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DECRIPCION

Anticuerpos anti-idiotipicos que neutralizan la actividad inhibidora de un anticuerpo inhibidor dirigido contra el
dominio C1 del factor VIII.

Técnica anterior e introduccion

[0001] La presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal antiidiotipico dirigido contra un anticuerpo
inhibidor del factor VIII que se une al dominio C1 del factor VIIl, asi como a una linea celular que produce este
anticuerpo monoclonal antiidiotipico, al uso de este anticuerpo monoclonal antiidiotipico como medicamento y, mas
particularmente, a su uso para fabricar un medicamento destinado al tratamiento de la hemofilia A.

[0002] La hemofilia A es una enfermedad hereditaria vinculada a una anomalia del cromosoma X, que se traduce en
una incapacidad para coagular en las personas afectadas. Esta enfermedad es el resultado de mutaciones en el gen
de una proteina que interviene en la coagulacién, el factor VIII (FVIII), que determinan una ausencia total de factor
VIIl en la sangre o un déficit parcial. La hemofilia A es la mas comun de las deficiencias que afectan la coagulacion
sanguinea: en Francia, afecta a 1 hombre de cada 5000, lo que representa un 80% de los pacientes afectados de
hemofilia. El otro tipo de hemofilia, la hemofilia B, afecta al 20% de los pacientes afectados de hemofilia; su causa es
la deficiencia en otro factor de coagulacion, el factor IX.

El tratamiento actual de la hemofilia (de tipo A o B) consiste en administrar, por via intravenosa, el factor de
coagulacion deficiente o faltante. En Francia, el factor VIl destinado al tratamiento de las hemofilias esta disponible
tanto en forma de medicamentos derivados de la sangre, suministrados por el Laboratorio Francés de
Fraccionamiento y Biotecnologias (LFB) o por laboratorios farmacéuticos internacionales, como en forma de
medicamentos recombinantes producidos por ingenieria genética. En efecto, el ADN que codifica para el factor VI
fue aislado y expresado en células de mamiferos (Wood et al., Nature (1984) 312: 330-337), y su secuencia en
aminoacidos deducida a partir del ADNc.

El factor VIII (FVIII) secretado es una glicoproteina de masa molecular de 300 Kda (2332 aminoacidos) que juega un
papel clave en la activacién de la via intrinseca de la coagulacidon. El FVIII inactivo estd constituido por seis
dominios: A1 (residuos 1-372), A2 (residuos 373-740), B (residuos 741-1648), A3 (residuos 1649-2019), C1
(residuos 2020-2172), y C2 (residuos 2173-2332), del extremo N- terminal al extremo C-terminal. Tras la secrecion,
el FVIIl interactua con el factor von Willebrand (vVWF) que lo protege de las proteasas plasmaticas. El FVIII se disocia
del VWF que es separado por la trombina. Esta separacion logra que se elimine el dominio B y se forme un
heterodimero. Con esta forma, el FVIII circula en el plasma. Este heterodimero estd compuesto por una cadena
pesada (A1, A2) y por una cadena liviana (A3, C1, C2).

Cuando se infunde en un paciente hemofilico, el factor VIl se fija al factor von Willebrand en la circulacién
sanguinea del paciente. El factor VIl activado actia como cofactor del factor IX activado, acelerando la conversién
del factor X en factor X activado. El factor X activado convierte la protrombina en trombina. La trombina convierte el
fibrindgeno en fibrina y se forma un coagulo.

El principal problema que plantea la administracion de factor VIl es que aparecen, en el paciente, anticuerpos
dirigidos contra el factor VIII, llamados “anticuerpos inhibidores”. Estos anticuerpos neutralizan la actividad
procoagulante del factor VIII, que se vuelve inactivo apenas se infunde. En consecuencia, el factor de coagulacion
administrado se destruye antes de haber podido detener la hemorragia, lo que representa una complicaciéon grave
de la hemdfilia, en virtud de la ineficacia del tratamiento. Ademas, algunos pacientes no hemofilicos genéticamente
pueden desarrollar inhibidores contra el factor VIl endégeno: se trata de una hemofilia adquirida.

Estudios demostraron que la respuesta inmune anti-factor VIl es de tipo IgG policlonal que pertenece,
principalmente, a la subclase 1IgG4 e IgG1 y, menos frecuentemente, 1IgG2. Las 1IgG3 no se representan nunca. La
cadena liviana suele ser de tipo Kappa. La sobrerrepresentacion de las IgG4 es mas acentuada en los hemofilicos
que tienen un inhibidor instalado desde hace mucho tiempo. Los dominios C2 y A2 de la molécula de FVIII son los
blancos privilegiados de la respuesta inmune aunque, en algunos casos, se detectan anticuerpos dirigidos contra el
dominio A3. Al pasar el plasma de pacientes hemofilicos a través de una columna de inmunoadsorcién en la que se
inmoviliza el FVIII, se pueden purificar los anticuerpos totales anti-FVIIl. Las cantidades recogidas suelen superar
100pg por 10mg de IgG totales (Gilles JG et al. (1993) Blood; 82: 2452-2461). Se desarrollé6 un modelo animal para
estudiar la formacion de inhibidores del factor VIII; ratas inmunizadas con factor VIII humano recombinante muestran
una respuesta inmune rapida, de tipo policlonal (Jarvis et al. Thromb Haemost. 1996 Feb; 75(2):318-25). Los
mecanismos por los cuales los anticuerpos anti-factor VIII interfieren con la funcion del factor VIII son numerosos e
incluyen la interferencia en la protedlisis del factor VIII y en la interaccion del factor VIII con diferentes asociados
como el factor Von Willebrand (VWF), los fosfolipidos (FL), el factor IX, el factor X activado (FXa) o la APC (Activated
Protein C). Hay muchos tratamientos que permiten atenuar las consecuencias de esta respuesta inmune, por
ejemplo, los tratamientos que involucran la desmopresina, una hormona sintética que estimula la producciéon de
factor VIII, los agentes promotores de la coagulacion, como los concentrados de complejos protrombinicos o los
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concentrados de complejos protrombinicos activados, el factor Vlla recombinante, la plasmaféresis y las infusiones
de cantidades importantes o intermedias de factor VIIl. No obstante, estos métodos son muy costosos y poco
eficaces.

Debido a la complejidad de analizar in vivo esta respuesta inmune policlonal, se aislaron anticuerpos monoclonales
dirigidos contra algunos dominios del factor VIII. Asi, se aislo un anticuerpo humano monoclonal de tipo IgG4kappa,
LE2E9. Este anticuerpo se dirige contra el dominio C1 del factor VIl e inhibe la actividad cofactor del factor VIl y su
unién con el factor Von Willebrand (Jacquemin et al. (2000) Blood 95:156-163). Del mismo modo, se aislé un
anticuerpo monoclonal humano dirigido contra el dominio C2 del factor VIII, llamado BO2C11 (IgG4kappa) producido
a partir de un repertorio de células de memoria B de un paciente afectado de hemofilia A con inhibidores (Jacquemin
et al. Blood 1998 Jul 15;92(2):496-506). BO2C11 reconoce el dominio C2 del factor VIII e inhibe su unién con el
factor Von Willebrand y los fosfolipidos. Inhibe totalmente la actividad procoagulante del factor VIl nativo y activado.
Otro ejemplo de anticuerpo monoclonal es el anticuerpo BOIIB2, dirigido contra el dominio A2 del factor VIII. El
anticuerpo BOIIB2 inhibe la actividad del factor VIII en un 99%. Al unirse al domino A2, puede interferir e inhibir la
fijacion del FIXa que posee un sitio de fijacién de poca afinidad en esta region del FVIII y, por consiguiente, inhibir la
actividad enzimatica del FIXa. El segundo modo de accién que puede considerarse es su interferencia en el
equilibrio entre la forma heterodimérica (A2:A1 y A3:C1:C2) del FVIIl y la forma heterotrimérica (A2 y A1y A3:C1:C2)
del FVIIl acelerando la disociacion del dominio A2 de estos complejos, volviéndolos no funcionales. (Ananyeva NM
et al (2004) Blood Coagul Fibrinolysis. Mar;15(2):109-24. Review). Gracias a estas nuevas herramientas, otra
estrategia de lucha contra los anticuerpos inhibidores del factor VIII, mas reciente, considera la administracién de
anticuerpos antiidiotipicos (anticuerpos que tienen la capacidad de interactuar con la region variable de otros
anticuerpos) que neutralizan los anticuerpos inhibidores (Saint-Rémy JM et al. (1999) Vox Sang; 77 (suppl 1): 21-24).
Un anticuerpo antiidiotipico murino, el 14C12, descrito en el documento WO 2004/014955, neutraliza, in vivo, de
modo dosis-dependiente, las propiedades inhibidoras del anticuerpo antifactor VIl diana (el anticuerpo monoclonal
BO2C11), que se dirige contra el dominio C2 del factor VIII. Como la respuesta inmune anti-factor VIII es policlonal,
también se desarrollaron (y se describieron en el documento FR 05 08320) los anticuerpos antiidiotipicos murinos
dirigidos contra el dominio A2 del factor VIIl. EI dominio A2 es un dominio de 43 kD cuya funcidon no se conoce
mucho, pero se demostré que los anticuerpos inhibidores dirigidos contra el dominio A2 del factor VIl inhiben la
funcién del factor Vllla inhibiendo la conversién del complejo FXase/FX en estado de transicion (Lollar et al. J Clin
Invest. 1994 Jun; 93(6): 2497-504, Fay et al. J Biol Chem. 1996; 271(11): 6027-6032).

Sin embargo, la respuesta inmune dirigida contra el factor VIl es policlonal y, en consecuencia, involucra
anticuerpos inhibidores dirigidos contra dominios que no son los dominios A2 y C2. En efecto, si bien el estudio de
las especificaciones epitopicas de los anticuerpos antifactor VIII revelé que la mayoria de los inhibidores reconoce
zonas restringidas de la molécula de factor VIl ubicadas en el dominio A2 de la cadena pesada y/o en el dominio C2
de la cadena liviana, en algunas ocasiones se reconocieron otros epitopos. En efecto, algunos plasmas de pacientes
contienen anticuerpos capaces de unirse al dominio C1 de la cadena liviana del factor VIl (Moreau et al. 2000;
95(11): 3435-441; Jacquemin et al. 2000; 95(1):156-162).

[0003] En consecuencia, se necesitan otras herramientas que permitan neutralizar otros anticuerpos inhibidores del
factor VIII dirigidos contra otros dominios del factor VIII, para neutralizar, de modo mas integral, las respuestas
policlonales anti-factor VIl de los pacientes hemofilicos.

[0004] Por ello, la solicitante buscé implementar una nueva herramienta para tratar la hemofilia A que permita
neutralizar anticuerpos inhibidores dirigidos contra el dominio C1 del factor VIII.

Descripcion detallada de la invencién

[0005] Un primer objeto de la invencidn se refiere a un anticuerpo monoclonal antiidiotipico, como se define en las
reivindicaciones, dirigido contra un anticuerpo humano inhibidor del factor VIII. El anticuerpo inhibidor se dirige
contra el dominio C1 del factor VIII.

[0006] Las secuencias se definen segun Kabat [Kabat et al., "Séquences of Proteins of Immunological Interest", NIH
Publication, 91-3242 (1991)].

[0007] "Anticuerpos inhibidores” o “inhibidores” del factor VIII son los anticuerpos que inhiben toda o parte de la
actividad procoagulante del factor VIII, particularmente fijandose a este y, particularmente, un anticuerpo anti-factor
VIl cuyo epitopo esta ubicado en el factor VIIl. De manera ventajosa, el anticuerpo segun la invencion tiene la
capacidad de neutralizar al menos el 20%, ventajosamente al menos el 30%, ventajosamente al menos el 40%,
ventajosamente al menos el 50%, ventajosamente al menos el 60% y, de manera aun mas ventajosa, al menos el
70%, el 80%, el 90%, el 99% 6 el 100% de la actividad inhibidora de la coagulacién de los anticuerpos inhibidores
dirigidos contra el dominio C1 del factor VIIl, diana de los anticuerpos monoclonales antiidiotipicos segun la
invencién. Esta capacidad de neutralizacion de la actividad inhibidora de la coagulacién de los anticuerpos
inhibidores puede determinarse midiendo la actividad del factor VIl en presencia de un anticuerpo inhibidor y de un
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anticuerpo antiidiotipico mediante un test tal como "factor VIII chromogen test” (Jacquemin et al (1998) Blood 92,
494-506).

[0008] La expresion “anticuerpo antiidiotipico” designa un anticuerpo dirigido contra la region variable de los
anticuerpos inhibidores diana. En un aspecto particular de la invencién, el anticuerpo antiidiotipico segun la
invencién se dirige contra anticuerpos inhibidores cuyo dominio variable de la cadena pesada se parece a la linea
germinal DP-10. Estos anticuerpos inhibidores pueden obtenerse a partir de seres humanos (por ejemplo, del suero
de pacientes que presentan anticuerpos inhibidores) o de otras especies animales como el ratén, el caballo, la
cabra, primates no humanos (la lista no es limitativa), mediante inmunizacién con el factor VIl o fragmentos
derivados del factor VIl y, mas particularmente, con un fragmento que incluye todo o parte del dominio C1. De modo
ventajoso, el anticuerpo inhibidor diana del anticuerpo antiidiotipico segun la invencién reconoce el dominio C1 en su
configuracion nativa. Ventajosamente, el anticuerpo inhibidor diana del anticuerpo antiidiotipico segun la invencién
no reconoce el mismo dominio con una mutacion R2150H.

[0009] EI anticuerpo monoclonal antiidiotipico segun la invenciéon puede ser de origen humano o animal. Ademas,
puede obtenerse de diferentes maneras. Por ejemplo, las células que producen anticuerpos antiidiotipicos pueden
obtenerse a partir de linfocitos de sangre periférica de pacientes que presentan anticuerpos inhibidores anti-factor
VIIl o a partir de individuos sanos. Estas células pueden inmortalizarse mediante técnicas muy conocidas por el
experto en la materia y seleccionarse respecto de la capacidad de los anticuerpos antiidiotipicos producidos para
neutralizar los anticuerpos inhibidores dirigidos contra el factor VIII. Otra manera de producir el anticuerpo
antiidiotipico monoclonal segun la invencién es la inmunizacion de animales, ventajosamente ratones, inyectando
anticuerpos inhibidores del factor VIII dirigidos contra el dominio C1 del factor VIIl y fusionando linfocitos de rata con
una linea celular de mieloma, ventajosamente mieloma de ratén, y la posterior identificacion y clonado de cultivos
celulares que producen los anticuerpos antiidiotipicos dirigidos contra los anticuerpos inhibidores del factor VIII.

[0010] Cada region CDR de cada una de las cadenas livianas del anticuerpo antiidiotipico descrito en la presente
invencion posee una secuencia peptidica con al menos el 70% de identidad con las secuencias de las regiones CDR
de las cadenas livianas del anticuerpo producido por la hibridoma 18B6, y cada region CDR de cada una de sus
cadenas pesadas posee una secuencia peptidica con al menos el 70% de identidad con las secuencias de las
regiones CDR de las cadenas pesadas del anticuerpo producido por la hibridoma 18B6. De este modo, la region
CDR1 de cada una de las cadenas livianas del anticuerpo descrito en la presente solicitud posee una secuencia
peptidica con al menos el 70% de identidad con la secuencia de la region CDR1 de las cadenas livianas del
anticuerpo producido por la hibridoma 18B6, la region CDR2 de cada una de las cadenas livianas del anticuerpo
descrito en la presente solicitud posee una secuencia peptidica con al menos el 70% de identidad con la secuencia
de la region CDR2 de las cadenas livianas del anticuerpo producido por la hibridoma 18B6, la region CDR3 de cada
una de las cadenas livianas del anticuerpo descrito en la presente solicitud posee una secuencia peptidica con al
menos el 70% de identidad con la secuencia de la regiéon CDR3 de las cadenas livianas del anticuerpo producido por
la hibridoma 18B6 y la region CDR1 de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo de la region descrito en la
presente solicitud, posee una secuencia peptidica con al menos el 70% de identidad con la secuencia de la region
CDR1 de las cadenas pesadas del anticuerpo producido por la hibridoma 18B6, la region CDR2 de cada una de las
cadenas pesadas del anticuerpo de la region CDR3 de las cadenas livianas del anticuerpo producido por la
hibridoma 18B6 posee una secuencia peptidica con al menos el 70% de identidad con la secuencia de la region
CDR2 de las cadenas pesadas del anticuerpo producido por la hibridoma 18B6, y la region CDR3 de cada una de
las cadenas pesadas del anticuerpo descrito en la presente solicitud posee una secuencia peptidica con al menos el
70% de identidad con la secuencia de la region CDR3 de las cadenas pesadas del anticuerpo producido por la
hibridoma 18B6. De manera particularmente ventajosa, la identidad con cada una de las secuencias mencionadas
anteriormente es de al menos el 80%, de modo preferente de al menos el 90%, el 95%, el 99% y, de modo mas
preferente aun, del 100% de identidad.

[0011] De manera ventajosa, la region variable de cada una de las cadenas livianas del anticuerpo monoclonal
antiidiotipico descrito en la presente solicitud esta codificado por una secuencia de acidos nucleicos que posee al
menos el 70% de identidad con la secuencia de acidos nucleicos de la region variable de las cadenas livianas del
anticuerpo producido por la hibridoma 18B6, y la region variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo
monoclonal antiidiotipico esta codificado por una secuencia de acidos nucleicos que posee al menos el 70% de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de la region variable de las cadenas pesadas del anticuerpo
producido por la hibridoma 18B6.

[0012] De manera particularmente ventajosa, la identidad de las secuencias es de al menos el 80% y, de modo
preferente, de al menos del 95 al 99% de identidad. El porcentaje de identidad se calcula alineando dos secuencias
que se compararan, y contando el nimero de posiciones que poseen un nucledtido idéntico, nimero que se divide
por el numero total de nucleétidos de la secuencia. La degeneracién del cédigo genético puede producirse por el
hecho de que un mismo aminoacido pueda estar codificado por varios tripletes de nucledtidos diferentes. En todo
caso, estas diferencias de secuencias no afectan en nada la afinidad del anticuerpo monoclonal para su diana, ni su
capacidad para neutralizar la actividad inhibidora de los anticuerpos inhibidores diana. En un aspecto preferente de
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la invencion, la region variable de cada una de las cadenas livianas del anticuerpo monoclonal antiidiotipico esta
codificada por la secuencia de acido nucleico de la regidn variable de las cadenas livianas del anticuerpo producido
por la hibridoma 18B6, y la region variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo monoclonal
antiidiotipico esta codificada por la secuencia de acido nucleico de la region variable de las cadenas pesadas del
anticuerpo producido por la hibridoma 18B6. De manera ventajosa, la secuencia peptidica de cada una de las
regiones variables de las cadenas livianas del anticuerpo descrito en la presente solicitud es una secuencia que
posee al menos el 70% de identidad y, de manera ventajosa, al menos el 80% o el 90% y, de manera mas ventajosa
aun, al menos el 99% de identidad con la secuencia peptidica de la region variable de las cadenas livianas del
anticuerpo producido por la hibridoma 18B6.

[0013] De manera ventajosa, la secuencia peptidica de cada una de las regiones variables de las cadenas pesadas
del anticuerpo descrito en la presente solicitud es una secuencia que posee al menos el 70% de identidad y, de
modo ventajoso, al menos el 80% o el 90% y, de modo mas ventajoso aun, al menos el 99% de identidad con la
secuencia peptidica de la region variable de las cadenas pesadas del anticuerpo producido por la hibridoma 18B6.

[0014] De manera preferente, la region variable de cada una de las cadenas livianas del anticuerpo monoclonal
antiidiotipico segun la invencién posee la secuencia peptidica de la regién variable de las cadenas livianas del
anticuerpo producido por la hibridoma 18B6 y la regién variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo
monoclonal antiidiotipico segun la invencion posee la secuencia peptidica de la region variable de las cadenas
pesadas del anticuerpo producido por la hibridoma 18B6. De modo preferente, el anticuerpo inhibidor diana del
anticuerpo antiidiotipico segun la invencién es el anticuerpo RHD5, depositado en la Belgian Coordinated Collections
of Microorganisms/Plasmid Collection (BCCM/LMBP), Laboratorium voor Moléculaire Biologie, University of Ghent,
Technologiepark 297, B-9052 Zwijnaarede, Bélgica, en agosto de 2004, por la Collen Research Foundation, con el
nimero de accesion LMBP 6165CB. Este anticuerpo, asi como sus secuencias nucleotidicas y peptidicas, se
describe en el documento WO 2005/016455. El anticuerpo RHD5 es un anticuerpo monoclonal humano IgG1 dirigido
contra el dominio C1 del factor VIII producido a partir de linfocitos de un paciente que presenta una hemofilia A,
particularmente una hemofilia A adquirida, severa, con un alto nivel de inhibidores. Este anticuerpo pertenece a la
subclase IgG1 y tiene su origen en la linea germinal DP-10. El epitopo que reconoce sobre el factor VIII es el
dominio C1 en su configuracion nativa, pero no el mismo dominio con una mutacion R2150H. El anticuerpo RHD5
puede inhibir hasta el 98% de la actividad del factor VIII.

El anticuerpo también se refiere a cualquier anticuerpo modificado que responda a las caracteristicas de la
invencioén, en el que se sustituyeron o agotaron uno o varios aminoacidos. Dicha sustitucién o agotamiento puede
ubicarse en cualquier posiciéon en la molécula. En caso de que se hayan sustituido o agotado varios aminoacidos,
puede considerarse cualquier combinacién de sustitucion o agotamiento. Dichas alteraciones de la secuencia de las
regiones variables del anticuerpo segun la invencidon pueden realizarse con el objeto de aumentar el nimero de
residuos que puedan entrar en contacto entre el anticuerpo antiidiotipico segun la invencién y el anticuerpo inhibidor
diana.

En un modo de realizacion de la invencion, el anticuerpo antiidiotipico es un anticuerpo murino.

De modo ventajoso, este anticuerpo monoclonal antiidiotipico murino es una IgG1kappa.
De modo preferente, el anticuerpo monoclonal segun la invencidn es un anticuerpo quimérico. “Anticuerpo
quimérico” es un anticuerpo en el que las regiones variables de las cadenas livianas y de las cadenas pesadas
pertenecen a una especie diferente a las de las regiones constantes de las cadenas livianas y de las cadenas
pesadas. De este modo, el anticuerpo segun la invencion posee, ademas, regiones constantes de sus cadenas
livianas y pesadas que pertenecen a una especie no murina. A este respecto, pueden utilizarse todas las familias y
especies de mamiferos no murinos, particularmente el hombre, el mono, los muridos (salvo el ratén), los suidos, los
bévidos, los équidos, los félidos, los canidos, por ejemplo, asi como los pajaros.

Los anticuerpos quiméricos segun la invencién pueden construirse utilizando las técnicas estandar del ADN
recombinante, muy conocidas por el experto en la materia y, mas particularmente, utilizando las técnicas de
construccion de anticuerpos “quiméricos” descritas, por ejemplo, en Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U-.S.A,,
81, pp. 6851-55 (1984), donde la tecnologia del ADN recombinante se utiliza para reemplazar la regiéon constante de
una cadena pesada y/o la regién constante de una cadena liviana de un anticuerpo que proviene de un mamifero no
humano con las regiones correspondientes de una inmunoglobulina humana.

En un aspecto particular de la invencion, el anticuerpo segun la invencidn es un anticuerpo hibrido humano, es decir,
un anticuerpo quimérico cuya parte constante es humana. Este modo de realizaciéon de la invencidon permite
disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo en el hombre y, por consiguiente, mejorar su eficacia durante su
administracién terapéutica.

[0015] De modo ventajoso, el anticuerpo segun la invencion es un anticuerpo humanizado. Este tipo de anticuerpo
puede obtenerse asociando una o varias region(es) CDR (Complementarity Determining Région) de un anticuerpo
monoclonal de una especie no humana con regiones framework (regiones muy conservadas de las regiones
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variables, también llamadas "infraestructura") humanas. Este tipo de procedimiento de obtencion esta descrito
claramente en el estado de la técnica (Jones et al.,, Nature (1986) 321:522; Riechmann et al., Nature (1988)
332:323). Este tipo de anticuerpo humanizado, dirigido contra el dominio variable de anticuerpos inhibidores que
reconocen el dominio C1 del FVIII puede incluir regiones framework humanas y una o varias de las regiones CDR.

[0016] De manera ventajosa, el anticuerpo monoclonal antiidiotipico segun la invenciéon es el anticuerpo 18B6
producido por la hibridoma 18B6 depositada con el nimero de registro CNCM [-3559, el 24 de enero de 2006 en la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15).

[0017] El método de obtencion de la hibridoma 18B6 se describe en la parte “Ejemplos” del presente documento. El
anticuerpo monoclonal antiidiotipico segun la invencion también es cualquier anticuerpo que contenga fragmentos
del anticuerpo 18B6 y, mas particularmente, cualquier anticuerpo que incluya la region variable de la cadena liviana
y/o la region variable de la cadena pesada del anticuerpo 18B6, o cualquier fragmento de la region variable de la
cadena liviana y/o la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo 18B6. El término “fragmentos” designa un
fragmento F’(ab")2 o un fragmento Fab' o un fragmento Fab o una regién CDR o cualquier versiéon modificada de
cualquiera de estos fragmentos o region.

En un modo de realizacion particular de la invencion, el anticuerpo monoclonal antiidiotipico segun la invencion es
un fragmento F(ab')2 o un fragmento Fab' o un fragmento Fab o una regién CDR o cualquier version modificada de
cualquiera de estos fragmentos o region. La digestion enzimatica de las inmunoglobulinas por parte de la papaina
genera 2 fragmentos idénticos que llamamos “fragmento Fab” (Fragment Antigen Binding) y un fragmento Fc
(fraccion cristalizable). El fragmento Fc es el soporte de las funciones efectoras de las inmunoglobulinas.

A través de la digestion con pepsina, se genera un fragmento F(ab')2, en el que los dos fragmentos Fab permanece
enlazados mediante dos puentes disulfuro, y el fragmento Fc esta escindido en varios péptidos. El fragmento F(ab')2
esta formado por dos fragmentos Fab' (un fragmento Fab' consiste en un Fab y una region bisagra), enlazados por
puentes disulfuro intracatenarios para formar un F(ab')2.

Este tipo de fragmentos, que contienen el sitio de fijacion del anticuerpo, pueden haber perdido un cierto nimero de
propiedades del anticuerpo entero del que derivan, como la capacidad de activar el complemento o de enlazar los
receptores Fcgamma. Sin embargo, estos fragmentos no perdieron la capacidad del anticuerpo completo para
neutralizar el anticuerpo inhibidor. De este modo, la invencion también se extiende a los fragmentos F(ab')2, Fab',
Fab, de la regién CDR o cualquier version modificada de cualquiera de estos fragmentos o regién del anticuerpo
18B6 En particular, estos fragmentos conservaron la capacidad del anticuerpo completo para neutralizar los
anticuerpos RHD5.

Otro objeto de la invencién es una linea celular estable que produce un anticuerpo como el que se describid
anteriormente. La linea celular estable segun la invencién puede ser de origen humano o animal. La linea celular
estable segun la invencion puede provenir de células humanas inmortalizadas. En otro modo de realizacién de la
invencion, esta linea puede provenir de células de origen animal, por ejemplo ratones, inmortalizadas. Un ejemplo
preferente de una linea resultante de este modo de realizacién de la invencién es la linea 18B6, depositada en la
CNCM con el numero de registro 1-3559. En otro modo de realizacion, la linea celular estable segun la invencion es
una linea que ha incorporado una construccion genética que permite la expresién del anticuerpo segun la invencion
en el lugar deseado del genoma. La etapa que consiste en obtener este tipo de célula es una transfeccion estable.
Esta etapa puede aplicarse en cualquier tipo de células siempre y cuando estas puedan mantenerse en cultivo in
vitro. La transfeccion estable necesita la integracién de la construccion genética, que puede realizarse mediante
recombinacion homologa o hacerse de manera aleatoria. La presencia de un casete de seleccion positiva en la
construccién genética que contiene el gen de interés es lo que confiere a la célula la resistencia a un antibiotico, por
ejemplo, que prueba la insercién del transgén en el genoma celular. Después de una etapa de subclonacion, se
obtiene una linea celular productora, a largo plazo, del anticuerpo de la invencién, por ejemplo 18B6, que puede
mantenerse en cultivo in vitro.

La linea celular estable que expresa un anticuerpo segun la invencidon puede elegirse entre el grupo que consiste en
una linea celular humana, una linea de roedor, por ejemplo, una linea murina, SP2/0, YB2/0, IR983F, un mieloma
humano como Namalwa o cualquier otra célula de origen humano como PERCS, las lineas CHO, particularmente
CHO-K-1, CHO-Lec10, CHO-Lec1, CHO-Lec13, CHO Pro-5, CHO dhfr- (CHO DX B11, CHO DG44), u otras lineas
elegidas entre wil-2, Jurkat, Vero, Molt-4, COS-7, 293-HEK, BHK, K6H6, NSO, SP2/0-Ag 14 y P3X63Ag8.653.

Otro objeto particular de la invencion es la hibridoma 18B6 depositada con el numero de registro CNCM [-3559 en la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM).

[0018] EIl anticuerpo producido por la hibridoma 18B6 es el anticuerpo 18B6, y un método de obtencion de la
hibridoma 18B6 se describe en la parte “Ejemplos” del presente documento. Otro objeto de la invencion es un
fragmento de ADN que codifica para la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo segun la invencion, como
se describié anteriormente. Este fragmento de ADN puede insertarse en un vector que permita la expresion de un
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polipéptido, preferentemente de un anticuerpo, cuya region variable de la cadena pesada esta codificada por la
secuencia de acido nucleico que codifica la region variable de las cadenas pesadas del anticuerpo producido por la
hibridoma 18B6, cuya secuencia peptidica deducida es la secuencia peptidica de la regidn variable de las cadenas
pesadas del anticuerpo producido por la hibridoma 18B6, para introducirlo y mantenerlo en una célula huésped.

[0019] Otro objeto de la invencidn es una composicion farmacéutica que contiene un anticuerpo segun la invencion
y, al menos, un excipiente y/o al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable. De manera preferente, el
anticuerpo monoclonal antiidiotipico contenido en la composicion farmacéutica segun la invencién es el anticuerpo
18B6, un fragmento o regién derivada de 18B6, o incluso un anticuerpo quimérico o humanizado que contiene las
regiones variables o las CDR de 18B6 como se define en las reivindicaciones. La composicion farmacéutica segun la
invencién puede formularse en cualquier excipiente que pueda tolerar un paciente que se sometera al tratamiento.
Los ejemplos de dichos excipientes incluyen agua, soluciones salinas, solucion de Ringer, soluciones de dextrosa, y
cualquier otra solucién acuosa fisiolégica adecuada. El excipiente también puede contener bajas cantidades de
aditivos, como sustancias que aumentan la isotonicidad y la estabilidad de la composicién. Dichos excipientes
incluyen el tampodn fosfato, el tampdn bicarbonato y el tampén tris. Estos excipientes son muy conocidos por el
experto en la materia. Las formulaciones estandar pueden presentarse en forma de liquidos inyectables o de
formulaciones sdlidas que pueden volver a suspenderse en un liquido apropiado antes de administrarse. La funcion
de los vehiculos que pueden utilizarse para la preparacion de la composicion farmacéutica segun la invencion es, de
modo ventajoso, aumentar la vida media de la composicion terapéutica en el animal o el paciente, o permitir la
administracion controlada del principio activo. Este tipo de vehiculos pueden ser polimeros organicos y sintéticos y
otros compuestos quimicos que puedan diseminar los medicamentos a un ritmo normal o diseminarlos sélo en
algunos ambientes, asi como liposomas, aunque la lista no es limitativa. De modo ventajoso, la composicién
farmacéutica contiene, ademas, al menos un anticuerpo antiidiotipico dirigido contra un anticuerpo inhibidor que se
une a un dominio distinto que el dominio C1 del factor VIIl. Este otro anticuerpo puede ser un anticuerpo
antiidiotipico dirigido contra un anticuerpo inhibidor que se une al dominio A1 o A3 o B, A2 o C2 del factor VIIl. De
hecho, un paciente afectado de hemofilia A, que desarrollé anticuerpos inhibidores, suele presentar varios tipos de
anticuerpos inhibidores. Ademas, las cantidades y la naturaleza de los diferentes tipos de anticuerpos inhibidores no
son fijas pero pueden cambiar a lo largo de la vida del paciente. Como los diferentes anticuerpos inhibidores de un
mismo paciente estan dirigidos contra los diferentes dominios del factor VIII, resulta particularmente ventajoso tratar
al paciente no con uno, sino con varios tipos de anticuerpos antiidiotipicos dirigidos contra los diferentes anticuerpos
inhibidores.

La composiciéon farmacéutica contiene un anticuerpo monoclonal antiidiotipico dirigido contra un anticuerpo inhibidor
que se une al dominio C2 del factor VIII y/o un anticuerpo inhibidor que se une al domino A2 del factor VIl y el
anticuerpo monoclonal segun la invencion. En efecto, los dominios A2 y C2 representan los blancos principales de la
reaccion inmunitaria anti-factor VIIl. De este modo, una composicion farmacéutica que contiene una mezcla de
anticuerpos antiidiotipicos dirigidos contra anticuerpos inhibidores que se unen al dominio C1 del factor VIII y
anticuerpos antiidiotipicos dirigidos contra anticuerpos inhibidores que se unen al dominio C2, permite la
neutralizacion de al menos el 70% y, ventajosamente, al menos el 80% o el 90% de la totalidad de los anticuerpos
inhibidores presentes en un paciente. En un modo de realizacién preferente de la invencion, la composicion
farmacéutica segun la invencion contiene el anticuerpo 14C12 (depositado con el numero LMBP 5878CB en la
Belgian Co-ordinated Collections of Microorganisms) y/o el anticuerpo 30D1 (depositado en la CNCM con el numero
I-3450). En otro modo de realizacion preferente de la invencion, la composicion farmacéutica también contiene el
anticuerpo 14C12 quimérico depositado en la CNCM con el ndmero |-3510 y/o un anticuerpo quimérico o
humanizado derivado del anticuerpo 30D1, es decir, un anticuerpo que contiene las regiones variables del
anticuerpo 30D1.

Otro objeto de la invencion es el uso del anticuerpo segun la invencién para su uso como medicamento.

Otro objeto de la invencion es el uso del anticuerpo segun la invencién para la fabricacion de un medicamento. De
modo ventajoso, este tipo de medicamento se utiliza para reducir y/o prevenir y/o tratar los sangramientos en un
paciente hemofilico con anticuerpos inhibidores dirigidos contra el dominio C1 del factor VIII.

Otro objeto de la invencién es el uso del anticuerpo segun la invencion para la fabricacion de un medicamento
destinado al tratamiento de la hemofilia de tipo A.

[0020] Ventajosamente, la hemofilia de tipo A tratada de este modo es una hemofilia con inhibidores. Este tipo de
hemofilia tratada con el anticuerpo segun la invenciéon puede ser congénita o adquirida. El anticuerpo segun la
invencion, al neutralizar los anticuerpos inhibidores, devuelve su eficacia al tratamiento mediante la inyeccion de
factor VIII al paciente. La actividad del factor VIII ya no esta inhibida por los anticuerpos inhibidores.

Otro objeto de la invencidon es el uso del anticuerpo segun la invencion para neutralizar in vitro o in vivo la actividad
inhibidora de un anticuerpo inhibidor dirigido contra el dominio C1 del factor VIIl. Este procedimiento puede aplicarse
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para agotar la sangre de un paciente de sus anticuerpos inhibidores dirigidos contra el dominio C1 del factor VIII.
Inmediatamente, la sangre se reinyecta al paciente.

Otro objeto de la invenciéon se refiere a un medicamento que comprende un anticuerpo segun la invencion,
preferentemente el anticuerpo 18B6.

Otro objeto de la invencion es el uso del anticuerpo para adsorber los anticuerpos inhibidores, por ejemplo, para
purificar anticuerpos inhibidores del factor VIIL
Por ultimo, otro objeto de la invencion es el uso del anticuerpo segun la invencion para detectar y/o purificar
anticuerpos inhibidores del factor VIII. Los procedimientos de aplicaciéon de tales métodos de deteccion y purificacion
son muy conocidos por el experto en la materia. Como ejemplo, se puede mencionar la utilizacién, a tal efecto, de
una columna de inmunopurificacién que contiene bolillas en la superficie de las cuales se injerta el anticuerpo segun
la invencién. Soélo las moléculas reconocidas por el anticuerpo se fijaran a las bolillas. Las otras atravesaran la
columna. Para recuperar la molécula, basta con aumentar la fuerza iénica del solvente.

Otros aspectos y ventajas de la invencion se describiran en los ejemplos que siguen, que deben considerarse a titulo
ilustrativo y que no limitan el alcance de la invencién.

Descripcion de las figuras

[0021]

Figura 1: aumento (valor promedio) de la fijacién de los anticuerpos antiidiotipicos al RHD5, para los 4 ratones.
Figura 2: fijacion directa del anticuerpo antiidiotipico 18B6 al anticuerpo RHD5 insolubilizado.

Figura 3: inhibicién de la fijacion del anticuerpo RHD5 al FVIII recombinante (recFVIII) insolubilizado.

Figura 4: neutralizacion del RHDS por el 18B6

Ejemplos

Ejemplo 1: Produccién de un anticuerpo monoclonal humano dirigido contra el dominio C1 del factor VIiI
(“anticuerpo anti-C1")

[0022] La linea celular linfoblastoide humana RHD5 descrita anteriormente se obtuvo inmortalizando los linfocitos B
de un paciente con hemofilia A adquirida que desarrollé una respuesta inmune contra el factor VI, de conformidad
con el procedimiento descrito en el documento Jacquemin et al. (1998), Blood 92, 496-506 y en el documento WO
2005/016455.

[0023] La linea celular que produce el anticuerpo monoclonal anti-C1 RHD5 se registré en la Belgian Co-ordinated
Collections of Microorganisms/Plasmid Collection (BCCM/LMBP), Laboratorium voor Moléculaire Biologie, University
of Ghent, Technologiepark 297, B-9052 Zwijnaarede, Belgium en agosto de 2004, por la Collen Research
Foundation, con el nimero de accesién LMBP 61-65CB.

La secuencia nucleotidica de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo RHD5 es la secuencia SEQ ID
NO: 5, y la secuencia nucleotidica de la region variable de la cadena liviana del anticuerpo RHD5 es la secuencia
SEQ ID NO: 6. La secuencia peptidica que corresponde a la secuencia SEQ ID NO: 5 es la secuencia SEQ ID NO:
7, y la secuencia peptidica que corresponde a la secuencia SEQ ID NO: 6 es la secuencia SEQ ID NO: 8.

[0024] Alternativamente, los anticuerpos que poseen las caracteristicas requeridas pueden producirse inmunizando
animales. En este caso, el factor VIl humano se inyecta en ratones con un adyuvante. Los anticuerpos
monoclonales anti-humanos se obtienen fusionando linfocitos de bazo con una linea celular de mieloma de ratén.
Los sobrenadantes celulares que producen los anticuerpos anti-factor VIl se identifican y clonan mediante dilucion
limite. Puede encontrarse una descripcion general de estos métodos en “Current Protocols in Immunology, Chapter
2, John Wiley & Sons, Inc, 1994”. Mas adelante, se describen otras selecciones de inhibidores con las caracteristicas
deseadas.

Ejemplo 2: Produccién del anticuerpo antiidiotipico 18B6

|. Inmunizacién de ratones

[0025] Cuatro ratones Balb/c hembras de 6 semanas de edad, fueron inyectados en forma subcutanea (SC) en los
cojinetes plantares, tres veces, con 10 ug del anticuerpo humano anti-dominio C1 del FVIIIl RHD5 suspendido en un
adyuvante completo de Freund (ACF) (1°" inmunizacién), y después incompleto (AIF).
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[0026] Se realizé un primer sangrado (sangrado 0) antes de la inmunizacion (sangrado al dia 0 (Dia 0), y las
inyecciones y sangrados se sucedieron del siguiente modo:

Dia 1: Inyeccion N°1 (10 ug de anticuerpo RHD5 en presencia de adyuvante completo de Freund)
Dia 15: Sangrado N°1

Dia 16: Inyecciéon N°2 (10 pg de anticuerpo RHDS5 en presencia de adyuvante incompleto de Freund)
Dia 28: Sangrado N°2

Dia 29: Inyeccién N°3 (10 pg de anticuerpo RHD52 en presencia de adyuvante incompleto de Freund)
Dia 44: Sangrado N°3

Il. Evaluacién de la respuesta inmune de los ratones

[0027] Para evaluar la presencia de anticuerpos anti-RHD5 en los diferentes sangrados, se realizé un test ELISA de
fijacidn directa. Con este objetivo, se insolubilizé el anticuerpo RHD5, o una IgG1 control a 3 pg/ml, 50 pl/pocillo, en
Tampon de Glicina, por la noche (over night), a 4°C (Tampoén de Glicina = Glicina 0,1M, NaCl 0,17M, pH 9.2). Se
realizaron tres lavados con PBS/Tween (PBS = NaCl 140,0 mM, KCI 2,6 mM, KH2PO4 1,4 mM, Na;HPO4. 2H,0 8,1
nM, pH 7.4). El sistema se dejo saturando durante 30 minutos, a temperatura ambiente (RT) con 100 pl/pocillo de
Magic Buffer (Magic Buffer = Tris 50mM, Nacl 0,17M, BSA 1%, pH 7.2). A continuacion se diluyeron los sangrados a
1/10, 1/100, 1/1000 y 1/10000 en el Magic Buffer y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente
(50ul/pocillo). Después se realizaron 3 lavados en PBS/Tween. A continuacion, se incubd el sistema con una
solucion de anticuerpos policlonales de cabra anti-IgG de ratones marcados con la HRP (horseradish peroxidasa)
(Bio-Rad) a 1 pug/ml durante 2 horas, a temperatura ambiente (50pul/pocillo) (dilucion en el Magic Buffer). Se lavé 3
veces el sistema con PBS/Tween, se realizé una revelaciéon con un cromégeno (Orto-fenil diamina) y se realizd una
lectura de la intensidad de la coloracion obtenida mediante un lector con los filtros correspondientes a las longitudes
de ondas 490/650 nm (lector Emax Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

[0028] Resultado de las densidades 6pticas obtenidas en la IgGl control:

Cuadro 1

Dilucién 1000X | Raton 1 | Ratén 2 | Ratén 3 | Raton 4

Sangrado 0 0,031 0,019 0,018 0,018
Sangrado 1 0,019 0,020 0,025 0,028
Sangrado 2 0,026 0,023 0,169 0,045
Sangrado 3 0,027 0,063 0,150 0,024
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[0029] Resultado de las densidades 6pticas obtenidas en el RHD5:
Cuadro 2

Dilucion 1000X | Ratéon 1 | Raton 2 | Ratén 3 | Raton 4

Sangrado 0 0,047 0,020 0,012 0,018
Sangrado 1 0,446 0,188 0,142 0,157
Sangrado 2 0,632 0,685 0,648 0,911
Sangrado 3 0,570 0,708 0,778 0,852

[0030] Los resultados obtenidos se indican en la figura 1. Conclusién: Cada ratdén respondié correctamente y de
modo similar a la inyeccion del fragmento Fab RHD5. De modo arbitrario, se seleccioné el ratén n°4 para hacer la
fusion.

Ill. Fusioén y cribado

[0031] Los linfocitos del bazo del ratén n°4 se fusionaron con las células de un mieloma SP2/0. La fusién se realiz
de manera clasica para el experto en la materia (J. G. Gilles et al., Blood (2004) 103: 2617-23; P. Cornelis, “Les
anticorps monoclonaux”, Revista IRE, vol. 7, N°4, 1983).

[0032] Las células se expandieron sucesivamente en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) con
hipoxantina y timidina segun el principio de las diluciones limites y los clones positivos se detectaron mediante un
test de fijacion directa ELISA como se describio en el punto Il

[0033] La especificidad de la fijacidn se confirmé mediante la insolubilizacién de un anticuerpo IgG1 humano de
especificidad no relevante producido por nuestro laboratorio. Para determinar si las hibridomas son estables,
repetimos el cribado epitdpico (tests 1 a 3) durante la expansion de los clones, en diferentes volumenes de medio
que van de 200 pl a 5 ml.

Test 1 = medicion en pocillos de 200 pl
Test 2 = medicion en pocillos de 1 ml
Test 3 = medicion en botella de 5 ml

[0034] Los resultados obtenidos en los diferentes cribados epitdpicos figuran en el siguiente cuadro:

Cuadro 3
Cribado 1 Cribado 2 Cribado 3 Cribado: Inhibicién: Neutralizacion: test

3/1gG1 Elisa funcional

1A1 + - - -

1F3 + + + - +(92.5%) + (100%)

2A1 + - - -

2C9 + + + +

3G9 + + + +

4B7 + + - -

4B10 + + + +

4D5 + + + +

10
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5B11 + + + - '+ (93,6%) +(100%)
5E1 + - +/- ¥

5G3 + + + +

5H7 + - - +

5H8 + + +/- +

B6A9 + + + +

6E1 + + +/-- ¥

6H7 + + + +

6H8 + + +- +

9D2 + _ N +

10D2 + + + - +(93,6%) +(100%)
10G8 + + + - -

11C5 + + + - -

11D7 + - - -

11G3 + + + +

12D7 + + + - -

12G3 + - - -

12H12 | + + + - -

13A1 + + + - +(90,9%) +(95.6%)
13C3 + + + - +(93.6%) +(100%)
13D7 + + + -

13H5 + + +/- +

14H1 + + - -

14D11 + + +/-- +

14F11 + + + - +(83.6%) +(100%)
14H2 + + + +

14H5 + + + +

15B4 + + - -

15F6 + - - +

16B4 + + + - +(94%) +(90.9%)
16F6 + + + - -

17A5 + + + +

17C4 + + + - +(92.4%) +(100%)
18A5 + + + - -

11
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18A9 [+ + + - -
18B6 + + + - +(93.1%) +(100%)
18C4 + + + +

19C4 |+ + + +

19G3 + + - +/-

20A7 |+ + + +

20C4 + - - -

20G3 | + - - -

21D8 | + + + - +(93.8%) -

22H7 |+ - v +

23A7 + + + - -

23E3 + + - -

23G2 + - +/- - -

24D5 + + + - +/- (56.3%) +/- (76.9%)
24D12 | + + + +

24E3 + - - -

28C10 | + - - -

IV. Test de inhibicién con los sobrenadantes de cultivo

[0035] Como se refleja en el cuadro 3, se realizé un test de inhibicion con los sobrenadantes de cultivo. Este test se
realizd para seleccionar, entre los clones, los anticuerpos antiidiotipicos que reconocen, de manera precisa, un
determinante epitdpico localizado a nivel del paratopo del Ac RHD5. De este modo, se probaron los anticuerpos
antiidiotipicos con un test ELISA de inhibicién de fijacion del RHD5 al FVIII insolubilizado.

[0036] Se insolubilizé el factor VIII recombinante (recFVIIl) (Baxter) a 2 yg/ml en un tampoén de glicina, 50 pl/pocillo y
se dejo durante 2 horas a temperatura ambiente. Se incubd previamente el anticuerpo RHD5 (o una IgG1 no
relevante) a 0,6 pyg/ml final durante 2 horas con los sobrenadantes de cultivo con la dilucién 1/1, 1/2 y 1/4 en el
Magic Buffer. Se lavaron los pocillos 3 veces con un tampon PBS/Tween, se realizé una saturacion con 100
pl/pocillo de Magic Buffer (30 minutos a temperatura ambiente). A continuacion, se incub6 con 50 pl de RHDS (o de
IgG1 no relevante) el sobrenadante de cultivo (2 horas a temperatura ambiente, Magic Buffer) y se realizaron tres
lavados. Se detectaron los anticuerpos RHDS5 fijados al recFVIIl insolubilizado afadiendo 50 pl/pocillo de una
solucion a 1 ug/ml en el Magic Buffer de anticuerpos policlonales de ratén anti-lgG humanos marcados-HRP
(Southern Biotechnology). Se realizaron 3 lavados sucesivos con PBS/Tween, se realizd una revelaciéon con un
cromogeno (OPD orto-fenil diamina) y se leyo la intensidad de la coloracion obtenida mediante un lector con filtros
correspondientes a las longitudes 490/650 nm (lector Emax Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

Conclusiones:

[0037] Como se refleja en el cuadro 3, 11 clones son capaces de inhibir especificamente la fijacion del anticuerpo
RHD5 al recFVIII insolubilizado. (Nota: Un valor negativo traduce la posibilidad de una fijacion a una region externa
del paratopo o refleja una concentracion insuficiente de Ac en el sobrenadante de cultivo. Sin embargo, dado el
numero de positivos, los pocillos negativos se eliminaron tras los ensayos).

V. Test funcional con los sobrenadantes de cultivo: medida de la neutralizacién de la actividad inhibidora (anti-factor
VIII) del anticuerpo RHD5
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[0038] El anticuerpo RHD5 se incubd con una concentracion de 1 pg/ml con los sobrenadantes de los diferentes
clones seleccionados durante el test de inhibicion (diluciones 3 veces, 6 veces, 12 veces y 24 veces) en Magic
Buffer, a 37 C. Después de 30 minutos, se agregoé el FVIII Kogenate (Bayer) a 0,5 U/ml final y se realizd una
incubacién complementaria de 30 minutos, a 37°C. Las muestras se diluyeron 30X en el Magic Buffer, y se
agregaron los reactivos del ensayo Cromogénico DADE (factor VIII cromogénico, Dade Behring Gmbh, Marburg,
Alemania) segun las instrucciones de uso del fabricante.

[0039] Como se refleja en el cuadro 3, 10 clones son capaces de neutralizar la actividad inhibidora del Ac RHD5. En
funcién de los resultados y las curvas de neutralizacion, se seleccioné el anticuerpo 18B6 para las siguientes
experiencias.

VI. Produccidon de manera extensiva del clon 18B6 anti- RHD5 seleccionado

[0040] El anticuerpo antiidiotipico 18B6 se produjo en medio de cultivo DMEM. Esta produccién se continué con una
purificacion en columna de afinidad Proteina G (lo que permite purificar y concentrar los anticuerpos y, de este
modo, cerciorarse previamente sobre la especificidad del anticuerpo antiidiotipico obtenido).

[0041] Purificacién: 18B6: produccion de 8 ml a 8,48 mg/ml

VII. Evaluacién de la especificidad

[0042] Las diferentes preparaciones se evaluaron con ELISA siguiendo el mismo protocolo que el que se describid
en los puntos Il y IV.

1. Test ELISA: fijacién directa del anticuerpo antiidiotipico 18B6 al anticuerpo RHD5 insolubilizado.

[0043] La fijacion directa del anticuerpo antiidiotipico 18B6 al anticuerpo RHD5 insolubilizado se muestra en la figura
2. La curva muestra que la fijacion del anticuerpo 18B6 al RHD5 es dosis dependiente.

2. Test ELISA: inhibicion de la fijacion del anticuerpo RHD5 al FVIII recombinante insolubilizado.

[0044] Se midi6 la inhibicion de la fijacion del anticuerpo RHD5 al FVIII recombinante insolubilizado, segun el
protocolo descrito en el punto IV. La concentracion de RHD5 utilizada es igual a 2 pg/ml.

Cuadro 4
Conc. 18B6 pg/ml | Inhibicion de la fijacion (%)
50 96,1
25 97,2
12,5 96,9
6,25 96,7
3,12 94,1
1,56 90,3
0,78 50,3
0,39 9,2
0,195 0
0,098 0

[0045] Los resultados se reflejan en la figura 3. EI 50% de la inhibicién de la fijacion del RHDS5 al FVIII se obtiene con
una relacion molar RHD5/18B6 de 2,5 mientras que una relaciéon equimolar inhibe el 92% de esta fijacion.

[0046] 3. Test funcional: medicion de la neutralizacién de la actividad inhibidora (anti-FVIIl) del anticuerpo RHD5. El
protocolo es idéntico al que se describe en el punto V con una concentracion final de RHD5 de 0,4 ug/ml y una curva
del antiidiotipico purificado que va de 4 a 0,002 ug/ml final.

[0047] Los resultados se indican en el cuadro 5:
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Cuadro 5
Conc. antiid (ug/ml) | Neutralizacion (%)
4 89,5
1,33 81,2
0,44 54,3
0,148 27,4
0,049 11
0,0165 8,8
0,0055 6,7
0,00183 8,9
0,0006 6,7
0,0002 0

[0048] Los resultados se indican en la figura 4. El 50% de neutralizacién de la actividad inhibidora del RHD5 se
obtiene con una relacion RHD5/18B6 equimolar.

4. Medicion de la cinética de fijacion del anticuerpo antiidiotipico 18B6 mediante el método “Surface plasmon
resonance Biacor”.

[0049] La cinética de fijacion del anticuerpo antiidiotipico 18B6 al anticuerpo inhibidor RHD5 se evalué con el método
“Surface plasmon resonance Biacore” utilizando el Pharmacia Biosensor BlAcore (Pharmacia Biosensor AB,
Uppsala, Suecia). Los anticuerpos RHD5 se inmovilizaron en una superficie activada de una sonda CM5. Los
anticuerpos antiidiotipicos 18B6 se infundieron con varias concentraciones de RHD5 inmovilizados en la superficie
de la sonda. Se determinaron las constantes de asociacion y disociacion:

Ka (M-1S-1) = 4,26 x 10°
Kq (S-1)=1,45x 10°
Ko: M. 3,4 x 10°
5. Caracterizacion de la subclase del anticuerpo antiidiotipico 18B6

[0050] Para determinar la subclase del anticuerpo 18B6, se utilizd el sistema IsoStrip de Roche (indicador
calorimétrico). El anticuerpo 18B6 es una IgGl, Kappa.

FVIIIl. Secuencia del anticuerpo 18B6

[0051] Para la secuenciacién, se aislé el ARNm de las hibridomas que producen el anticuerpo antiidiotipico 18B6
utilizando el Quick Prep Micro mRNA Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). EI ADNc se
sintetizd por medio del First-strand cDNA Synthesis Kit (Amersham Pharmacia Biotech). El ADNc que codifica para
la cadena pesada (VH) y para la cadena liviana (VL) se amplificé6 mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) por
medio de cebadores especificos correspondientes a las diferentes familias de genes potencialmente encontradas en
el ratén. Los productos de la PCR se aislaron con un gel de agarosa al 1,5% por medio del QIA quick Gel Extraction
Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) y se clonaron por medio del pGEM-T Easy Vector System (Promega, Madison, WI). El
ADN plasmidico de las colonias positivas se aislé por medio de High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania) y se secuencioé en ambos sentidos con la Segenase (US Biochemical, Cleveland, OH).

IX. Propiedades particulares ligadas al anticuerpo 18B6

[0052] El anticuerpo 18B6 inhibe totalmente la fijacion del anticuerpo RHD5 a su antigeno, el Factor VIII. El
anticuerpo RHDS5 lleva un idiotipo complementario al del 18B6.

14



10

15

ES 2376 489 T3

[0053] La fijacion de un anticuerpo al antigeno implica una interfaz de reconocimiento mutuo de 6 a 12 angstrémsz,
correspondiente a un gran nimero de aminoacidos que se asocian uno con otro con ayuda de enlaces hidrégenos,
de atraccién hidréfoba o polar y puentes de VanderWals.

[0054] En un plano funcional, cuando un anticuerpo inhibe totalmente la fijacion de un anticuerpo al antigeno, implica
que el anticuerpo inhibidor tiene una “imagen interna” del antigeno, a saber, una estructura tridimensional que imita
la estructura 3-D del antigeno.

[0055] Aunque la estructura primaria (secuencia de aminoacidos) de 18B6 tenga poca homologia con la del dominio
C1 del factor VIII, el alineamiento de las estructuras secundarias del anticuerpo 18B6 con la del dominio C1 del FVIII,
diana antigénica del anticuerpo RHD5 y la modelizacion tridimensional del 18B6 indican, al superponerse con la
estructura 3-D del dominio C1, que la parte variable de la cadena liviana (VL) del 18B6 representa una imagen
interna del dominio C1.

[0056] Esta observacion confiere al anticuerpo 18B6 una propiedad particular, nueva y no previsible. En otras

palabras, cualquier intento de generar anticuerpos similares al 18B6 mediante inmunizacién con anticuerpo como el
RHD5 no resulta, de facto, en la obtencién de anticuerpos idénticos al 18B6.
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal antiidiotipico dirigido contra un anticuerpo humano inhibidor del factor VI, siendo dirigido
dicho anticuerpo inhibidor contra el dominio C1 del factor VIII, en el que la regién variable de cada una de sus
cadenas livianas esta codificada por la secuencia de acido nucleico que codifica la region variable de la cadena
liviana del anticuerpo producido por la hibridoma 18B6, depositada con el nimero de registro CNCM 1-3559 en la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), y la region variable de cada una de sus cadenas
pesadas esta codificada por la secuencia de acido nucleico que codifica la region variable de la cadena pesada del
anticuerpo producido por la hibridoma 18B6, depositada con el niumero de registro CNCM 1-3559 en la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM).

2. Anticuerpo monoclonal antiidiotipico segun la reivindicaciéon 1, en el que la secuencia peptidica de la region
variable de cada una de sus cadenas livianas es la secuencia de la regién variable de la cadena liviana del
anticuerpo producido por la hibridoma 18B6, depositada con el nimero de registro CNCM 1-3559 en la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), y la secuencia peptidica de la regién variable de cada una de
sus cadenas pesadas es la secuencia de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo producido por la
hibridoma 18B6, depositada con el nimero de registro CNCM [-3559 en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM).

3. Anticuerpo monoclonal antiidiotipico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado porque el
anticuerpo inhibidor es el anticuerpo RHD5 (depositado en la coleccion BCCM/LMBP con el nimero LMBP 6165CB).

4. Anticuerpo monoclonal antiidiotipico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado porque es
un anticuerpo murino o un anticuerpo quimérico, particularmente un anticuerpo hibrido humano o un anticuerpo
humanizado.

5. Anticuerpo monoclonal antiidiotipico segun la reivindicacion 4, caracterizado porque es una IgG1kappa.

6. Anticuerpo monoclonal antiidiotipico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque se
trata de un fragmento f(ab)2, de un fragmento Fab’, de un fragmento Fab.

7. Anticuerpo monoclonal antiidiotipico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque esta
producido por la hibridoma 18B6 depositada con el numero de registro CNCM 1-3559 en la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (CNCM).

8. Linea celular estable que produce un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada
porque la cepa celular se elige dentro del grupo que consiste en: SP2/0, YB2/0, IR983F, el mieloma humano
Namalwa, PERCSG, las lineas CHO, particularmente CHO-K-1, CHO-Lec10, CHO-Lec1, CHO-Lec13, CHO Pro-5,
CHO dhfr-, Wil-2, Jurkat, Vero, Molt-4, COS-7, 293-HEK, BHK, K6H6, NSO, SP2/0-Ag 14 y P3X63Ag8.653.

9. Hibridoma 18B6 depositada con el numero de registro CNCM 1-3559 en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM).

10. Composicion farmacéutica que contiene un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y al
menos un excipiente y/o al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptables.

11. Composicién segun la reivindicacion 12, caracterizada porque ademas comprende un anticuerpo monoclonal
antiidiotipico dirigido contra un anticuerpo anti-FVIIl dirigido contra un dominio distinto al dominio C1 del factor VIII,
particularmente un anticuerpo antiidiotipico dirigido contra un anticuerpo anti-FVIII dirigido contra el dominio C2 del
factor VIII y/o un anticuerpo dirigido contra el dominio A2 del factor VIII.

12. Uso de un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para la fabricacion de un medicamento
destinado al tratamiento de la hemofilia de tipo A, particularmente una hemofilia de tipo A con inhibidores.

13. Uso de un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para neutralizar in vitro la actividad
inhibidora de un anticuerpo inhibidor dirigido contra el dominio C1 del factor VIII.

14. Uso de un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para la detecciéon y/o la purificacion in
vitro de anticuerpos inhibidores del factor VIII.
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