1987) Proc .Natl Acad. Sci USA 84 824-831, describen un fragmento F(AB')2 policlonal obtenido
de un paciente que ha superado con éxito la inhibicion mediada por autoanticuerpos de la actividad del FVIIl y que
inhibe la actividad anti-FVIII:C de los autoanticuerpos. Lubahn y Reisner (1990), Proc Natl Acad Sci. USA 87: 8232-
8236) describen anticuerpos anti-FVIII humanos parcialmente purificados mediante precipitacion en sal y
cromatografia del plasma de un paciente de hemofilia A con inhibidor. Estos autores han demostrado que la 1gG
purificada reconocia la cadena pesada del FVIII nativo y su cadena de 43 kDa digerida por trombina. La preparacion
(SP8.4) se inyectd en ratones en un intento de obtener anticuerpos antiidiotipicos. Se obtuvieron varios clones, uno
de los cuales, Mab20-2H, inhibia la unién del anticuerpo anti-FVIII a la cadena pesada. En un ensayo funcional, el
Mab20-2H no modificé la actividad inhibidora de la fraccion 1gG del SP8.4, incluso cuando se afiadia a
concentraciones altas. El Mab20-2H detecté anticuerpos en el 3,2% de los plasmas de hemofilicos con inhibidor
analizados, pero nunca neutralizé la actividad inhibidora. Los autores concluyeron que Mab20-2H reconocia un
anticuerpo anti-FVIII no inhibidor que esta dirigido contra la cadena de 43 kDA (dominio A2) de la molécula de FVIII.

En el laboratorio de los inventores se desarroll6 y describio otro anticuerpo antiidiotipico (B6A2C1) (Gilles JG y col.,
en (1999) Blood 94, resumen 2048: 460a). Este anticuerpo antiidiotipico esta dirigido contra un dominio C1 anti-FVIII

Sumario de lainvencion

Es un objeto de la presente invencidén proporcionar una composicién farmacéutica para usar en pacientes humanos
que sufren hemofilia (primaria o adquirida), que han desarrollado inhibidores contra el FVIII.

Es otro objeto de la presente invencion proporcionar lineas celulares para general anticuerpos neutralizantes
dirigidos contra inhibidores del FVIII humanos, asi como los anticuerpos neutralizantes.

Un aspecto de la invencién se refiere a un anticuerpo monoclonal antiidiotipico contra un anticuerpo inhibidor del
Factor VIII humano, estando dicho anticuerpo inhibidor dirigido contra el dominio C2 del Factor VIII, que se
caracteriza por el hecho de que las regiones determinantes de complementariedad de las cadenas pesadas
variables de dicho anticuerpo antiidiotipico tienen las secuencias de aminoacidos representadas en la SEC ID N° 5,
SEC ID N° 6 y SEC ID N° 7, respectivamente, y las regiones determinantes de complementariedad de las cadenas
ligeras variables de dicho anticuerpo tienen las secuencias de aminoacidos representadas en la SEC ID N° 8, SEC
ID N° 9 y SEC ID N° 10, respectivamente, y por le hecho de que el anticuerpo antiidiotipico a) neutraliza la actividad
anti-coagulante de dicho anticuerpo inhibidor del factor VIII humano en al menos un 50% en un ensayo cromogénico
de FVIIl y b) no interfiere en la unién de FVIII a vWF y fosfolipidos.

De acuerdo con una realizacion, el anticuerpo antiidiotipico esta dirigido contra un anticuerpo inhibidor de FVIII cuya
cadena pesada esta codificada por un segmento de la linea germinal de VH DP-5 derivado de la familia VH1. En otra
realizacién de la presente invencion, el anticuerpo inhibidor del factor VIII es Ac BO2C11.

Otras realizaciones de la presente invencion se refieren a anticuerpos antiidiotipicos humanizados.

Otras realizaciones se refieren a anticuerpos antiidiotipicos monoclonales, tales como los que se pueden obtener
con la linea celular 14C12. La linea celular 14C12 se deposit6 el 30 de julio de 2001 en la Coleccién coordinada de
Bélgica de Microorganismos (BCCM), LMBP (coleccion de plasma, Laboratorium voor Moleculaire Biologie,
Universiteit, K.L. Ledeganckstraat 35, 9000 Gent, Bélgica), con numero de registro LMBP 5878CB.

Otras realizaciones son anticuerpos antiidiotipicos en los que la cadena pesada variable del anticuerpo antiidiotipico
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esta codificado por la secuencia nucleotidica representada en la SEC N° 1 o una secuencia nucleotidica que tiene al
menos un 70% de identidad de secuencia, preferentemente que tiene al menos un 80% de identidad de secuencia,
mas preferentemente que tiene al menos un 90% de identidad de secuencia, incluso mas preferentemente que tiene
al menos un 95-99% de identidad de secuencia con la SEC ID N° 1, y en los que la cadena ligera variable del
anticuerpo antiidiotipico esta codificado por la secuencia nucleotidica representada en la SEC N° 3 o una secuencia
nucleotidica que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia, preferentemente que tiene al menos un 80% de
identidad de secuencia, mas preferentemente que tiene al menos un 90% de identidad de secuencia, incluso mas
preferentemente que tiene al menos un 95-99% de identidad de secuencia con la SEC ID N° 3. En particular, las
secuencias nucleotidicas pueden incluir aquéllas que usan trinucleétidos equivalentes a los especificados en la SEC
ID N°1yla SEC ID N° 3, determinado por la redundancia del cédigo genérico, de modo que conserva la capacidad
para neutralizar los anticuerpos inhibidores del FVIII.

Otras realizaciones se refieren a anticuerpos antiidiotipicos que tienen una secuencia de proteinas de la cadena
pesada variable como se representa en la SEC ID N° 2 o una secuencia de proteinas que tiene al menos un 70% de
identidad de secuencia, mas preferentemente al menos un 80% de identidad de secuencia, incluso mas
preferentemente que tiene al menos un 90% de identidad de secuencia, todavia mas preferentemente que tiene al
menos un 95% de identidad, mas preferentemente que tiene al menos un 95% de identidad de secuencia con la
SEC ID N° 2 y/o que tiene una secuencia de proteinas de la cadena ligera variable como se representa en la SEC ID
N° 4 o una secuencia de proteinas que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia, mas preferentemente al
menos un 80% de identidad de secuencia, incluso mas preferentemente que tiene al menos un 90% de identidad de
secuencia, todavia mas preferentemente que tiene al menos un 95% de identidad, mas preferentemente que tiene
al menos un 95% de identidad de secuencia con la SEC ID N° 4, de modo que conserva la capacidad para
neutralizar anticuerpos inhibidores del FVIII.

Otras realizaciones se refieren a versiones modificadas de anticuerpos antiidiotipicos de las presentes invenciones y
también se refieren a fragmentos F(Ab')2, fragmentos Fab', fragmentos Fab y otros fragmentos que comprenden al
menos una region CDR de un anticuerpo antiidiotipico dirigido contra un anticuerpo contra el dominio C2 de FVIII.
La invencion también se refiere a versiones modificadas de dichos fragmentos.

Otro aspecto mas de la presente invencién es una linea de células monoclonales que expresa un anticuerpo
antiidiotipico tal como la linea celular monoclonal depositada 14C12 con nimero de registro LMBP 5878CB.

Otro aspecto mas de la presente invencion es una composicion farmacéutica que comprende los anticuerpos
antiidiotipicos descritos anteriormente contra los anticuerpos inhibidores frente al dominio C2 del Factor VIII y
fragmentos, y versiones modificadas de los mismos, tal como se ha divulgado con detalla en el presente documento
anteriormente.

Otro aspecto mas de la presente invencién es el uso de los anticuerpos antiidiotipicos o fragmentos descritos
anteriormente y las versiones modificadas de los mismos como un medicamento.

Otro aspecto de la presente invencion es el uso de los anticuerpos antiidiotipicos o fragmentos descritos
anteriormente y las versiones modificadas de los mismos para la fabricacion de un medicamento para la prevencién
o tratamiento de la hemorragia, méas particularmente de la hemorragia en un paciente con hemofilia con anticuerpos
inhibidores contra el dominio C2 del FVIII.

Otro aspecto mas de la presente invencion es el uso de los anticuerpos antiidiotipicos o fragmentos descritos
anteriormente, dichos anticuerpos antiidiotipicos y versiones modificadas de los mismos para la fabricacion de un
medicamento para la inhibicion de la produccion de anticuerpos inhibidores. De acuerdo con una realizacion de este
aspecto de la invencion, los anticuerpos antiidiotipicos descritos anteriormente dirigidos contra los inhibidores de
FVIII se usan para la induccion de la apoptosis de células B portadoras de anticuerpos inhibidores anti-C2. Por tanto,
los anticuerpos antiidiotipicos y sus fragmentos de la presente invencion son capaces de suprimir tanto la funcion
efectora de los inhibidores frente al dominio C2 del FVIII (neutralizacién del efecto de los anticuerpos solubles) como
la produccion de dichos anticuerpos (interacciones con células portadoras de idiotipos idénticos o similares a
B02C11).

La presente invenciéon también se refiere a un procedimiento de prevenir o tratar las hemorragias en un paciente,
opcionalmente un paciente de hemofilia, que tenga anticuerpos inhibidores contra dominio C2 del FVIII, en el que el
procedimiento comprende la etapa de administrar al paciente el anticuerpo antiidiotipico descrito anteriormente,
fragmentos o versiones modificadas de los mismos.

El procedimiento también se refiere a un procedimiento de inducir apoptosis de células B portadoras de anticuerpos
inhibidores anti-C2 en un paciente de hemofilia con anticuerpos inhibidores contra dominio C2 del FVIII de la
invencion o fragmentos de dichos anticuerpos antiidiotipicos y versiones modificadas de los mismos.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de los anticuerpos antiidiotipicos dirigidos contra inhibidores del FVIII
de la invencién para detectar anticuerpos del FVIII en fluidos corporales.

A lo largo de la descripcion se hace referencia a las siguientes secuencias representadas en el listado de
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secuencias:

SEC ID N° 1: Secuencia de nucleétidos de la regién variable de la cadena pesada de Ac 14C12

SEC ID N° 2: Secuencia de aminoacidos la region variable de la cadena pesada de Ac 14C12

SEC ID N° 3: Secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena ligera de Ac 14C12

SEC ID N° 4: Secuencia de aminoacidos la region variable de la cadena ligera de Ac 14C12

SEC ID N° 5: Secuencia de aminoacidos la regién CDR1 (H1) de la region variable de la cadena pesada de Ac
14C12

SEC ID N° 6: Secuencia de aminoacidos la region CDR2 (H2) de la region variable de la cadena pesada de Ac
14C12

SECID N° 7: Secuencia de aminoacidos la region CDR3 (H3) de la region variable de la cadena pesada de Ac
14C12

SEC ID N° 8: Secuencia de aminodcidos la region CDR1 (L1) de la region variable de la cadena ligera de Ac
14C12

SEC ID N° 9: Secuencia de aminoacidos la region CDR2 (L2) de la regién variable de la cadena ligera de Ac
14C12

SECID N°10:  Secuencia de aminoacidos la regiéon CDR3 (L3) de la regién variable de la cadena ligera de Ac
14C12

Definiciones

Factor VIII, abreviado FVIII, se refiere al factor de coagulaciéon de la sangre glicosilado con un peso molecular de
330 kD y 2332 aminoacidos, que sufre procesamiento proteolitico.

Cadena ligera del FVIII se refiere a la parte procesada proteolitica del FVIII que contiene los dominios A3, C1y C2.

Dominio C2 se refiere a la regién sin los residuos 2173 a 2332 de FVIII Sitio de unién a fosfolipidos (FL) se
refiere a una region en el dominio C2 entre los aminoacidos 2302 y 2332.

Idiotipo se refiere a un Unico determinante antigénico.

Idiotipo se refiere a la coleccion de idiotipos dentro de la regidn variable que confiere sobre una molécula de
inmunoglobulina una individualidad antigénica y que es caracteristico de un anticuerpo concreto en un individuo.

Se dice que un idiotipo corresponde a la imagen interna de un epitopo cuando simula conformacionalmente a un
epitopo antigénico.

El término “Anticuerpo “ (“Ac”), como se usa en el presente documento, se refiere a moléculas intactas de
anticuerpo monoclonal o policlonal, asi como a fragmentos de los mismos, que comprende:

a) las cadenas pesadas vy ligeras (tales como Fab, F(ab)2, F(ab’)2) o cadenas sencillas pesadas o ligeras (p. €.,
dimeros de cadena ligera), que opcionalmente incluyen su regiéon constante (o partes de las mismas) u,
opcionalmente, modificaciones menores (tales como variantes alotipicas) de la region constante; ;

b) partes de los mismos, en particular las partes determinantes de especificidad de los mismos, es decir, las
regiones variables de los anticuerpos.

c) (subpartes de los mismos, en particular las partes hipervariables de los mismos, tales como péptidos,
formados por tiras de aminoacidos que comprenden las seis secuencias de CDR, opcionalmente con
secuencias estructurales, por ejemplo secuencias de hasta aproximadamente 10 aminoacidos en una o mas
CDR.

Opcionalmente, de acuerdo con la presente invencion, los anticuerpos con anticuerpos de tipo IgG, particularmente
IgG1. F(ab')2 se refiere al fragmento de anticuerpo que se obtienen tras la escisién con pepsina que esta en las
cadenas ligeras y las partes de las cadenas pesadas unidas por puentes disulfuro a través de la regién bisagra. El
fragmento Fab se puede obtener del anticuerpo intacto o de F(ab")2 mediante digestién con papaina de la region
bisagra y contiene una cadena ligera y una parte de la cadena pesada. Fragmentos de anticuerpos pueden también
obtenerse mediante sintesis o mediante procedimientos recombinantes descritos en la técnica.

Un “anticuerpo inhibidor” o “inhibidor de FVIII" (Acl), como se usa en el presente documento, se refiere a un
anticuerpo que inhibe la actividad de FVIIl. De acuerdo con la presente invencién, un anticuerpo inhibidor es un
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anticuerpo dirigido contra el dominio C2 del VIII. Anticuerpo inhibidores pueden ser aloanticuerpos contra FVIII
exdgeno o autoanticuerpos. Los anticuerpos inhibidores pueden ser de origen humano o animal. Opcionalmente, un
anticuerpo inhibidor es un anticuerpo inhibidor humano contra el Factor VIII humano.

Anticuerpo antiidiotipico en la presente invencion se refiere a un anticuerpo de segunda generacién (Ac2) que
puede ser policlonal pero que, preferentemente, es monoclonal y dirigido contra la parte variable de los anticuerpos
inhibidores (Acl). Los anticuerpos antiidiotipicos de acuerdo con la presente invencioén tienen, preferentemente, la
capacidad de neutralizar los anticuerpos inhibidores y, opcionalmente, la produccion de Acl. El anticuerpo
antiidiotipico de la presente invencién puede ser de origen humano. El anticuerpo antiidiotipico de la presente
invencién es, preferentemente, monoclonal y, opcionalmente, recombinante.

La “capacidad para neutralizar anticuerpos inhibidores” se refiere a una propiedad de un anticuerpo antiidiotipico
de la presente invencién para bloquear la actividad inhibidora de los inhibidores de FVIII (Acl). Esto se puede
determinar mediante andlisis de la actividad de FVIII en presencia del inhibidor y el Ac antiidiotipico en un ensato, tal
como la prueba cromoégena del Factor VIII como describen Jacquemin y col., (1998) Blood 92, 494-506. Regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) en la presente invencion se refieren a las secuencias de
aminoacidos hipervariables dentro de las regiones variables del anticuerpo que interaccionan con el epitopo del
antigeno. En la presente invencion, las regiones CDR son las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de las cadenas ligera
(VL) y pesada (VH) variables, respectivamente (L1, L2, L3 y H1, H2, H3 respectivamente) de un anticuerpo
antiidiotipico dirigido contra un anticuerpo inhibidor anti-dominio C2. Una realizacion especifica se refiere a las
correspondientes regiones en el anticuerpo antiidiotipico 14C12.

“Anticuerpo humanizado”, como se usa en el presente documento, se refiere a moléculas de anticuerpo no
humano en las que los aminoacidos han sido sustituidos en las regiones de unién no antigénica con el fin de simular
mas estrechamente un anticuerpo humano.

Un “anticuerpo humano reconfigurado” o un “anticuerpo hibrido humano”, como se usa en el presente
documento, se refiere a un anticuerpo humano en el que los aminoacidos en las regiones de unién al antigeno se
han sustituido con secuencias de acuerdo con la presente invencion, por ejemplo CDR u otras partes de regiones
variables que se han obtenido del repertorio de anticuerpos humanos.

Comparaciones de secuencia. Se han disefiado comparaciones de secuencias de proteinas o nucledtidos en
términos de identidad de secuencia o de similitud de secuencia. Cuando de acuerdo con la presente invencién se
realizan comparaciones entre las secuencias de aminoacidos de dos regiones VH o de dos regiones VL, o se
realizan comparaciones entre dos secuencias de nucle6tidos que codifican regiones CDR, el nivel de identidad o
similitud de secuencia entre dos secuencias puede incluir tener al menos 70%, preferentemente al menos 80%, mas
preferentemente al menos 90%, incluso mas preferentemente al menos 95% y, mas preferentemente, al menos 99%
de identidad o similitud de secuencia entre dos secuencias.

Secuencias de nucleétidos o de aminoacidos que son “idénticas” significa que cuando se alinean dos secuencias, el
porcentaje de identidad de secuencia, es decir el nimero de posiciones con nucledtidos o aminoacidos idénticos
dividido por el nimero de los nucleétidos o aminoacidos (cuando son de longitud diferente, el mas corto) de las
secuencias es superior al 70%, preferentemente al menos 80%, incluso méas preferentemente al menos 90%, mas
preferentemente al menos 95-99%, mas especificamente es 100%. La alineacion de dos secuencias de nucle6tidos
se realiza mediante el algoritmo, tal como describen Wilbur y Lipmann (1983, Proc Natf Acad Sci USA 80:726)
usando un tamafio de margen de 20 nucle6tidos, una longitud de texto de 4 nucleétidos y una penalizacion por
hueco de 4.

Dos aminoacidos se consideran “similares” si pertenecen a uno de los grupos siguientes GASTCP; VILM; YWF;
DEQN; KHR. Asi, las secuencias que son similares significa que cuando se alinean las dos secuencias de proteinas,
el porcentaje de similitud de secuencia, es decir el nUmero de posiciones con nucleétidos o amino&cidos idénticos o
similares dividido por el nimero de nucleétidos o aminoacidos (cuando son de longitud diferente, el mas corto) de las
secuencias es superior al 70%, preferentemente al menos 80%, incluso méas preferentemente al menos 90% y mas
preferentemente al menos 95-99%, més especificamente es 100%.

Las secuencias de nucledtidos se consideran “similares” si codifican secuencias de aminoacidos similares o
idénticas (Es decir, entre dos secuencias de nucleétidos que codifican proteinas idénticas, la variacion esta entre los
limites de la degeneracion del cddigo genético). “modificado” indica cualquier molécula proteica (o polipéptido) en la
que uno o una serie de aminodcidos han sido sustituidos por cualquier otro residuo aminoéacido o eliminados. Dicha
sustitucion o delecién de aminoacido puede localizarse en cualquier lugar en la molécula proteica. También indica
las moléculas proteicas en las que se han sustituido y/o eliminado residuos aminoacido en mas de un lugar. En el
ultimo caso, se puede considerar cualquier combinacion de sustitucion o delecion. También se refiere a
polimorfismos (es decir, la aparicion regular y simultdnea en una Unica poblacion cruzada de dos o mas alelos de un
gen, en la que la frecuencia de los alelos méas raros es mayor, normalmente mayor que 1%, que se puede explicar
por mutacion recurrente sola).
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Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se describird con referencia a ciertas realizaciones y a ciertas figuras, pero la presente
invencién no estéa limitada por ellos sino s6lo por las reivindicaciones.

La presente invencion se refiere a anticuerpos antiidiotipicos contra anticuerpos inhibidores del Factor VIII humano.
Los anticuerpos inhibidores contra el FVIII se desarrollan con mayor frecuencia en hemofilicos, en los que la
incidencia de desarrollar un inhibidor es 15-20%. Particularmente, los hemofilicos muy expuestos a concentrados de
FVIII, tales como pacientes jovenes o pacientes con un defecto genético que tiene como resultado la ausencia de
sintesis y/o secrecién de la proteina FVIII (hemofilia congénita) estan en riesgo alto de desarrollar inhibidores de
FVIIl. No obstante, también se producen anticuerpos inhibidores en pacientes en el contexto de trastornos
autoinmunitarios, neoplasias malignas (tales como trastornos linfoproliferativos, linfomas y tumores sdélidos),
reacciones farmacolégicas (p. ej., penicilina, cloranfenicol, fenitoina), durante el embarazo y el posparto.
Excepcionalmente, la presencia de anticuerpos inhibidores puede ser idiopatica (p. €j., en pacientes ancianos). No
obstante, normalmente, la presencia de anticuerpos inhibidores se asocia con sintomas tal como facil formacion de
hematomas y hemorragias incontroladas. Normalmente, a esto se le denomina hemofilia adquirida. Por tanto, la
presente invencion se refiere a composiciones para usar en el tratamiento o prevencion de cualquier afeccion
asociada con la presencia de anticuerpos inhibidores o caracterizada por ella. La presencia de anticuerpos
inhibidores en un paciente se puede determinar mediante diferentes procedimientos, incluida la cuantificacion de la
actividad anti-FVIIl, ELISA para inhibidores de FVIII y purificacién usando cromatografia e inmunoadsorcion (cada
uno de estos procedimientos se ha descrito en Algiman et al (1992), en lo que antecede).

La presente invencion se refiere a anticuerpos antiidiotipicos capaces de neutralizar el efecto inhibidor de los
inhibidores del FVIIl. La inhibicién del FVIII por los anticuerpos inhibidores se puede producir, por ejemplo,
reduciendo la velocidad a la que el FVIIl se activa uniéndose a un sitio de escision proteolitica o induciendo un
cambio conformacional 3D en el FVIII de modo que sea menos susceptible a protedlisis. La inhibicion también se
puede producir cuando los anticuerpos interfieren en la unién de FVIIl a FIX y FC.

La presente invencion se refiere a anticuerpos antiidiotipicos contra anticuerpos inhibidores del Factor VIII humano
dirigidos contra el dominio C2 de FVIII neutralizando en al menos un 50% la inhibicién de la actividad procoagulante
de FVIII de anticuerpos inhibidores dirigidos contra el dominio C2 de FVIIl. La inhibicion de la actividad
procoagulante se puede medir mediante la prueba de cromoégeno del Factor VI, como se ha descrito en el presente
documento. De acuerdo con un aspecto concreto de la presente invencion, los anticuerpos antiidiotipicos estan
dirigidos contra anticuerpos inhibidores, tales como el anticuerpo monoclonal BO2C11 (anticuerpo 1gG4 kappa
derivado del repertorio natural de un paciente con inhibidor, Jacquemin MG, y col., 1998, Blood 92: 496506) u otros
anticuerpos con propiedades de union a C2 similares. Mas particularmente, los anticuerpos antiidiotipicos estéan
dirigidos contra inhibidores del FVIII, de los que los dominios VH estan codificados por el segmento génico de VH de
DP5 derivado de la familia génica VH1. Dichos y otros anticuerpos inhibidores se pueden obtener de seres humanos
(Es decir, del suero de pacientes que tienen anticuerpos inhibidores) o pueden obtener de ratones, cobayas,
caballos, cabras, primates no humanos y otros mamiferos mediante inmunizaciéon con FVIII, o fragmentos del
mismo, mas particularmente con un fragmento que comprende todo o parte del dominio C2.

La presente invencion se refiere a anticuerpos antiidiotipicos contra anticuerpos inhibidores del Factor VIII humano
dirigidos contra el dominio C2 de FVIII capaces de neutralizar en al menos un 50% la inhibicion de la actividad
procoagulante de FVIII, pero que no inhiben interfieren en la actividad fisiolégica de FVIII, mas particularmente la
union de FVIII a vWWF o FL. En el presente documento se describen procedimientos para identificar la influencia de
un anticuerpo antiidiotipico sobre la capacidad del FVIII para unirse a VWF y/o a PL. Estos se pueden usar para la
seleccidn de anticuerpos antiidiotipicos que no interaccionan con la unién de FVIIl a vWF o a PL, de acuerdo con la
presente invencion.

Procedimientos adicionales para analizar mas el desarrollo de anticuerpos antiidiotipicos que no interfieran con la
unién de FVIII a vWF o a PL incluyen ,entre otros, a) usar como inmunégeno en el desarrollo de anticuerpos
antiidiotipicos un anticuerpo inhibidor que se ha generado contra un FVIII modificado, que no comprende el dominio
de union a FL ((Pratt y col., anteriormente) o regiones importantes para la unién de Vd. (Jacquemin y col., 2003, J
Thromb Haemost 1:456-463); b) usar como inmundégeno un anticuerpo inhibidor del que se han eliminado el(los)
idiotipo(s) que reconocen el sitio de unién a FL o las regiones importantes para la union de vVWF y FVIII, ¢) analizar la
similitud entre el sitio de unidén al antigeno del anticuerpo antiidiotipico obtenido y el dominio C2 del FVIII, e i)
seleccionar anticuerpos antiidiotipicos en funcién del hecho de que la correspondencia entre el idiotipo del
anticuerpo antiidiotipico y el FVIII no incluye el sitio de unién a PL o las regiones importantes para la uniéon de vWF y
FVIII o ii) eliminacién de dichas regiones dentro del idiotipo del anticuerpo antiidiotipico que corresponde al sitio de
unién a FL de C2 o las regiones para la union de vWF a FVIII. Tras cada uno de estos procedimientos de seleccion,
se deberan tomar precauciones para que los anticuerpos antiidiotipicos seleccionados o modificados conserven su
capacidad para neutralizar los anticuerpos inhibidores.

De acuerdo con la presente invencion, los anticuerpos antiidiotipicos monoclonales pueden ser de origen humano o
animal. De acuerdo con esto, los anticuerpos antiidiotipicos monoclonales se pueden obtener de diferentes formas.
Las células productoras de anticuerpos antiidiotipicos se pueden obtener de linfocitos de sangre periférica de
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pacientes (p. ej. de hemofilia) con anticuerpos anti-FVIII o de individuos sanos. Estas se pueden inmortalizar usando
técnicas estandar y se pueden seleccionar sobre la base de la capacidad de los anticuerpos antiidiotipicos para
neutralizar los anticuerpos inhibidores y, opcionalmente, en ausencia de interaccion del anticuerpos antiidiotipico con
la union de FVIIl a FL y vVWF. Opcionalmente, los anticuerpos monoclonales producidos por cada una de estas
lineas celulares se pueden secuenciar para la identificacion de idiotipos relevantes y la seleccién en base a ellos, tal
como se ha descrito con anterioridad.

Como alternativa, los anticuerpos antiidiotipicos de la presente invencion se pueden producir con el fin de
inmunizaciéon de animales, tales como ratones, inyectando anticuerpos inhibidores de FVIII (tal como el anticuerpo
inhibidor BO2C11 dirigido contra el dominio C2 de FVIII) en ratones y, después, fusionando los linfocitos de bazo con
una linea celular de mieloma de ratén, seguido de identificacién y clonacién de los cultivos celulares que producen
anticuerpos antiidiotipicos dirigidos contra los anticuerpos inhibidores del factor VIII.

Asi, la presente invencion proporciona también lineas celulares que producen anticuerpos monoclonales que son
reactivos contra los inhibidores de FVIII, producidos como se ha descrito anteriormente. Estas lineas celulares
pueden ser células inmortalizadas de origen humano, opcionalmente pueden originarse del paciente que se va a
tratar. Como alternativa, las células inmortalizadas pueden ser de origen animal (particularmente de roedores). Una
realizacién concreta de la presente invencion es proporcionada por la linea celular depositada 14C12, nimero de
registro 5878CB, que produce el anticuerpo antiidiotipico 12C12.

Opcionalmente, los anticuerpos monoclonales producidos en animales se pueden humanizar, por ejemplo asociando
la regién determinante de complementariedad (CDR) de la unién del anticuerpo monoclonal no humano con regiones
estructurales humanas, en particular la regiéon constante C del gen humano, tal como divulgan Jones y col., en
Nature (1986) 321: 522 o Riechmann en Nature (1988) 332: 323.

Como alternativa, los anticuerpos antiidiotipicos se pueden obtener de suero humano o animal mediante purificacion
de afinidad en anticuerpos anti-FVIII (ellos mismos se pueden identificar mediante inmunoadsorciéon sobre FVIII
insolubilizado (como queda demostrado por Algiman 1994, y Gilles 1994, anteriormente). Opcionalmente, el dominio
C2 se puede usar por purificacién por afinidad, con el fin de estimular la seleccion de anticuerpos anti-C2
(inhibidores).

Una realizacion concreta de la presente invencién es proporcionada por el anticuerpo monoclonal antiidiotipico
14C12 y los anticuerpos que incluyen fragmentos de anticuerpo derivados de los mismos. La presente invencién se
refiere a un anticuerpo antiidiotipico que comprende las secuencias de las regiones CDR tal como se identifica en
las SEC ID N°5 a 10.

La presente invencién también proporciona fragmentos de cualquiera de los anticuerpos antiidiotipicos anteriores
contra anticuerpos inhibidores dirigidos contra el dominio C2 de FVIII, incluyendo dichos fragmentos Fab, Fab', F
(ab") 2, CDR, dominios de variable sencilla asi como versiones modificadas de los mismos y combinaciones de estos
fragmentos y modificaciones.

Mas particularmente, la presente invencion proporciona fragmentos y versiones modificadas de los anticuerpos
antiidiotipicos de la presente invencién, en particular fragmentos que comprenden regiones determinantes de la
complementariedad (“CDR”) de los anticuerpos antiidiotipicos monoclonales, obtenidos como se ha descrito
anteriormente, asi como versiones modificadas de los mismos. Por ejemplo, la invencién proporciona fragmentos de
unioén a antigeno Fab, Fab'y F (ab’)2 generados mediante digestion proteolitica de dichos anticuerpos monoclonales
usando procedimientos bien conocidos en la técnica, tal como describen Stanworth y col., Handbook of Experimental
Immunology (1978), vol. 1 capitulo 8 (Blackwell Scientific Publications). Dichos fragmentos o secuencias artificiales
que contienen el sitio de unién al anticuerpo, pueden haber perdido o no una serie de propiedades del anticuerpo
parental, tales como activacién del complemento o la capacidad para unirse a receptores fe gamma, aunque sin
perder su capacidad para inhibir los anticuerpos inhibidores contra el FVIII. La presente invencién también incluye
fragmentos del dominio variable de cadena sencilla (scFv), fragmentos del dominio variable de cadena sencilla de
los anticuerpos y combinacion de estos fragmentos y de los fragmentos mencionados con anterioridad. Los
anticuerpos en los que las respectivas secuencias de CDR son diferentes en una rama en comparacion con la otra
rama del anticuerpo también entran dentro del alcance de la invencién.

La presente invencion proporciona ademas anticuerpos monoclonales reconfigurados o anticuerpos monoclonales
hibridos humanos contra los anticuerpos inhibidores de FVIII dirigidos contra el dominio C2 de FVIII obtenido de los
anticuerpos antiidiotipicos monoclonales y los descritos anteriormente, Por anticuerpos monoclonales hibridos
humanos se quiere decir un anticuerpo hibrido construido a partir de un anticuerpo humano y a partir de regiones
variables de acuerdo con la presente invencion. La presente invencién también proporciona partes variables de
cadena sencilla solubles o fijadas a la membrana de los anticuerpos monoclonales anteriores. Estas se pueden
obtener en base a procedimientos descritos en la técnica, un ejemplo de los cuales se proporciona en el presente
documento. Las secuencias de ADN de las partes variables de las cadenas pesadas y ligeras humanas se
amplifican en reacciones distintas y se clonan. Por ejemplo, una secuencia ligadora de quince acidos nucleicos (Gly4
Ser) 3 se inserta entre VH y VL mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de dos etapas segun
Dieffenbach y Dveksler, "PCR Primer, a laboratory manual" (1995), Cold Spring Harbour Press, Plainview, NY, USA.
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A continuacién, el fragmento resultante se inserta en un vector adecuado para la expresion del fragmento variable de
cadena sencilla (scFv) como polipéptido soluble o de expresion en fagos. Esto se puede conseguir mediante
procedimientos bien conocidos para los expertos en la técnica, tal como describen Gilliland y col., 1996, Tissue
Antigens 47: 1-20. En el presente documento se divulgan ligandos que comprenden péptidos representativos de las
regiones hipervariables de un anticuerpo monoclonal, que se pueden obtener mediante sintesis usando un
sintetizador de Applied Biosystem, por ejemplo un sintetizador de polipéptidos tal como el modelo 9050 disponible en
Milligen (EE.UU.) o un modelo de una tecnologia relacionada que, solas o en combinaciéon con otras regiones
hipervariables similares ejerceran propiedades similares a las del anticuerpo parental. Mediante la tecnologia de
ADN recombinante se pueden generar fragmentos y péptidos. Se pueden fabricar péptidos de secuencias con una
longitud de hasta 100 aminoéacidos, tales como sintesis de BOC (terc-butoxicarbonilo) o FMOC (9-
fluorenilmetoxicarbonilo) Mediante sintesis de péptidos sintéticos y otras técnicas conocidas en la materia.
Opcionalmente, los grupos amino y carboxi se pueden modificad quimicamente con el fin de aumentar la estabilidad
y duracion del péptido (p. €j., formilacion, acetilacién). Como alternativa, el péptido puede estar unido de forma
covalente o no covalente a un transportador.

De acuerdo con la presente invencion, anticuerpos antiidiotipicos para usar en el tratamiento de pacientes que
presentan inhibidores del FVIII se obtienen de forma 6ptima mediante el procedimiento siguiente:

a) aislamiento de anticuerpos humanos dirigidos contra el FVIII de un paciente que sufre de inhibidores de FVIII.

b) seleccion de los anticuerpos obtenidos en (a) de un anticuerpo inhibidor de la actividad coagulante de FVIII
en base a su uniéon a C2

¢) inmunizacién de u animal con los anticuerpos seleccionados en (b) o la parte de reconocimiento antigénico de
los mismos (preferentemente al menos VH y/o VL)

d) opcionalmente, clonacion de los anticuerpos producidos en el animal en (c)

e) seleccion de un anticuerpo antiidiotipico en base a 1) su capacidad para neutralizar la actividad inhibidora de
los inhibidores de FVIII, 2) el hecho de que no interfiere en la unién de FVIII a vWF o FL.

f) opcionalmente, obtencién de una versibn humanizada, o un fragmento de anticuerpo del anticuerpo
antiidiotipico seleccionado en (e).

La presente invencidn proporciona ademas una composicién farmacéutica para la prevencion o tratamiento de
hemorragias en un paciente con hemofilia que tiene anticuerpos inhibidores frente al dominio C2 del FVIII en seres
humanos, que comprende, como principio activo, el anticuerpo antiidiotipico monoclonal y fragmentos y versiones
modificadas como las descritas anteriormente en el presente documento, en mezcal con un transportador
farmacéuticamente aceptable. Mas preferentemente, dicho anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monoclonal, o
un fragmento, version modificada obtenibles de la linea celular 14C12 depositada en las Colecciones Coordinadas
Belgas de Microorganismos, nimero de registro LMBP 5878CB Un ligando de acuerdo con la presente invencion
puede incluir también un polipéptido sintético de potencia equivalente. La composicion farmacéutica de la presente
invencién deberia comprender una cantidad terapéuticamente eficaz del ingrediente citado anteriormente, tal como
se indica a continuacion en el presente documento en relacidn con el procedimiento de tratamiento o prevencion.

Transportadores farmacéuticos adecuados para uso en las composiciones farmacéuticas de la presente invencién
se describen en, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences 16 ed. (1980) y su formulacién es bien
conocida para los expertos en la técnica Incluyen todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos (p. €j., fenol, acido sérbico, clorobutanol), agentes isotonicos
(tales como azucares o cloruro sédico) y similares. Pueden incluirse ingredientes adicionales con el fin de controlar
la duracién de la accidn del ingrediente activo del anticuerpo monoclonal en la composicion.

Asi, se pueden conseguir composiciones de liberacion controlada seleccionando los transportadores poliméricos
adecuados, tales como poliésteres, poliaminoacidos, polivinilpirrolidona, copolimeros de etileno-acetato de vinilo,
metilcelulosa, carboximetilcelulosa, sulfato de protamina y similares. La velocidad de la liberacion del farmaco y la
duracion de la accion también se pueden controlar incorporando el principio activo del anticuerpo monoclonal en
particulas, por ejemplo microcdpsulas, de una sustancia polimérica, tales como hidrogeles, acido polilactico,
hidroximetilcelulosa, metacrilato de polimetilo y los otros polimeros descritos con anterioridad. Dichos
procedimientos incluyen sistemas de liberacion de farmaco coloidal, como liposomas, microesferas,
microemulsiones, nanoparticulas, nanocapsulas etc. Dependiendo de la via de administracion, la composicion
farmacéutica que comprende el principio activo puede requerir recubrimientos protectores. La forma farmacéutica
adecuada para uso inyectable incluye soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de los mismos. Asi, transportadores tipicos incluyen tampones acuosos biocompatibles,
etanol, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y mezclas de los mismos.

La presente invencion también proporciona el uso como medicamento de un anticuerpo antiidiotipico monoclonal
contra los anticuerpos inhibidores contra el FVIII dirigidos contra el dominio C2 de FVIII, tal como se ha descrito en el
presente documento. Mas preferentemente, el medicamento usado en la presente invencién es un medio adecuado
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para reducir y/o prevenir y/o tratar hemorragias en un paciente hemofilico con anticuerpos inhibidores contra el
dominio C2 de FVIII. Dicho ligando se puede proporcionar a un paciente por cualquier medio bien conocido en la
técnica, por ejemplo por via intravenosa, intraarterial, parenteral o mediante cateterizacion.

Asi, la presente invencién proporciona composiciones para uso en un procedimiento de tratamiento y/o prevencion
para prevenir y/o tratar y/o reducir la hemorragia en un paciente, mas particularmente en un paciente de hemofilia
gue tiene anticuerpos inhibidores contra el dominio C2 de FVIIl en un mamifero, preferentemente un ser humano,
gue comprende administrar a un mamifero que necesite dicho tratamiento o prevencion o atenuacién una cantidad
terapéuticamente eficaz de un ligando como se ha divulgado anteriormente en tal el presente documento.
Preferentemente, dicho ligando es un anticuerpo monoclonal obtenible de la linea celular 14C12 o un fragmento de
union a antigeno Fab, Fab’ o F(ab’)2, o un péptido que comprende las seis regiones determinantes de
complementariedad (CDR), una parte variable de cadena sencilla unida a la membrana (scFv), un dominio variable
sencillo o una version modificada o combinacion de cualquiera de estos elementos. Opcionalmente, dicho
procedimiento de tratamiento se combina con la administracion al paciente de FVIII.

Una cantidad terapéuticamente eficaz como se usa en tal el presente documento significa de aproximadamente 1
microgramo a aproximadamente 10 microgramos por kilogramo de peso corporal, mas preferentemente de
aproximadamente 10 microgramos a aproximadamente 1 miligramo por kilogramo de peso corporal del mamifero
gque se va a tratar. Se apreciara que, en vista de la prolongada semivida de la mayoria de anticuerpos IgG, los
ligandos de la presente invencién que son anticuerpos monoclonales de dicha clase disfrutaran de una periodicidad
del tratamiento que participa en la comodidad del paciente.

Los pacientes de hemofilia A con inhibidor producen con frecuencia anticuerpos contra el dominio C2 de FVIII. Los
ligandos de la presente invencion, tal como el anticuerpo producido por la linea celular 14C12, son, por tanto, Utiles
para e tratamiento de dichos pacientes, en situaciones de emergencia, como, por ejemplo, antes de un
procedimiento quirdrgico, o como tratamiento mas prolongado en el que el Ac 14C12 puede inducid apoptosis de las
células B portadoras de los correspondientes anticuerpos anti-C2.

Los ligandos de la presente invencion, tal como el anticuerpo antiidiotipico AC 14C12 de la linea celular 14C12,
tienen la capacidad para neutralizar en un ensayo de coagulacion funcional en la menos 50%, preferentemente al
menos 70 %, mas preferentemente en al menos 80 % y mas preferentemente en al menos 90%, las propiedades
inhibidoras de FVIII de los anticuerpos inhibidores contra el dominio C2 de FVIII.

El lector experto en la técnica entenderd que se pueden concebir varias variantes del Ac 14C12 a partir del
conocimiento de la secuencia del AC 14C12 y de la estructura cristalina del fragmento Fab de BO2C11 en
combinacién con el dominio C2. Asi, se pueden introducir mutaciones puntuales en la region VH del Ac 14C12 para
reforzar la imagen interna de C2, reforzando de este modo la capacidad inhibidora del Ac 14C12 sobre la unién a C2
del BO2C11 y similares. Como alternativa, la secuencia se puede alterar de tal modo que se aumente el nimero de
residuos de contacto entre BO2C11 y el Ac 14C12, con o sin mantenimiento de la imagen interna de C2. Un aspecto
concreto de este enfoque es derivar un anticuerpo mutante contra 14C12 que contendria residuos de contacto que
reconocen aminoacidos incluidos en las regiones estructurales de BO2C11. Esto ultimo pertenece a los segmentos
génicos de la subfamilia de la cadena pesada de DP5 (Jacquemin MG et al en (1998) Blood 92: 496) como otros
anticuerpos con propiedades de union a C2 similares. Dado que la frecuencia de los miembros de la familia DP5 es
muy baja en el repertorio humano, la neutralizacion de toda la subfamilia DP5 se puede conseguir usando el Ac
14C12, de modo que se neutralizan todos los anticuerpos inhibidores de los que los dominios VH estan codificados
por el segmento génico DP5 VH derivado de la familia de genes Vh1 (Jacquemin et al (1998) citado anteriormente;
Van den Brink y col., en (2000) Blood 99, 2828-2834.

De acuerdo con los conocimientos generales de un experto en la técnica, se pueden preparar varios péptidos
sintéticos a partir del anticuerpo 14C12. Uno o mas de ellos, solos 0 en combinacién, se puede usar para neutralizar
anticuerpos similares a BO2C11 in vivo. Dichos péptidos derivan de regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) de la cadena pesada del Ac 14C12 y estan representados por los péptidos con una
secuencia de aminoacidos GYTFTSSVMHWL [SEC ID N° 5), GYINPYNDGTKYNEKFTA [SEC ID N° 6] y
SGGLLRGYWYFDV [SEC ID N° 7]. Como alternativa, estos péptidos derivan de regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) de la cadena ligera del Ac 14C12 y estan representados por los péptidos con una
secuencia de aminoacidos RASQDITNTLH [SEC ID N° 8), YVSQSIS [SEC ID N° 9] y QQSTSWPYT [SEC ID N° 10].
Asi, péptidos sintéticos derivados de regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de Ac 14C12 se usan
para infundir a los pacientes anticuerpos inhibidores contra el dominio C2 de FVIII antes de la cirugia, Los péptidos
se combinan con anticuerpos inhibidores y neutralizan sus capacidades inhibidoras. Como alternativa, un polipéptido
recombinante se elabora combinando la secuencia de diferentes CDR con las secuencias polipeptidicas ligadoras
adecuadas, para mantener una conformacion 3D adecuada. El polipéptido se administra en pacientes antes de un
procedimiento de emergencia como, por ejemplo, una cirugia.

Una aplicacién adicional de los anticuerpos antiidiotipicos de la presente invencion, tal como Ac 14C12, es su uso
para inactivar la produccion de inhibidores de FVIII por el sistema inmunitario. Por ejemplo, los anticuerpos
antiidiotipicos de la presente invencidn se pueden usar para inducir apoptosis de células B portadoras de
anticuerpos anti-C2. Dichas células B, como células de memoria 0 como algunas células productoras de
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anticuerpos, expresan un anticuerpo de superficie equivalente a su forma secretada. La reticulacion de idiotipos en
la superficie de las células B transluce una sefial que conduce a la inhibiciéon de la proliferaciéon o apoptosis de la
célula.

Otra aplicacién de los anticuerpos antiidiotipicos de la presente invencion es su uso en la deteccion y/o purificacion
de inhibidores de FVIII. Los procedimientos de deteccion y purificacion inmunolégicos que se pueden aplicar en el
contexto de la presente invencion se describen extensamente en la técnica.

Los Ejemplos siguientes se pueden entender junto con las figuras adjuntas en las que:

Figura 1: Neutralizacién dependiente de la dosis de la inhibicion de FVIII por BO2C11, neutralizada por Ac 14C12
de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

Figura 2: Resultados de experimentos de reconstitucion en ratones C57BI/6 FVIII-/- de acuerdo con una realizacion
de la presente invencion. El panel A muestra la reconstitucion con el Factor VIII en ausencia o presencia del
inhibidor Ac BO2C11. El panel B muestra la neutralizacién dependiente de la dosis por el Ac 14C12 de BO2C11
mediada por la inhibicién de FVIII. El Ac BO2C11 y Ac 14C12 se preincubaron; tanto en el Panel C como en el B se
administr6 Ac BO2C11 FVIII tras la administracion de Ac 14C12.

Figura 3: Secuencia de nucledtidos y de aminoacidos de la cadenas pesada y ligera del anticuerpo antiidiotipico
14C12. Las regiones CDR se indican bajo la secuencia de aminoacidos.

Figura 4: Neutralizacion de la unién de FVIII a los anticuerpos inhibidores humanos contra el dominio C1 (2E9) vy el
dominio C2 (Bo2c11) por el AcMo antiidiotipico de raton contra un inhibidor del dominio C1 (B6A2C1)

Figura 5: Superposicion del dominio C2 de FVIII (negro) con la regién variable VH del Ac 14C12, en la que las
lineas de color gris oscuro representan el dominio C2 de FVIII y que las lineas de color gris claro representan el
dominio VH de 14C12.

Figura 6: Neutralizacién de la actividad inhibidora de BOC2C11 sobre FVIII tras la adicion de varias concentraciones
del anticuerpo antiidiotipico Ac 14C12. La actividad de FVIII se midi6 en un ensayo cromogénico funcional.

Figura 7: Ausencia de inhibicién de la union de FVIII a fosfolipidos o VWF por el Ac 14C12; se afiadié FVIII a placas
de microtitulacion revestidas con fosfatidilserina (panel A) o un anticuerpo frente a VWF y VWF purificado (panel B).
La capacidad del Ac 14C12 para inhibir la union a FL o a VWF se analizé afiadiendo concentraciones crecientes del
Ac 14C12. Se evalu6 la union residual de FVIII usando un anticuerpo dirigido hacia la cadena pesada.

Figura 8: Influencia del Ac 14C12 sobre el aclaramiento de FVIII de la circulacion; en ratones FVIII-/- C57BI/6 se
inyecté IV FVIIl solo (FVIIl) o Ac 14C12, seguido 15 minutos después por FVIII (VIII + 14C12). La tasa de
aclaramiento de FVIII se evalud avalizando la funcion de FVIIl a 3 y 6 horas.

Figura 9: Union del Ac 14C12 a células B productoras de BO2C11. La linea celular linfoblastoide BO2C11 portadora
del anticuerpo de superficie se incubo con el Ac 14C12 (panel superior) o con un anticuerpo ficticio de la misma
subclase (panel inferior). El desplazamiento hacia la derecha de la curva mostrada en el panel superior indica que el
68% de la linea celular linfoblastoide BO2C11 es reconocido por el Ac 14C12.

Ejemplos
EJEMPLO 1: Generacién de un Ac monoclonal contra el inhibidor FVIII BO2C11.

Para la generacion de anticuerpos antiidiotipicos en ratones se usoé el anticuerpo BO2C11 humano OgG4 kappa
humano especifico del factor VIIl. Las propiedades de BO2C11 se describen en Jacquemin et al (1998) Blood
92,496-506. Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de la region variable de las cadenas ligera y pesada
de BO2C11 se divulgan en la solicitud de patente PCT WO01/04269.

Ratones Balb/c se inmunizaron en la almohadilla de la pata con BO2C11 emulsionado en adyuvante de Freund,
primero completo y después incompleto. Tras 4 de estas inyecciones, los sueros de raton se analizaron en un
sistema ELISA para detectar la presencia de anticuerpos que reconocen BO2C11, pero no otros anticuerpos anti-
FVIlI o anticuerpos no relacionados del mismo isotipo. Esplenocitos de ratones productores de anticuerpos anti-
BO2C11 especificos se condensaron con una linea de células de mieloma para producir clones de células B (Kohler
G y col., en (1978) Eur J Immunol 8 : 82-88.). Estos se expandieron e cultivo y se analizé la especificidad de
BO2C11. Un clon, 14C12, se uni6 de forma efectiva a las placas de poliestireno revestidas con BO2C11.

La linea celular 14C12 se depositdé el 30 de julio de 2001 en la Coleccion Coordinada de Bélgica de
Microorganismos (BCCM), LMBP (colecciéon de plasma, Laboratorium voor Moleculaire Biologie, Universiteit, K.L.
Ledeganckstraat 35, 9000 Gent, Bélgica), con nimero de registro LMBP 5878CB.
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EJEMPLO 2: Propiedades in vitro del anticuerpo antiidiotipico obtenido de la linea celular 14C12.

Las propiedades del anticuerpo antiidiotipico (Ac 14C12) obtenido de la linea celular 14C12 se analizaron en
sistemas de ensayo in vitro. Se demostré que el Ac 14C12 se unia a BO2C11 e inhibia, de forma dependiente de la
dosis, la unién de BO2C11 a su antigeno diana, el dominio C2 del FVIII-. Ademds, también se evalud la capacidad
del Ac 14C12 para neutralizar las propiedades inhibidoras de FVIII del BO2C11 en un ensayo de coagulacion
funcional. El ensayo cromogénico (Faktor VIII chromogen test, Dade Behring, Marburg, Alemania) se basa en la
conversion de un sustrato incoloro que es escindido especificamente por la trombina. El sistema de ensayo contiene
cada reactivo requerido para producir trombina, a excepcion de FVIII. Asi, la intensidad del desarrollo del color en el
tiempo es proporcional a la cantidad de FVIII afiadido al sistema. La adicion de BO2C11 (0,1 pg/ml) inhibe
completamente la conversion dependiente de FVIII (0,3 Ul/ml) del sustrato. Al ensayo cromogénico se afiadio
BO2C11 a una concentracion final de 0,1 pug/ml, que se determiné como la concentracion minima de BO2C11 capaz
de inhibir el 100% de FVIII (0,3 Ul/ml) en el sistema del ensayo. Diferentes concentraciones del Ac 14C12 se
preincubaron con esta cantidad fija de BO2C11 antes de la adicion de FVIII. Después, se aplico la mezcla al ensayo
cromogeénico.

La figura 2 muestra que la adicion de Ac 14C12 al sistema de ensayo neutraliza de un modo dependiente de la dosis
la capacidad inhibidora de BO2C11. Ademas, se obtiene una neutralizacion del 50% a una proporcién molar de 1/1
con BO2C11.

La capacidad del Ac 14C12 para neutralizar los anticuerpos policlonales anti-FVIIl se analiz6 en un ensayo
cromogénico, tal como se ha descrito anteriormente. Con este fin, los anticuerpos policlonales del paciente del que
se obtuvo BO2C11 se afiadieron al sistema como sustituido de BO2C11. En estas condiciones se obtuvo hasta un
60% de neutralizacién tras la adicién de diluciones en serie del Ac 14C12. Se sabe que dicha preparacion de
anticuerpo policlonal contiene una cantidad significativa de anticuerpos dirigidos contra la cadena pesada de FVIII,
es decir, contra epitopos completamente distintos del dominio C2. Asi, se concluy6 que el 60% de la neutralizacién
de la inhibicion observada con los anticuerpos policlonales es una subestimacion de la capacidad del Ac 14C12 para
neutralizar el inhibidor anti-C2.

Ademas, el Ac 14C12 neutralizé significativamente las propiedades inhibidoras de los anticuerpos policlonales de
pacientes no relacionados. Asi, se afiadieron anticuerpos policlonales a diferentes diluciones en un ensayo de
inmunoprecipitaciéon en el que los dominios de FVIII radiomarcados se producen mediante transcripcion/traduccion
combinada usando reticulocitos de conejo (Promega kit, TNT couplet reticulocyte lynate, Madison, EE.UU.). La
cantidad traza de los dominios radiomarcados producida se mezcla con muestras de anticuerpos y proteina A
sefarosa. Las perlas de sefarosa se afiaden a una concentracién a la cual se capturan esencialmente todos los
anticuerpos. Después de centrifugar y lavar, se cuenta la radioactividad en las muestras, que es proporcional a la
presencia de anticuerpos con especificidad por el fragmento de FVIII analizado. Asi, se afiadieron anticuerpos
policlonales de 6 pacientes no relacionados con hemofilia A e inhibidor frente al dominio C2 a una concentracion
definida en un ensato en el que se tradujo el dominio C2. Después, a todas las muestras se afiadié6 Ac 14C12 a
concentraciones crecientes. Tres de las 6 muestras dieron una neutralizacion significativa (aprox. 50%) de las
propiedades inhibidoras de los anticuerpos policlonales, lo que muestra que el Ac 14C12 reconoce un epitopo
expresado habitualmente en anticuerpos anti-C2 humanos.

EJEMPLO 3: Propiedades in vivo del Ac 14C12.

La capacidad del Ac 14C12 para neutralizar la propiedad inhibidora de FVIIl de BO2C11 in vivo se analizé en
ratones FVIII-/- C57BI/6 reconstituidos con FVIII recombinante humano (Singh | y col., en (2002) Blood 99: 3235-
3240).

Dichos ratones se consideran un modelo animal adecuado para la hemofilia A, en cuanto a que no se puede
detectar actividad de FVIII o antigénica, con un fenotipo, por lo contrario, normal (Reipert BM y col., en Thromb
Haemost 2000; 84: 826-32). La administracion de 1 Ul de FVIIl humana en la vena de la cola de ratones FVIII-/-
C57BI/6 tuvo como resultado una concentracion plasmatica de 110 ng/ml tras 10 minutos, es decir £ 60% de la
concentracion normal de FVIII en plasma humano (1 Ul o 192 ng/ml). Cuando se inyecta primero en estos ratones
0,5 ug de BO2C11, la actividad procoagulante d FVIII se inhibe en un 98%. Después, el modelo se usé para
determinar si el Ac 14C12 tenia la capacidad para neutralizar la inhibicién dependiente de BO2C11 de FVIII. Asi,
diferentes concentraciones del Ac 14C12 se mezclaron con una cantidad fija de BO2C11 (0,5 ug) antes de la
inyeccion del complejo en ratones FVIII-/- o directamente se infundieron en los ratones, seguido de 0,5 pg de
BO2C11y 1 Ul de FVIII.

La preadministracion de 0,5 pg de BO2C11 inhibi6 el 98% de la actividad procoagulante de FVIII (Fig. 2A). La
cantidad fija de BO2C11 se preincubd con varias concentraciones de Ac 14C12 (0,1 a 10 ug) y la mezcla se infundié
en ratones FVIII-/-. Se observé una neutralizacion dependiente de la dosis de la inhibicion del FVIII mediada por
BO2C11 (Fig. 2B). El experimento se repitio, pero con administracion secuencial de Ac 14C12, seguido de BO2C11
y FVIII, dando una neutralizacién idéntica dependiente de la dosis mediada por 14C12.

A partir de las Figuras 2A, 2B y 2C se puede ver que el Ac 14C12 neutraliza de un modo dependiente de la dosis las
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propiedades de inhibicibn de BO2C11, confirmando de este modo el potencial del Ac 14C12 como terapia para
pacientes de hemofilia A con inhibidor frente al dominio C2 del FVIIl. Es interesante el hecho de que, como se
muestra en los ensayos in vitro, se obtenia un 50% de neutralizacién a una proporcion equimolar entre BO2C11 y Ac
14C12. Un exceso molar del Ac 14C12 de 3,5 basté para neutralizar completamente BO2C11 y restablecer una
actividad procoagulante normal del FVIII.

EJEMPLO 4: Caracteristica de uniéon del Ac 14C11 a BO2C11

Se llevé a cabo una evaluacion bioquimica exhaustiva del Ac 14C12. El Ac 114C12 se une con afinidad elevada a
BO2C11, con valores de Kon y kot de 10° m™s™ 10->s™ respectivamente, medidas usando un sistema de resonancia
en plasmon superficial. Los dominios VH y VL del Ac 14C12 se secuenciaron mediante procedimientos
convencionales (figura 3). Asi, el Ac 14C12 pertenece a la familia de anticuerpos de cadena pesada 1JV1, con una
cadena ligera kappa. La capacidad del Ac 14C12 para inhibir la unién de BO2C11 al dominio C2 de FVIII urgi6 a los
inventores a comparar la secuencia de los dominios VH y VL del Ac 14C12 con la de C2. Las CDR1 y CDR2 de VH
contienen 6 y 7 residuos de aminoacidos que son idénticos u homélogos al dominio C2, respectivamente. La CDR2
es casi idéntica a la region C2 de V2223-T2237, que contiene un sitio de unién a fosfolipido crucial y una serie de
residuos de contacto para BO2C11. Ademas, en base a la secuencia de las partes variables de BO2C11 (Jacquemin
MG et al en (1998) Blood 92: 496-506) y su estructura cristalina en asociacién con C2 (Spiegel P.C. Jr. et al. en
(2001) Blood 98: 13-19), se identificaron los residuos de contacto sustitutos entre BO2C11 y el Ac 14C12, algunos
de los cuales se localizan dentro de la estructura de las partes variables de BO2C11. En conjunto, estos datos
muestran que la parte variable de la cadena pesada del Ac 14C12 contiene tanto una imagen interna de C2 formada
por 13 residuos aminodcidos idénticos u homdlogos y una serie de residuos de contacto para la parte variable de
BO2C11.

Asi, el Ac 14C12 representa el primer ejemplo de un anticuerpo antiidiotipico dirigido contra el dominio C2 de FVIII,
cuya administracion restablece la actividad de FVIII in vivo en un modelo murino de hemofilia A. Como tal, divulga
una terapia efectiva para pacientes de hemofilia A con inhibidores del FVIII.

Para determinar si otro anticuerpo antiidiotipico contra un inhibidor del dominio C1 del FVIIl, denominado B6A2C1
(Gilles JG et al en (1999) Blood 94, resumen 2048, 460a), puede interferir en la unién de BO2C11 a FVII, se
realizaron diluciones seriadas de este anticuerpo y se analizé su capacidad para inhibir la unién de BO2C11 a placas
de poliestireno revestidas con FVIII. La figura 4 muestra que no se producia inhibicion, lo que indica que B6A2C1 no
expresaba especificidad por BO2C11.

EJEMPLO 5: Anélisis de la homologia entre el Ac 14C12 y el dominio C2 de FVIII

Las propiedades in vitro e in vivo del anticuerpo antiidiotipico (Ac 14C12) descrito en los ejemplos 1 y 2,
respectivamente (véase anteriormente) sugirieron que existe una extensa homologia entre las partes variables del
anticuerpo antiidiotipico y el dominio C2 de FVIII. Se ha obtenido la estructura cristalina del dominio C2 (Pratt K y
col., en (1999) Nature 402: 439-442). Asi, las secuencias de las partes variables de las cadenas pesada y ligera del
Ac 14C12 se alinearon a las del dominio C2.

Se encontré una homologia significativa con la region VH. La Tabla 1 muestra que se encontraron 31 residuos
aminoacidos idénticos o similares. Esto incluyd 13 residuos asociados con regiones CDR, pero agrupadas con
CDR1 (residuos H1-16) y CDR2 (residuos H3-6). Es interesante el hecho de que se observa una contribucion
significativa de los residuos localizados en las regiones estructurales (18 aminoacidos). Ademas, soélo dos residuos
(marcados con un asterisco) de la regién VH mutan con respecto a la secuencia de la linea germinal del Ac 14C12.
Los 31 residuos estan expuestos en la superficie de C2, de acuerdo con la estructura cristalina del dominio C2 (Pratt
Ky col., en (1999) Nature 402: 439-442), asi como en la region VH del Ac 14C12. Una caracteristica importante de
esta alineacion es que indica la implicacion de uno de los dos sitios de unién a fosfolipidos en C2 formado por
Leu2251 y Leu2252 (superficie total de 180A), que corresponde a Leul02 y Leul03 en la CDR3 de la VH del Ac
14C12, mientras que el segundo sitio (Met2199 y Phe2200) no esta representado. En conjunto, estas observaciones
indican que la region VH del Ac 14C12 en la configuracion su linea germinal porta una homologia extendida con el
dominio C2. La figura 5 ilustra la superposicién del dominio C2 con la region VH del Ac 14C12.

Otro aspecto importante de la informacién proporcionada en la Tabla 1 es que los residuos aminoacidos de VH del
Ac 14C12 que imitan los residuos de la superficie del dominio C2 no forman parte de una secuencia continua, sino
que se extienden sobre toda la VH (del residuo S7 al S121). Este hallazgo concuerda con la demostracion de que
los inhibidores del dominio C2 del FVIII se unen a epitopos conformacionales en lugar de a secuenciales (véase, por
ejemplo, la estructura cristalina de BO2C11 y el dominio C2 en Spiegel P y col., (2001) Blood 98: 13-19).

EJEMPLO 6: Determinacion de las regiones de interacciéon entre BO2C11y Ac 14C12

La especificidad de un anticuerpo por un antigeno dado es, en general, dependiente de los residuos localizados en
uno o dos de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR), a menudo localizadas en la region VH. La
unién se produce correspondiente a las condiciones termodinamicas mas favorables (Manivel y col., (2000) Immunity
13:611-620). Tras la posterior exposicion al antigeno, se dice que la respuesta del anticuerpo madura, un proceso
que implica la introduccién aleatoria de mutaciones en las regiones VH y VL. A esto le siguié una seleccién basada
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en la avidez por el antigeno. Asi, la avidez de la unidn de anticuerpos completamente maduros (que son los que se
pueden detectar o aislar del repertorio natural de células B de los pacientes, en este caso frente a FVIII) depende de
las fuerzas colaboradoras producidas por los residuos localizados a lo largo de las regiones VH y VL.

Para determinar si la interaccion entre BO2C11 y el Ac 14C12 dependia de los residuos localizados en un numero
pequefio de regiones pequefias dentro de la region VH o, por el contrario, su dependia de residuos dispersos por la
totalidad de las regiones VH y VL, se realiz6 una alineacion de secuencia entre las regiones VH y VL de BO2C11 y
las regiones VH y VL del Ac 14C12. Los resultados mostrados en la Tabla 2 indican que los residuos extendidos por
las regiones VH y VL de ambos anticuerpos dan lugar a una contribucion significativa a las interacciones mutuas.
Este dato confirma que un modo preferido de obtener anticuerpos antiidiotipicos para administracion en pacientes
con inhibidores de FVIII es usar anticuerpos anti-FVIII completos.

EJEMPLO 7: Neutralizacién de la actividad inhibidora de BO2C11 por fragmentos Fab del Ac 14C12

Se prepararon fragmentos Fab del Ac 14C12 mediante digestion con papaina en perlas de agarosa (Pierce,
Rockford, IL) y se purificaron mediante pasos en una columna de proteina a Sefarosa, segun los procedimientos
bien conocidos para los expertos en la técnica.

Para evaluar la capacidad de los fragmentos Fab del Ac 14C12 para restablecer la funcion de FVIII en presencia del
inhibidor BO2C11, primero los autores determinaron la concentracion de BO2C11 necesaria para inhibir el 80% de la
actividad de FVIII en un ensayo cromogénico funcional (Faktor VIII chromogen test, Dade Behring, Marburg,
Alemania) usando 1 Ul/ml del FVIII recombinante, tal como se describe en el Ejemplo 2 (véase anteriormente). La
cantidad de BO2C11 necesaria para inhibir el 80% de la actividad de FVIII se mezclé con un volumen igual de varias
concentraciones de fragmentos Fab del Ac 14C12. La mezcla se incub6 durante 1 h a 37 °C antes de la adicion de
FVIII recombinante. Tras 1 hora mas de incubacion a 37 °C se recuper6 un alicuota de la mezcla y se afiadié a los
reactivos del ensayo cromogénico. Los experimentos control incluyeron FVIII recombinante incubado solo o con un
Ac de especificidad no relacionada. La Figura 6 muestra que los fragmentos Fab neutralizan el 50% de la actividad
inhibidora de BO2C11 a una proporcion molar de 1/8 entre BO2C11/Fab del Ac 14C12.

EJEMPLO 8: Influencia del Ac 14C12 sobre launion de FVIIlavWFy FL.

El dominio C2 del FVIII contiene el sitio de unién para fosfolipidos (FL) y los principales sitios de union para el factor
von Willebrand (VWF). La unién a los FL es esencial para la actividad fisioldgica de FVIII, es decir la formacion del
completo de tenasa con FIX y FX. El vVWF actla como proteina chaperona, protegiendo al FVIII de la degradacién
precoz y su aclaramiento.

La capacidad del Ac 14C12 para inhibir la unién de FVIII a FL o a VWF se investig6 del siguiente modo. Placas de
microtitulacion se revistieron con un anticuerpo anti-vWF, seguido de VWF purificado tal como se ha descrito en
otros lugares (Jacquemin My col., (1998) Blood 95: 156-163). Se prepararon diluciones del AC 14C12 (de 100 a 0,3
ug/ml) y un alicuota de cada dilucién se afiadi6 a las placas revestidas con VWF, seguido de la adicién de FVII a una
concentracion final de 1 Ul/ml. Las placas se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. La union de FVIII a
las placas revestidas con VWF se detecté mediante la adicién de 2 pg/ml de Acmol5 marcado con biotina (un
anticuerpo anti-FVIII que reconoce un sitio distante del FVIII localizado en la cadena pesada), seguido de avidina-
peroxidasa y un sustrato especifico. Para evaluar la union de FVIII a PL, las placas se revistieron con fosfatidilserina
diluida a 10 pg/ml en metanol y el ensayo se realiz6 como para las placas revestidas con VWF.

No se observo inhibicién de la union de FVIII (y, por tanto, del dominio C2) a VWF o FL (Figura 7). Un experimento
control en el que se sustituydé Ac 14C12 por BO2C11 mostré inhibiciébn completa de la unién de FVIII a placas
revestidas tanto con VWF como con FL (datos no mostrados; véase la Figura 3 en Jacquemin My col., (1998) Blood
95: 156-163). Asi, se concluye que la extensa homologia entre el dominio C2 y la VH del Ac 14C12 no es suficiente
para interferir en la union de FVIIl a FL y/o VWF. Asi, la administracion del Ac 14C12 o de uno de sus derivados,
como modo de terapia para pacientes que tiene inhibidores del dominio C2 no deberia tener como resultado una
inhibicion indeseada de las propiedades funcionales de FVIIL.

EJEMPLO 9: Influencia del Ac 14C12 sobre el aclaramiento de FVIII

El aclaramiento del FVIII de la circulacion se debe, al menos en parte a la unién del dominio C2 al receptor LRP
(Saenko y col., (1999) J Biol Chern 274: 37685-37692; Lenting y col., (1999) J Biol Chern 274: 23734-23739) y, por
tanto, se podria reducir por la accién del Ac 14C12. Esto se analizé en ratones FVIII-/- C57BL/6 reconstituidos
mediante inyeccion en la cola de 1 Ul de FVIII recombinante humano. Los célculos previos han demostrado que la
t1/2 media del FVIII humano en este modelo fue de 165 minutos. Para garantizar que el Ac 14C12 no modificaba el
aclaramiento del FVIII, se inyect6 en ratones C57BL/6 FVIII-/- 10 pg/ml de Ac 14C12 o de un anticuerpo monoclonal
de tipo 1gG2a de especificidad no relacionada, seguido 15 minutos después de una inyeccién IV de 1 Ul de FVIII
recombinante. Las muestras de sangre se recogieron mediante venopuncion tras 3 y 6 horas. La actividad residual
de FVIII se evalu6 usando un ensayo cromogénico funcional (Faktor VIII chromogen test, Dade Behring, Marburg,
Alemania). No se observd una diferencia significativa en la t112 del FVIII en presencia del Ac 14C12, como se
muestra el la Figura 8. La administracion del Ac 14C12, o de uno de sus derivados, como modo de terapia para
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pacientes que tienen inhibidores del dominio C2, no deberia tener como alterar el aclaramiento fisiolégico de FVIII.
EJEMPLO 10: Unién de Ac 14C12 alalinea de células B productoras de BO2C11.

Se puede usar Ac 14C12 dirigido a células B de memoria y algunas lineas de células B productoras de anticuerpos
que inhiben la funcién de FVIII. Dichos linfocitos B se expresan en la superficie de una molécula de anticuerpo con
regiones variables idénticas a las de la forma secretada del anticuerpo. La unién del Ac 14C12 a sus células diana
se puede usar para transmitir una sefial que daria lugar a la muerte celular, o apoptosis, de modo que purga el
sistema inmunitario de células productoras de inhibidores anti-FVIII de un modo exquisitamente especifico.

La linea de células B productoras de BO2C11 (Jacquemin My col., (1998) Blood 95: 156-163) produce el anticuerpo
BO2C11 soluble y expresa las partes variables del anticuerpo sobre su superficie. Para determinar si el Ac 14C12
podria unirse a la superficie celular, la linea celular BO2C11 se lavd en un tampén que contenia 0,5% de
seroalbumina bovina y EDTA 2 nM, se centrifug6 a 400 g durante 5 minutos y se resuspendié en el mismo tampén a
una concentracion de 5 x 10° células en 100 pl. Los anticuerpos, bien el Ac 14C12 o un anticuerpo de tipo 1gG2a
ficticio, se afiaden después a la suspension celular, usando dos concentraciones diferentes, bien 1 o bien 10 pug/ml.
Las mezclas se incuban durante 20 minutos en hielo, se lavan mediante centrifugacién y resuspension en tampon,
tal como se ha descrito anteriormente. Un anticuerpo IgG anti-raton acoplado a FITC se afiade después a cada
suspensién celular a una concentracién final de 1 pg/ml durante una incubacion adicional en hielo durante 20
minutos. Por ultimo, las suspensiones celulares se lavan mediante centrifugacién y resuspension en tampon como
se ha indicado anteriormente. La suspension final se efectué para obtener una concentracion celular de 1 x 10° en
500 ul para contar en un clasificador celular activado por fluorescencia.

La Figura 9 muestra que, tras la incubacion con Ac 14C12, la linea celular BO2C11 se marcé especificamente con el
Ac 14C12, con el 68% de las células positivas para el anticuerpo mientras que un anticuerpo ficticio de la misma
subclase no mostré ninguna reactividad.

Asi, el Ac 14C12 se puede usar como reactivo especifico de las células diana productoras de anticuerpos idénticos o
similares a BO2C11, proporcionando de este modo un procedimiento para la induccion de la apoptosis en un
contexto altamente especifico.

Tabla 1
VH 14C12 | I dominio C2
FW1 87 = 82175
P9 = PAT7
Vi2 x M2180
P14 =+ 82182
Al = A2184
CDRI A4 = A%
— 825 = 82193
G26 - 3 82194
YZ = Y295
F29 = FI9%e
T0 = TA97@
Fu2 W36 = W2203
K0 = K207
043 + 12210
145 = 12212
W17+ G214
COR2 056+ V22030
W3 877 = P2226
MSI = L2230
*E82 + 02231
L83 =+ V2R
TS = T2237
A9+ T4)
COR3 GI01 = 822500
1102 = L2251@
L103 = 122520
G105 * 82254
0110 =+ E2250
Vit = V2
Fus V20 =+ _ L2302
8121 = T2303

Tabla 1: Alineacion de secuencia entre la VH del Ac 14C12 y el dominio C2 de FVIII: Los residuos idénticos y
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homoélogos se indican con "="y "+", respectivamente. Los residuos de VH mutados en ACNO 14C12 se muestra con
un asterisco. Los supuestos residuos de C2 en contacto con AcMo 2C11 se indican con ©. CDR: Region
determinante de la complementariedad; FW: estructura;

Tabla 2
HC 2C11 HC 14C12 | HE 2c11 LC 14C12
B 567 »  Als F H VI8 » B F
w w
3 1 1 2
686 = 517 P14 = R4S
065 = VIE El3 » L4
C B4 = K9 Kl = LAT
D
R
2
+EE3 10
Bl » C: LC 2C11
7335 T2E A Cig » ToR F
e
E4 »  ED VS s
a
F IE » His D&3 J irs
r (I
2 T .
Bi§ » 13T BN = V7B
1 L = E@ |
LG 211 | R = TS0 |
[ ®Yi3 » VI F | 1 = D82
D w
E 1
| 1
@532 5171 T70 cis G
o
R
- |3
53 = 5172 568 = 090
pr— _— —_——
©530 » AIN C s66 = T92
H
— O o» K1M G65 = 583 :
518 » TIIS P60 » WM
- 536 » TL6 T = TV
e — 2 — 4
R4 #T54 w3100
c1 553 » GIM ]
a5 > Lo —
——
140 = E105

Tabla 2: Correspondencia de secuencia entre Acmo2C11 y Acmol4cl2. La fuerza de las interaccion se representa
como ">>"y “>”" respectivamente. Los residuos de VH mutados en ACNO 14C12 se muestran con un asterisco. Los
supuestos residuos de C2 en contacto con AcMo 2C11 se indican con ©. CDR: Region determinante de la
complementariedad; FW: estructura; CHL1: primer dominio constante de la cadena pesada.
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal antiidiotipico contra un anticuerpo inhibidor del Factor VIII humano, estando dicho
anticuerpo inhibidor dirigido contra el dominio C2 del Factor VIII, que se caracteriza por el hecho de que las regiones
determinantes de complementariedad de las cadenas pesadas variables de dicho anticuerpo antiidiotipico tienen las
secuencias de aminoacidos representadas en la SEC ID N° 5, SEC ID N° 6 y SEC ID N° 7, y las regiones
determinantes de complementariedad de las cadenas ligeras variables de dicho anticuerpo antiidiotipico tienen las
secuencias de aminoacidos representadas en la SEC ID N° 8, SEC ID N° 9 y SEC ID N° 10, y por el hecho de que el
anticuerpo antiidiotipico a) neutraliza la actividad anti-coagulante de dicho anticuerpo inhibidor del factor VIII humano
en al menos un 50% en un ensayo cromogénico de FVIIl y b) no interfiere en la unién de FVIII a vVWF y fosfolipidos.

2. El anticuerpo antiidiotipico segun la reivindicacién 1, en el que la cadena pesada variable de dicho anticuerpo
antiidiotipico esta codificado por la secuencia nuclectidica representada en la SEC N° 1 o una secuencia de
nucledtidos que tiene una identidad de secuencia de al menos un 95% con la SEC ID N° 1, o en el que la cadena
ligera variable del anticuerpo antiidiotipico esta codificado por la secuencia nucleotidica representada en la SEC N°
3 o0 una secuencia de nucledtidos que tiene una identidad de secuencia de al menos un 95% con la SEC ID N° 3.

3. El anticuerpo antiidiotipico segun la reivindicaciéon 1, en el que la cadena pesada variable de dicho anticuerpo
antiidiotipico esta codificado por la secuencia nucleotidica representada en la SEC N° 1 o una secuencia de
nucleédtidos que tiene una identidad de secuencia de al menos un 70% con la SEC ID N° 1, y en el que la cadena
ligera variable del anticuerpo antiidiotipico esta codificada por la secuencia nucleotidica representada en la SEC N°
3 0 una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de secuencia de al menos un 70% con la SEC ID N° 3.

4 El anticuerpo antiidiotipico monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es un fragmento
F(ab’)2, un fragmento Fab’, un fragmento Fab o una version modificada de dicho fragmento.

5 El anticuerpo antiidiotipico monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que es un anticuerpo
antiidiotipico monoclonal humanizado.

6 El anticuerpo antiidiotipico monoclonal segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que es 14C12 producido por
la linea celular 14C12 depositada en la BCCM con el niamero de registro LMBP 5878CB o un fragmento de
anticuerpo del mismo que contiene el sitio de unién al anticuerpo.

7 Una linea celular monoclonal que expresa un anticuerpo antiidiotipico monoclonal segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

8 La linea celular monoclonal segun la reivindicacion 7, que es la linea celular 14C12 depositada en la BCCM con
namero de registro LMBP 5878CB.

9 Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo antiidiotipico monoclonal segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, mezclado con al menos un transportador farmacéuticamente aceptable.

10 Uso de un anticuerpo antiidiotipico monoclonal seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de un paciente con hemofilia que sufre hemorragia, o para la
prevencién de hemorragias en dicho paciente.

11 Uso de un anticuerpo antiidiotipico monoclonal segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento o prevencion de la hemorragia incontrolada en un paciente de
hemofilia con anticuerpos inhibidores de FVIII.

12 La composicion farmacéutica segun la reivindicacién 9, que ademas comprende FVIII.

13 Un procedimiento para desarrollar anticuerpos antiidiotipicos monoclonales para la fabricacion de un
medicamento contra inhibidores del FVIII, comprendiendo dicho procedimiento inmunizar un animal no humano con
anticuerpos inhibidores dirigidos contra el dominio C2 del FVIII y cribar los esplenocitos INMORTALIZADOS DE
DICHO ANIMAL Para la produccion de anticuerpos que a) neutralizan la actividad anticoagulante de dichos
anticuerpos inhibidores en al menos un 50% en un ensayo cromogénico de FVIII y b) no interfieren en la unién de
FVIII a vWF y fosfolipidos.

14 Uso de los anticuerpos antiidiotipicos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para la deteccion o
purificacion in vitro de anticuerpos inhibidores de FVIII.
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