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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-fXl y métodos de uso
Campo

La presente divulgacion se refiere a anticuerpos monoclonales especificos para el factor de coagulaciéon Xl (fXI) y
sus métodos de uso.

Antecedentes

La trombosis es un término general para las enfermedades causadas por la acumulacién localizada de elementos
sanguineos circulantes dentro de la vasculatura que da lugar a oclusion del vaso. Los farmacos antitrombéticos
convencionales pueden inhibir el crecimiento del trombo al atacar las vias de coagulacién (por ejemplo, heparina y
warfarina) o mecanismos dependientes de plaquetas (como la aspirina o el clopidogrel). Los agentes tromboliticos
(por ejemplo, la estreptoquinasa) se usan para degradar los trombos in situ para restaurar el flujo sanguineo. A pesar
de los avances en este campo, la busqueda de nuevas estrategias continua debido a que los tratamientos existentes
alteran la hemostasia y deben administrarse en dosis que no logran la maxima eficacia (Gruber y Hanson, Curr.
Pharm. Des. 9(28):2367-2374, 2003).

La hemostasia es una funcion vital que detiene el sangrado y protege la integridad de la circulacién sanguinea tanto
a nivel molecular como macroscopico. La hemostasia incluye una cascada de coagulacion de enzimas activables
secuencialmente que tradicionalmente se divide en tres partes: (1) una via intrinseca, que incluye interacciones de
proteinas de coagulacién sanguinea que conducen a la generacion del factor IXa de coagulacion sin la participacion
del factor Vlla de coagulacion; (2) una via extrinseca, que incluye interacciones de proteinas de coagulacion de la
sangre que conducen a la generacion del factor de coagulacion Xa y / o 1Xa sin la participacion del factor XI; y (3)
una via de coagulaciébn comun, incluidas las interacciones de las proteinas de coagulacién sanguinea Il, V, VIII, IX 'y
X que conducen a la generacion de trombina. La trombina activa las plaquetas y genera fibrina, ambos elementos
componentes esenciales del tapén hemostatico responsables de sellar la brecha vascular. La ausencia completa de
trombina o plaquetas provoca la paralisis de la hemostasia y conduce a una hemorragia letal.

Los plasmas de mamiferos placentarios y marsupiales contienen factor XI (fXI) (Ponczek et al., J. Thromb. Haemost.
6: 1876-1883, 2008), el cimdégeno de una proteasa plasmatica (fXla) que contribuye a la formacion y estabilidad de la
fibrina a través de la activacion del factor IX (Furie et al., Hematology: Basic Principles and Practice, 4* ed. Nueva
York: Churchill Livingstone 1931, 2005). La deficiencia de fXI produce un trastorno hemorragico inducido por
traumatismos variables en seres humanos y otras especies (Seligsohn et al., Thromb. Haemost. 98:84 -89, 2007;
Knowler et al., J. Am. Vet. Med. Assoc. 205:1557 -61, 1994; Ghanem et al., J. Vet. Med. Sci. 67: 713-715 (2005);
Troxel et al., J. Am. Anim. Hosp. Assoc. 38:549 -553, 2002). EI mecanismo fisiolégico mediante el cual se ha
convertido el fXI en fXI ha sido objeto de debate (Pedicord et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 104:12855 -12860,
2007; Blat y Seiffert, Thromb. Haemost. 99:457 -460, 2008). Cuando la sangre se expone a una superficie cargada,
el proceso de activacion por contacto convierte el factor XII (fXIl) en la proteasa fXlla, que luego activa el fXI (Gailani
y Broze, Metabolic and Molecular Basis of Inherited Disease, Scriver et al., eds., Nueva York, NY: McGraw-Hill,
paginas 4433-4453, 2001). La contribucion de esta reaccion a la hemostasia es incierta porque la deficiencia de fXII,
a diferencia de la deficiencia de fXI, no esta asociada a hemorragia anormal en ninguna especie en la que se ha
identificado (Gailani and Broze, Metabolic and Molecular Basis of Inherited Disease, Scriver et al., eds., Nueva York,
NY: McGraw-Hill, paginas 4433-4453, 2001). Esta es una pieza clave de la evidencia de apoyo para las hipotesis
que proponen que el fXI se activa durante la hemostasia por accién de una proteasa distinta de fXlla, o que los
mecanismos auxiliares para la activacion de fXI pueden compensar la ausencia de fXlla (Broze et al., Biochemistry
29: 7539-7546, 1990; Davie et al., Biochemistry 30:10363-10370, 1991; Renné et al., Expert Rev. Cardiovasc. Ther.
5:733 -741, 2007).

Ademas del fXlla, otros candidatos a activadores de fXI incluyen a-trombina (Naito et al., J. Biol. Chem. 266:7353 -
7358, 1991; Gailani et al., Science 253:909-912, 1991), meizotrombina (von dem Borne et al., Thromb. Haemost. 78:
834-839, 1997) y fXla (autoactivacion) (Naito ef al., J. Biol. Chem. 266:7353 -7358, 1991; Gailani et al., Science
253:909-912 (1991). La trombina ha recibido mucha atencién en este sentido. El trabajo de varios laboratorios apoya
un modelo en el que la trombina u otra proteasa generada al principio de la coagulacién activa el fXI (von dem Borne
et al., Thromb. Haemost. 78:834 -839, 1997; von dem Borne et al., Blood 86:3035-3042, 1995; von dem Borne et al.,
J. Clin. Invest. 99:2323 -2327, 1997; Cawthern et al., Blood 91:4581-4592, 1998; Keularts et al., Thromb. Haemost.
85:1060 -1065, 2001; Oliver et al., Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 19:170 -177, 1999; Wielders et al., Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 24: 1138-1142, 2004), de modo que el fXla mantiene la coagulacion. Esta hipoétesis ha sido
cuestionada por un estudio que no encontrd evidencia de activacion de fXI en plasma estimulado por trombina o por
factor tisular (TF) en ausencia de fXII (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 104:12855 -12860, 2007). Este trabajo también
mostré que el proceso de recoleccion y preparacion de plasma puede generar fXla, dando la falsa impresion en
ensayos posteriores de que se ha producido activacion de fXI independiente de fXlla. Estas observaciones han sido
presentadas en apoyo de una hipétesis, propuesta anteriormente por otros investigadores (Brunnée et al., Blood
81:580-586, 1993), de que la hemostasia normal en la deficiencia de fXII refleja la pérdida de procesos iniciados por



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2720594 T3

fXlla, tales como la fibrinolisis, que anula la propension a sangrar por la pérdida simultanea de la activacion del fXI
(Pedicord et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 104:12855 -12860, 2007; Blat et al., Thromb. Haemost. 99:457 -460,
2008).

El factor de coagulacién XIl (fXIl) se ha considerado durante mucho tiempo como un posible objetivo de la terapia
antitrombotica segura. Sin embargo, todavia no se ha identificado un inhibidor lo suficientemente potente para la
actividad del fXII, tal como un potente y util anticuerpo. Anteriormente se ha descrito un inhibidor de fXla de molécula
pequefia; sin embargo, este inhibidor enzimatico irreversible bloquea tanto el la fXla como la calicreina plasmatica
(Schumacher et al., Eur. J. Pharmacol. 570(1-3):167-174, 2007). Por lo tanto, existe la necesidad de un potente,
inhibidor de fXI universal y especifico.

Yamashita et al., (2006) Journal of Thrombosis and Haemostasis, 4: 1496-1501, desvelan el anticuerpo XI-5108 que
inhibe la activacion del factor X1 a Xla.

Sumario

En el presente documento se describen anticuerpos monoclonales, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos,
que son especificos para el factor de coagulacion Xl (fXI) y reconocen universalmente al fXI de numerosas especies
de mamiferos. Los anticuerpos desvelados evitan la activaciéon de fXI por fXlla, pero no interfieren con la activacion
de fXI mediada por la trombina o el factor tisular, lo cual es importante para el mantenimiento de la hemostasia.

La invencion se define en la reivindicaciéon 1 y las reivindicaciones dependientes. De acuerdo con un aspecto de la
invencion, se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo
especifico para el factor de coagulacion Xl (fXI) y que se une a fXI de manera competitiva con el anticuerpo que
tiene la cadena ligera variable (VL) de la SEQ ID NO: 1 y la cadena pesada variable (Vi) de la SEQ ID NO: 3, en la
que: la cadena ligera variable (VL) del anticuerpo monoclonal comprende CDR1, CDR2 y CDR3 cada uno con los
respectivos aminoacidos 24-34, 50-63 y 91-98 de la SEQ ID NO: 1 y la cadena pesada variable (Vi) del anticuerpo
monoclonal comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con los respectivos aminoacidos 31-35, 50-68 y 98-105 de la SEQ ID
NO: 3.

En ejemplos especificos, los anticuerpos monoclonales incluyen una VL con una secuencia de aminoacidos que
comprende la SEQ ID NO: 1 y una Vu con una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO:3.

En el presente documento también se proporcionan inmunoconjugados que comprenden los anticuerpos especificos
de fXI y un compariero de fusién, tal como una molécula efectora, una etiqueta o un polipéptido heterélogo, asi como
composiciones que comprenden los anticuerpos e inmunoconjugados. Ademas, se proporcionan moléculas de acido
nucleico aisladas que codifican los anticuerpos e inmunoconjugados desvelados en el presente documento, vectores
que comprenden las moléculas de acido nucleico aisladas y células huésped aisladas transducidas por los vectores.

Adicionalmente se desvela un método para inhibir la activacién de fXI por fXlla en un sujeto seleccionando un sujeto
que necesita tratamiento y administrando al sujeto una cantidad inhibitoria de un anticuerpo especifico para fXI
desvelados en el presente documento, o un inmunoconjugado o una composicion del mismo. En algunos enfoques,
el sujeto que necesita tratamiento es un sujeto que tiene o esta en riesgo de desarrollar trombosis, o es un sujeto
con activacion patoldgica de fXI.

Los anteriores y otros objetos, caracteristicas, y ventajas de la invencion seran mas evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada, que procede con referencia a las figuras adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-1E son graficos que muestran el efecto de fXI en la generacién de trombina en plasma deficiente
en fXI. La generacién de trombina en plasma se muestra como un area bajo la curva (AUC) para la figura 1Ay la
figura 1B o la generacion de trombina en el tiempo para las figuras 1C-1E. La coagulacion se inicié con (A) Ca?*y
concentraciones variables de TF en presencia (barras blancas) o ausencia (barras negras) de fXI; (B) TF 0,23 pM
y Ca?* (barras blancas) o Ca?* solo (barras negras) a concentraciones variables de fXI; (C) Ca%*y 1,6 pM (curvas
1y 2) 00,23 pM (curvas 3y 4) TF en presencia (curvas 1y 3) o ausencia (curvas 2 y 4) de XI; (D) Ca?* y fXa 30
pM (curvas 1y 2) o 6 pM (curvas 3 y 4), en presencia (curvas 1y 3) o ausencia (curvas 2 y 4) de fXI; o (E) o-
trombina 5 nM en presencia (curva 1) o ausencia (curva 2) de fXla.

Las figuras 2A y 2B son graficos que muestran el efecto de fXI recombinante en la generacion de trombina en
plasma deficiente en fXI. Se muestra la generacion de trombina en plasma deficiente en fXI con (A) fosfolipidos o
(B) plaquetas purificadas en gel y fXI"T recombinante (1), (2) vehiculo, (3) XI-Ala%®” o (4) XI-Ala195-197,

Las figuras 3A-3C son graficos que muestran el efecto de fXI-Ala®-%4 recombinante sobre la generacion de
trombina en plasma deficiente en fXI. (A) Activacion de fXIWT 25 nM (cuadrados blancos y circulos blancos) o fXI-
Ala®38 (cuadrados negros y circulos negros) por fXlla 5 nM (cuadrados blancos y negros) o a-trombina 15 nM
(circulos blancos y negros). La generacion de fXla se siguié de escision de S2366. (B y C) Generacion de
trombina en plasma deficiente en fXI con (B) fosfolipidos o (C) plaquetas purificadas en gel y fXI"T recombinante
(1), (2) vehiculo o (3) XI-Ala883,
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Las figuras 4A y 4B son graficos que muestran el efecto de fXla sobre la generacion de trombina en plasma
deficiente en fXI. Se muestra la generacion de trombina en plasma deficiente en fXI suplementado con (A)
vehiculo o (B) fXI 30 nM. La coagulacién se inici6 con (1) fXla 300, (2) 30, (3) 3,0 o (4) 0,3 pM.

Las figuras 5A-5C son inmunotransferencias que utilizan anticuerpos monoclonales anti-factor XI y una grafica
que muestra el efecto de los anticuerpos fXI sobre la activacién de fXI. Transferencias Western de fXI
recombinante y PK utilizando (A) IgG O1A6 anti-fXI humano o (B) IgG 14E11 anti-fXI murino como anticuerpo
primario. Las abreviaturas en la parte superior de las transferencias indican fXI (H) humano; fXI murino (M); fXI
humano con los dominios A1, A2, A3 o A4 de la precalicreina humana; y precalicreina humana (PK). Obsérvese
que X1 / PKA4 es aproximadamente la mitad de la masa molecular de otras especies de fXI. Esto se debe a que
el dominio A4 de PK no puede mediar en la formacion de dimeros. Las posiciones de los patrones de masa
molecular se siembran a la izquierda del panel A. (C) Activacion de fXI 25 nM con fXlla 5 nM (circulos blancos y
negros) o a-trombina 15 nM (cuadrados y triangulos blancos) en presencia (circulos negros y triangulos blancos)
o ausencia (circulos y cuadrados blancos) de IgG 14E11 100 nM. La generacion de fX| se siguié de escision de
S2366.

Las figuras 6A-6C son graficos que muestran el efecto de la IgG O1A6 anti-fXI sobre la generacién de trombina
en plasma deficiente en fXIl. Se muestra la generacion de trombina en plasma deficiente en fXII en el que se
inicio la coagulacion mediante la adicion de Ca?*y (A) TF 0,23 pM, (B) a-trombina 5 nM o (C) o-trombina 10 nM
en ausencia (curvas marcadas con 1) o presencia (curvas marcadas con 2) de IgG O1A6 anti-fXI humano 50 nM.
Las figuras 7A y 7B son graficos que muestran los efectos de IgG O1A6 y 14E11 anti-fX| sobre la generacion de
trombina en plasma deficiente en fXII inducido a coagular con a-trombina o fXlla. (A) Generacién de trombina en
plasma deficiente en fXIl inducida a coagular con Ca?* y a-trombina 5 nM (curvas 1-3) o vehiculo (curva 4). La
generacién de trombina en la curva 2 esta en presencia de IgG O1A6 anti-fXI 50 nM y la curva 3 en presencia de
anti-fXI 14E11 50 nM. (B) Generacion de trombina en plasma deficiente en fXlI inducida a coagular con Ca?* y
fXlla 1 nM en presencia de (1) vehiculo, (2) 50 pg / ml de CTl o (3) IgG 14E11 anti-fXI 50 nM.

La figura 8 es un esquema que representa las cascadas de generacion de trombina hemostatica y trombética. El
anticuerpo monoclonal 14E11 bloquea la activacion de fXI por fXlla.

La figura 9 muestra una inmunotransferencia de fXI inmunoprecipitado de plasma recolectado de diversas
especies de mamiferos y una especie aviar (pollo). Se obtuvo plasma o suero de las especies indicadas y se
inmunoprecipitd con 14E11. El eluato se separé en geles de poliacrilamida-SDS y se sometio a
inmunotransferencia con 14E11 biotinilado, seguido de estreptavidina-HRP.

Las figuras 10A y 10B son inmunotransferencias de proteinas fXI recombinantes. (A) Se generaron proteinas
quiméricas en las que los cuatro dominios manzanas fXI individuales (A1-A4) se intercambiaron con el dominio
correspondiente de precalicreina (PK).

Las proteinas quiméricas se separaron por electroforesis y se sometieron a inmunotransferencia con 14E11. (B)
Se generaron proteinas de fusion en las que cada dominio manzana individual de fXI se fusioné con el activador
del plasminégeno tisular (tPA). Las proteinas de fusion se separaron por electroforesis y se sometieron a
inmunotransferencia con 14E11.

Listado de secuencias

Las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos enumeradas en el listado de secuencias adjunto se muestran
usando abreviaturas de letras estandar para las bases nucleotidicas y un codigo de tres letras para aminoacidos, tal
como se define en 37 C.F.R. 1.822. Solo se muestra una cadena de cada secuencia de acido nucleico, pero se
entiende que la cadena complementaria esta incluida en cualquier referencia a la cadena mostrada. en el listado de
secuencias adjunto:

La SEQ ID NO:1 es la secuencia de aminoacidos de la VL de14E11.

La SEQ ID NO: 2 es la secuencia de nucleétidos de la V. de 14E11 (y codifica la SEQ ID NO:1).
La SEQ ID NO:3 es la secuencia de aminoacidos de la Vi de 14E11.

La SEQ ID NO: 4es la secuencia de nucleétidos de la V1 de 14E11 (y codifica la SEQ ID NO: 3).

Descripcion detallada
I. Introduccién

El factor de coagulacion Xl (fXIl) se ha considerado recientemente como un posible objetivo de la terapia
antitrombotica segura (Renné et al., J Exp Med. 202(2):271-81, 2005; Kleinschnitz et al., J Exp Med. 203(3):513-8,
2006). Sin embargo, todavia no se ha identificado un inhibidor lo suficientemente potente para la actividad del XII,
tal como un potente y util anticuerpo. Una de las posibles razones del fracaso es que el fXIl es una proteina
abundante en la sangre y, cuando se activa, se convierte en una enzima muy activa que es dificil de bloquear in vivo.

En el presente documento se desvela la identificacion de un anticuerpo que se dirige al sustrato procoagulante de
X1l activado (fXlla). La orientaciéon del sustrato en lugar de la enzima es beneficiosa porque la concentraciéon del
sustrato coagulante, el factor Xl (fXI), es significativamente menor que la concentracién de fXII. Por otra parte, es util
apuntar al sustrato (fXI) en lugar de a la enzima (fXlla), debido a que este enfoque proporciona una especificidad de
tratamiento sin precedentes y deja otras, actividades biologicas potencialmente beneficiosas de fXlla, tal como la
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activacion de precalicreina (y, por lo tanto, la produccion de bradiquinina), intactas. La orientacion del sustrato da
como resultado el efecto farmacodinamico muy especifico de la actividad anticoagulante exclusiva, por inhibicion de
la actividad procoagulante del complejo de activacion por contacto y, por lo tanto, de la cascada de coagulacién
intrinseca.

Se cree que el factor de coagulacién Xl contribuye a la trombosis, una afeccién patolégica que, dependiendo de su
localizacién anatomica, da como resultado enfermedades de alta mortalidad, incluyendo las principales causas de
muerte (como el infarto de miocardio, ictus isquémico, tromboembolia pulmonar, coagulacién intravascular
diseminada (CID) y sindrome de respuesta inflamatoria sistémica grave (SSIRS) en infecciones y otras afecciones).
El £XI es una proenzima (cimdgeno) que puede ser activada por al menos otras tres enzimas, el factor Xlla (fXlla), la
trombina (flla) y el factor Xla (fXla). El factor Xl activado (fXla) activa a continuacion el factor IX (fIX) y, finalmente,
amplifica la generacién de trombina.

En el presente documento se desvela la identificacién y caracterizacion de un anticuerpo monoclonal (14E11)
especifico para fXI. 14E11 es un anticuerpo monoclonal IgG2 murino que se une al dominio A2 de fXI e inhibe su
activacion por fXlla. El anticuerpo no bloquea la activacién de fXI por la trombina o el factor tisular, ni la activaciéon de
precalicreina por fXlla, ni bloquea la actividad de fXla. Los hallazgos desvelados en el presente documento indican
que es posible apuntar a la activacion mediada por fXlla de fXI, que promueve el crecimiento del trombo, sin interferir
con la activacion de fXI mediada por trombina que es importante para la hemostasia.

En particular, en el presente documento se describe el descubrimiento de que 14E11 prolonga el tiempo de
tromboplastina parcial activada (APTT) de todos los plasmas de mamifero analizados, incluyendo ratén, ser humano,
babuino y otros. Esto ilustra que 14E11 (y sus fragmentos de unién, asi como los anticuerpos monoclonales que se
unen competitivamente con 14E11) son potentes agentes antitrombéticos. Ademas, los estudios descritos en el
presente documento revelan que 14E11 es antitrombético en un modelo de ratdén de trombosis arterial aguda y que
inhibe la formacién de trombos en un modelo de trombosis de primates.

En consecuencia, los anticuerpos especificos de fXI de la presente divulgacion son seguros para el tratamiento de
enfermedades trombéticas en las que la activacion de fXI por fXlla tiene un papel patogénico. Dado que la activacion
de fXI hemostatico y las actividades beneficiosas de FXlla no se ven afectadas por este anticuerpo, este anticuerpo
representa un anticoagulante monoespecifico que no tiene ningun efecto secundario hemorragico (alteraciéon de la
hemostasia) u otro efecto secundario dependiente de FXlla. Por lo tanto, es diferente de otros inhibidores de fXI que
bloquean tanto el efecto protrombético (efecto negativo, perjudicial) como el prohemostasico (efecto positivo,
beneficioso) de fXI. También es diferente de los inhibidores directos de FXlla que bloquean las actividades tanto
beneficiosas (fisioldgicas) como perjudiciales (patolégicas) de FXlla.

1. Abreviaturas

APTT Tiempo de tromboplastina parcial activada
AUC Area bajo la curva

ASC Seroalbumina bovina

CAT Trombografia automatizada calibrada
CTI Inhibidor de la tripsina del maiz

DFP Diisopropilfluorofosfato

CID Coagulacién intravascular diseminada
ETP Potencial endégeno de la trombina
fix Factor IX

XI Factor XI

fXla Factor activado XI

Xl Factor XII

fXlla Factor XII activado

Cl Concentracion inhibitoria

Ig Inmunoglobulina

PK Precalicreina

PRP Plasma rico en plaquetas

PTT Tiempo de tromboplastina parcial
RBC Cefalina de cerebro de conejo

SDS Dodecilsulfato de sodio

SSIRS Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica grave
TF Factor tisular

tPA Activador del plasminogeno tisular
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VH Cadena pesada variable
VL Cadena ligera variable

Ill. Términos y métodos

A menos que se indique otra cosa, los términos técnicos se usan de acuerdo con su uso convencional. Pueden
encontrarse definiciones de términos comunes sobre biologia molecular en Benjamin Lewin, Genes V, publicado por
Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al., (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology,
publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and
Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).

Para facilitar la revisién de las diversas realizaciones de la divulgacién, se proporcionan las siguientes explicaciones
de términos especificos:

Administracion: La introduccion de una composicion en un sujeto por una via elegida. Por ejemplo, si la via
elegida es intravenosa, la composicién se administra introduciendo la composicion en una vena del sujeto.
Animal: Organismos vertebrados multicelulares vivos, una categoria que incluye, por ejemplo, cualquier
mamifero. El término mamifero incluye mamiferos tanto humanos como no humanos. De forma analoga, El
término "sujeto” incluye sujetos tanto humanos como veterinarios.

Anticuerpo: Un ligando polipeptidico que comprende al menos una region variable de inmunoglobulina de
cadena ligera o cadena pesada que reconoce especificamente y se une a un epitopo de un antigeno, tal como
X1 o un fragmento del mismo. Los anticuerpos estan compuestos por una cadena pesada y una ligera, cada una
de los cuales tiene una region variable, denominada la region variable pesada (VH) y la regidn variable ligera (VL).
Conjuntamente, la regién Vu y la region VL son responsables de la unién al antigeno reconocido por en
anticuerpo.

Los anticuerpos incluyen inmunoglobulinas intactas y las variantes y porciones de anticuerpos bien conocidos en la
técnica, tales como fragmentos Fab, fragmentos Fab', fragmentos F(ab’)2, proteinas Fv de cadena sencilla ("scFv") y
proteinas Fv estabilizadas con disulfuro ("dsFv"). Una proteina scFv es una proteina de fusion en la que una regién
variable de cadena ligera de una inmunoglobulina y una region variable de cadena pesada de una inmunoglobulina
estan unidas por un enlazador, mientras que en dsFvs, las cadenas han mutado para introducir un enlace disulfuro
para estabilizar la asociacion de las cadenas. El término también incluye formas genéticamente modificadas, tales
como anticuerpos quiméricos (por ejemplo, anticuerpos murinos humanizados) y anticuerpos heteroconjugados
(tales como anticuerpos biespecificos). Véase también, Pierce Catalog and Handbook, 1994-1995 (Pierce Chemical
Co., Rockford, IL); Kuby, J., Immunology, 32 Ed., W. H. Freeman & Co., Nueva York, 1997.

Por lo general, una inmunoglobulina de origen natural tiene cadenas pesadas (H) y cadenas ligeras (L)
interconectadas por enlaces disulfuro. Hay dos tipos de cadena ligera, lambda (A) y kappa (k). Existen cinco clases
principales de cadena pesada (o isotipos) que determinan la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: IgM,
IgD, IgG, IgA e IgE.

Cada cadena pesada y ligera contiene una region constante y una region variable (las regiones también se conocen
como "dominios"). En combinacion, las regiones variables de las cadenas pesada y ligera se unen especificamente
al antigeno. Las regiones variables de la cadena ligera y pesada contienen una regién "marco" interrumpida por tres
regiones hipervariables, también llamadas "regiones determinantes de la complementariedad" o "CDR". Se ha
definido la extension de la regiébn marco y las CDR (véase, Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, U.S. Department of Health and Human Services, 1991). La base de datos de Kabat e encuentra ahora
online. Las secuencias de las regiones marco de diferentes cadenas ligeras o pesadas estan relativamente
conservadas dentro de una especie, tales como los seres humanos. La region marco de un anticuerpo, que es las
regiones marco combinadas de las cadenas ligeras y pesadas constituyentes, sirve para posicionar y alinear las
CDR en el espacio tridimensional.

Las CDR son responsables principalmente de la unién a un epitopo de un antigeno. Las CDR de cada cadena se
denominan normalmente CDR1, CDR2 y CDR3, numeradas secuencialmente a partir del extremo N, y también se
identifican normalmente por la cadena en la que esta ubicada la CDR particular. Por lo tanto, una CDR3 de Vh esta
ubicada en el dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo en el que se encuentra, mientras que una CDR1
de VL es la CDR1 del dominio variable de la cadena ligera del anticuerpo en el que se encuentra. Un anticuerpo que
se une a fXI tendra una region Vu especifica y la secuencia de la regiéon VL y, por lo tanto, secuencias de CDR
especificas. Los anticuerpos con diferentes especificidades (es decir, diferentes sitios de combinacion para
diferentes antigenos) tienen diferentes CDR. Aunque son las CDR las que varian de un anticuerpo a otro, solo un
namero limitado de posiciones de aminoacidos dentro de las CDR estan directamente involucradas en la unién al
antigeno. Estas posiciones dentro de las CDR se denominan residuos que determinan la especificidad (SDR).

Las referencias a "VH" 0 "VH" se refieren a la regién variable de una cadena pesada de inmunoglobulina, incluyendo
la de un Fv, scFv, dsFv o Fab. Las referencias a "V." o "VL" se refieren a la region variable de una cadena ligera de
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inmunoglobulina, incluyendo la de un Fv, scFv, dsFv o Fab.

Un "anticuerpo monoclonal" es un anticuerpo producido por un unico clon de linfocitos B o por una célula en la que
se han transfectado los genes de las cadenas ligera y pesada de un solo anticuerpo. Los anticuerpos monoclonales
se producen mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, haciendo células hibridas
formadoras de anticuerpos a partir de una fusion de células de mieloma con células de bazo inmunes. Los
anticuerpos monoclonales incluyen anticuerpos monoclonales humanizados. Como se usa en el presente
documento, "anticuerpos monoclonales" incluye ademas fragmentos de unién a antigeno, tales como fragmentos Fv,
scFv, dsfv o fab.

Un "anticuerpo quimérico" tiene restos marco de una especie, tales como de seres humanos y CDR (que
generalmente confieren unién a antigeno) de otras especies, tales como un anticuerpo murino que se une
especificamente a fXI.

Una inmunoglobulina "humanizada" es una inmunoglobulina que incluye una regién marco humana y una o mas
CDR de una inmunoglobulina no humana (por ejemplo, de ratén, de rata, o sintética). La inmunoglobulina no humana
que proporciona las CDR se denomina "donante" y la inmunoglobulina humana que proporciona el marco se
denomina "aceptora". En una realizacion, todas las CDR provienen de la inmunoglobulina donante en una
inmunoglobulina humanizada. Las regiones constantes no necesitan estar presentes, pero si lo estan, deben ser
sustancialmente idénticas a las regiones constantes de inmunoglobulina humana, es decir, al menos
aproximadamente un 85-90 %, tal como aproximadamente un 95 % o mas idénticas. Por lo tanto, todas las partes de
una inmunoglobulina humanizada, excepto posiblemente las CDR, son sustancialmente idénticas a las partes
correspondientes de las secuencias de inmunoglobulina humana natural. Un "anticuerpo humanizado" es un
anticuerpo que comprende una cadena ligera humanizada y una cadena pesada humanizada de inmunoglobulina.
Un anticuerpo humanizado se une al mismo antigeno que el anticuerpo donante que proporciona las CDR. El marco
aceptor de una inmunoglobulina o anticuerpo humanizado puede tener un numero limitado de sustituciones por
aminoacidos tomados del marco donante. Los anticuerpos humanizados u otros anticuerpos monoclonales pueden
tener sustituciones de aminoacidos conservadoras adicionales que no tienen sustancialmente ningun efecto sobre la
unioén al antigeno u otras funciones de inmunoglobulina. Las inmunoglobulinas humanizadas se pueden construir por
medio de ingenieria genética (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N.° 5.585.089).

Un anticuerpo "humano" (también llamado anticuerpo "completamente humano") es un anticuerpo que incluye
regiones marco humanas y todas las CDR de una inmunoglobulina humana. En un ejemplo, el marco y las CDR
proceden de la misma secuencia de aminoacidos de cadena pesada y / o ligera de origen humano. Sin embargo, las
regiones marco de un anticuerpo humano pueden disefiarse para incluir CDR de un anticuerpo humano diferente.
Todas las partes de una inmunoglobulina humana son sustancialmente idénticas a las partes correspondientes de
las secuencias de inmunoglobulina humana natural.

Anticoagulante: Un compuesto (tal como un agente farmacéutico o molécula) que previene o inhibe la coagulacién
de la sangre. Los anticoagulantes farmacéuticos pueden usarse para tratar trastornos trombéticos, tales como
trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, infarto de miocardio y apoplejia.

Fragmento de unién a antigeno: Como se usa en el presente documento, un fragmento de union a antigeno de un
anticuerpo monoclonal es una porcién de un anticuerpo monoclonal que conserva su capacidad para unirse
especificamente al antigeno contra el cual se gener6 el anticuerpo monoclonal. Los fragmentos de unioén a antigeno
incluyen, aunque sin limitaciones, fragmentos Fab, fragmentos Fab', fragmentos F(ab’)2, proteinas Fv de cadena
sencilla y proteinas Fv estabilizadas con disulfuro.

Antitrombético: Cualquier compuesto (tal como un agente farmacéutico o molécula) que prevenga o inhiba la
formacion de un trombo. Los agentes antitromboticos incluyen anticoagulantes (que limitan la capacidad de las
plaquetas para coagular), farmacos antiplaquetarios (que limitan la migracion y agregacion de plaquetas) y farmacos
tromboliticos (que disuelven los coagulos después de formarse).

Afinidad de unién: Afinidad de un anticuerpo por un antigeno. En un enfoque, la afinidad se calcula mediante una
modificacién del método de Scatchard descrito por Frankel et al. ((Mol. Immunol., 16:101 -106, 1979). En otro
enfoque, la afinidad de unién se mide por una tasa de disociacion antigeno / anticuerpo. En otro enfoque, una alta
afinidad de unién se mide mediante un radioinmunoensayo de competicion. En otro enfoque, la afinidad de unién se
mide mediante ELISA.

Trastorno hemorragico: Se refiere a cualquier defecto congénito, adquirido o inducido que da como resultado un
sangrado anormal (o patologico). Los ejemplos incluyen, aunque no de forma limitativa, trastornos de coagulaciéon o
hemostasia insuficiente, tal como hemofilia A (una deficiencia en el Factor VIIl), hemofilia B (una deficiencia en el
Factor 1X), hemofilia C (una deficiencia en el factor Xl), deficiencias de otros factores de coagulacién (tal como el
factor VII o el factor XIll), niveles anormales de inhibidores del factor de coagulacién, trastornos plaquetarios,
trombocitopenia, deficiencia de vitamina K y la enfermedad de von Willebrand.
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Coagulacion: El proceso de polimerizaciéon de monémeros de fibrina, que da como resultado la transformacion de
sangre o plasma de una fase liquida a una de gel. La coagulacién de la sangre liquida puede producirse in vitro,
intravascularmente o en una superficie del tejido expuesta y dafiada. La coagulacién sanguinea in vitro da como
resultado una sangre gelificada que mantiene los componentes celulares y otros componentes de la sangre en
esencialmente las mismas proporciones relativas que se encuentran en la sangre no coagulada, excepto por una
reduccion en el contenido de fibrindbgeno y un aumento correspondiente en la fibrina.

Inhibidor competitivo: Cualquier molécula que se complete con otra molécula para unirse a un sustrato (tal como
un antigeno). Los métodos para identificar moléculas que son inhibidores competitivos son bien conocidos en la
técnica (por ejemplo, ensayos de union competitiva).

Variantes conservadoras: Las sustituciones de aminoacidos "conservadoras" son las sustituciones que no afectan
ni disminuyen sustancialmente la afinidad de un anticuerpo por el fXI. Por ejemplo, un anticuerpo que se une
especificamente a fXI puede incluir, como maximo, aproximadamente 1, como maximo aproximadamente 2, como
méaximo aproximadamente 5 y, como maximo, aproximadamente 10 o, como maximo aproximadamente 15
sustituciones conservadoras y se unen especificamente al polipéptido fXI. El término variacion conservadora también
incluye el uso de un aminoacido sustituido en lugar de un aminoacido parental no sustituido, siempre que el
anticuerpo se una especificamente a fXI. Las sustituciones no conservadoras son aquellas que reducen una
actividad o unién a fXI.

Los expertos en la técnica conocen bien las tablas de sustitucion de aminoacidos conservadoras que proporcionan
aminoacidos funcionalmente similares. Los siguientes seis grupos son ejemplos de aminoacidos que se consideran
sustituciones conservadoras entre si:

1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T);

2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (1), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); y
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W).

Regidn determinante de la complementariedad (CDR): Secuencias de aminoacidos que juntas definen la afinidad
y especificidad de union de la region Fv natural de un sitio de unién de Ig nativa. Las cadenas ligeras y pesadas de
una Ig tienen cada una tres CDR, denominadas L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3 e H-CDR1, H-CDR2, H-CDRS3,
respectivamente.

Poner en contacto: Colocaciéon en asociacion fisica directa; incluye tanto en forma solida como liquida.

Dominio: Una estructura de proteina que conserva su estructura terciaria independientemente del resto de la
proteina. En algunos casos, los dominios tienen propiedades funcionales discretas y se pueden afadir, eliminar o
transferir a otra proteina sin pérdida de funcion.

Molécula efectora (ME): La porcion de una molécula quimérica que se entiende que tiene un efecto deseado en
una célula o sistema o sustancia a la que se dirige la molécula quimérica. El término molécula efectora es
intercambiable con el resto efector, agente terapéutico, agente de diagnoéstico, y términos similares.

Los agentes terapéuticos incluyen compuestos tales como &acidos nucleicos, proteinas (incluidos anticuerpos
monoclonales y fragmentos de union a antigeno de los anticuerpos monoclonales), péptidos, aminoacidos o
derivados, glucoproteinas, radioisotopos, lipidos, hidratos de carbono, virus recombinantes o toxinas. Los restos
terapéuticos y de diagnostico de acidos nucleicos incluyen acidos nucleicos antisentido, oligonucleotidos derivados
para la reticulacion covalente con ADN simple o duplex, y oligonucleétidos que forman triplex. Los agentes o restos
de diagnostico incluyen radiois6topos y otros marcadores detectables. Las etiquetas detectables utiles para tales
fines también son bien conocidas en la técnica e incluyen isétopos radiactivos, tales como 2P, 25|, y 131|, fluoréforos,
agentes quimioluminiscentes y enzimas.

Epitopo: Un determinante antigénico. Estos son grupos quimicos particulares o secuencias peptidicas en una
molécula que son antigénicas, es decir, que provocan una respuesta inmune celular especifica. Un anticuerpo se
une especificamente a un epitopo antigénico particular en un polipéptido, tales como fXI.

Factor XI (fXI): fXI es la forma cimogena del factor Xl activado (fXla), una enzima implicada en la coagulacion. Esta
proteina se encuentra solo en los mamiferos. El fXI es activado por el fXlla, la trombina y mediante un mecanismo
autocatalitico (véase la figura 8). El fXI se sintetiza como una sola cadena polipeptidica, pero circula como un
homodimero formado por enlaces disulfuro. Cada cadena polipeptidica de fXI es de aproximadamente 80 kD.
Durante la activacién del factor Xl, un enlace peptidico interno es escindido por el factor Xlla en cada una de las dos
cadenas, y da como resultado el factor Xla activado, una serina proteasa compuesta por dos cadenas pesadas y dos
ligeras unidas por enlaces disulfuro. El factor X| activado desencadena la fase media de la via intrinseca de la
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coagulacién sanguinea activando el factor IX. Los defectos en este factor conducen al sindrome de Rosenthal
(también conocido como hemofilia C), una anomalia de la coagulacion sanguinea. La proteina fX| esta codificada por
el gen F11. El fXI también se conoce como factor de coagulacién XI o antecedente de tromboplastina plasmatica.
Como se usa en el presente documento, "factor de coagulacion XI", “factor XI” o "fXI" se refiere a cualquier fXI de
cualquier especie de mamifero que exprese la proteina. Por ejemplo, el fXI puede ser humano, de primate no
humano (tal como babuino), raton, perro, gato, una vaca, un caballo, cerdo, conejo, mapache, tigre, oso hormiguero,
elefante (tal como elefante africano o elefante asiatico) o llama.

Regiéon marco: Secuencias de aminoacidos interpuestas entre las CDR (o regiones hipervariables). Las regiones
marco incluyen regiones marco ligeras variables o pesadas variables. Cada dominio variable comprende cuatro
regiones marco, a menudo denominado FR1, FR2, FR3 y FR4. Las regiones marco sirven para mantener las CDR
en una orientacién apropiada para la unién al antigeno. Las regiones marco normalmente forman estructuras en
lamina B.

Compaiiero de fusion: Se refiere a cualquier molécula que esta fusionada (tal como unida covalentemente) a otra
molécula. En el contexto de la presente divulgacion, un inmunoconjugado incluye un anticuerpo unido a un
compafiero de fusion. En algunos ejemplos, el compariero de fusién es una molécula efectora, una etiqueta (tal
como una etiqueta detectable), un polipéptido heterélogo o un farmaco.

Hemostasia: Se refiere al proceso fisiolégico por el cual se detiene el sangrado. Los agentes hemostaticos son los
que previenen, tratan o mejoran el sangrado anormal, tal como el sangrado anormal causado por un trastorno
hemorragico o un episodio de sangrado. Los trastornos de la hemostasia incluyen, por ejemplo, trastornos
plaquetarios, tal como purpura trombocitopénica idiopatica y trastornos de la coagulacién, tal como hemofilia. La
hemostasia también puede referirse a la interaccion compleja entre vasos, plaquetas, factores de coagulacién,
inhibidores de la coagulacion y proteinas fibrinoliticas para mantener la sangre dentro del compartimiento vascular
en un estado fluido. El objetivo del sistema hemostatico es preservar la integridad intravascular logrando un equilibrio
entre la hemorragia y la trombosis. Como se usa en el presente documento, “promover la hemostasia” se refiere al
proceso de contribuir o mejorar la hemostasia en un sujeto. Por ejemplo, un agente que promueve la hemostasia
puede ser un agente que reduce el sangrado anormal, tal como deteniendo el sangrado mas rapidamente o
reduciendo la cantidad de pérdida de sangre.

Heterologo: Un polipéptido o polinucleétido heter6logo se refiere a un polipéptido o polinucleétido derivado de una
fuente o especie diferente. Por ejemplo, un inmunoconjugado que comprende un polipéptido heterdlogo se refiere a
una proteina de fusion en la que un anticuerpo (0 una porcion de un anticuerpo) estad unida a un polipéptido
diferente, tal como una proteina marcadora.

Inmunoconjugado: Un enlace covalente de un compariero de fusion, tal como una molécula efectora, una etiqueta,
un polipéptido heterdlogo u otro resto, a un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo. El enlace puede
ser por medios quimicos o recombinantes, por ejemplo. En algunos casos, la uniéon es quimica, en la que una
reaccion entre el resto de anticuerpo y el compafiero de fusién ha producido un enlace covalente formado entre las
dos moléculas para formar una molécula. Un enlazador peptidico (secuencia peptidica corta) puede incluirse
opcionalmente entre el anticuerpo y la molécula efectora.

Cantidad inhibitoria o dosis inhibitoria: Se refiere a la cantidad de una sustancia especifica suficiente para lograr
la inhibicién de la actividad de una molécula particular o la inhibicién de la activacién de una molécula particular. Por
ejemplo, esta puede ser la cantidad necesaria para inhibir la activacion de fXI en un sujeto o una muestra (tal como
una muestra de plasma o suero). En algunas realizaciones, la cantidad inhibitoria de un anticuerpo monoclonal
especifico para fXI o un fragmento de union a antigeno del mismo, es la cantidad necesaria para inhibir la activacién
de fXI en al menos un 50 %. En algunos ejemplos, la cantidad de inhibidor es la cantidad necesaria para inhibir la
activacion de fXI en un 90-100 %.

Aislado: Un componente biolégico “aislado”, tal como un acido nucleico, proteinas (incluidos los anticuerpos) u
organulos, se ha separado o purificado sustancialmente de otros componentes biologicos en el medio ambiente (tal
como una célula) en el que el componente estd de forma natural, es decir, otros ADN y ARN cromosoémicos y
extracromosémicos, proteinas y organulos. Los acidos nucleicos y proteinas que se han “aislado” incluyen acidos
nucleicos y proteinas purificados mediante procedimientos de purificacion estandar. El término también abarca
acidos nucleicos y proteinas preparadas mediante expresion recombinante en una célula huésped, asi como acidos
nucleicos sintetizados quimicamente.

Etiqueta: Un compuesto o composicion detectable que se conjuga directa o indirectamente con otra molécula, tal
como un anticuerpo o una proteina, para facilitar la deteccion de esa molécula. Ejemplos especificos no limitativos
de etiquetas incluyen marcadores fluorescentes, enlaces enzimaticos e is6topos radiactivos. En un ejemplo, un
"anticuerpo marcado" se refiere a la incorporacion de otra molécula en el anticuerpo. Por ejemplo, la etiqueta es un
marcador detectable, tal como la incorporacion de un aminoéacido radiomarcado o la unién a un polipéptido de restos
biotinilo que puede detectarse mediante avidina marcada (por ejemplo, estreptavidina que contiene un marcador
fluorescente o actividad enzimatica que puede detectarse mediante métodos opticos o colorimétricos). En la técnica
se conocen varios procedimientos de marcaje de polipéptidos y glicoproteinas y se pueden usar. Ejemplos de
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marcadores para polipéptidos incluyen, aunque no de forma limitativa, los siguientes: radiois6topos o
radionucleotidos (tal como 3°S o '3'l), etiquetas fluorescentes (tal como isotiocianato de fluoresceina (FITC),
rodamina, lantanidos fosforados), etiquetas enzimaticas (tales como peroxidasa de rabano picante, beta-
galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina), marcadores quimioluminiscentes, grupos biotinilo, epitopos de
polipéptidos predeterminados reconocidos por un indicador secundario (tal como las secuencias de un par de
cremalleras de leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de uniéon a metales, marcadores de
epitopo), o agentes magnéticos, tales como quelatos de gadolinio. En algunos enfoques, los marcadores estan
unidos por brazos espaciadores de varias longitudes para reducir el impedimento estérico potencial.

Enlazador: "Enlazador" en algunos enfoques se refiere a un péptido que sirve para enlazar un grupo objetivo, tal
como un anticuerpo, a un companero de unién, tal como una etiqueta detectable o polipéptido heterélogo. En
algunos casos, un enlazador es un péptido dentro de un fragmento de unién a anticuerpo (tal como un fragmento Fv)
que sirve para unir indirectamente la cadena pesada variable a la cadena ligera variable.

Los términos "conjugar", "unir’, "conectar" o "enlazar" se refiere a convertir dos polipéptidos en una molécula
polipeptidica contigua, o a unir covalentemente un radionuclido u otra molécula a un polipéptido, tal como un scFv.
En el contexto especifico, los términos incluyen la referencia a unir un ligando, tal como un resto de anticuerpo, a un
compainiero de fusién. El enlace puede ser por medios quimicos o recombinantes. "Medios quimicos" se refiere a una
reaccion entre el resto del anticuerpo y el compariero de fusion, de manera que se forma un enlace covalente entre
las dos moléculas para formar una molécula.

Mamifero: Este término incluye tanto a los mamiferos humanos como a los no humanos. De forma analoga, El
término "sujeto" incluye sujetos tanto humanos como veterinarios.

Unido operativamente: Una primera secuencia de acido nucleico estd operablemente unida a una segunda
secuencia de acido nucleico cuando la primera secuencia de acido nucleico esta colocada en relacién funcional con
la segunda secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor, tal como el promotor de CMV, esta
operativamente unido a una secuencia de codificacion si el promotor afecta a la transcripcion o expresion de la
secuencia de codificacién. En general, las secuencias de ADN unidas operativamente son contiguas y, cuando es
necesario unir dos regiones codificantes de proteina, en el mismo marco de lectura.

ORF (marco de lectura abierto): Una serie de tripletes de nucleétidos (codones) que codifican aminoacidos sin
ningun codoén de terminacion. Estas secuencias son generalmente traducibles en un péptido.

Parenteral: Se refiere a la administracion que no sea a través del canal alimentario (el tracto digestivo), tal como
mediante inyeccion subcutanea, intramuscular, administracion intraesternal o intravenosa.

Activacion patolégica: Como se usa en el presente documento, "activacién patolégica de fXI" se refiere a la
activacién no deseada o anormal de fXI que puede producir efectos dafinos (tal como la promocién de la trombosis)
en un sujeto que muestra dicha activacion patolégica.

Agente farmacéutico: Un compuesto o composicion quimica capaz de inducir un efecto terapéutico o profilactico
deseado cuando se administra adecuadamente a un sujeto o una célula.

Portadores farmacéuticamente aceptables: Los portadores farmacéuticamente aceptables para su uso son
convencionales. Remington’s Pharmaceutical Sciences, por E.W. Martin, Mack Publishing Co., Easton, PA, 152
edicién, 1975, describe composiciones y formulaciones adecuadas para la administracion farmacéutica de los
anticuerpos desvelados en el presente documento.

En general, la naturaleza del portador dependera del modo particular de administracion que se emplee. Por ejemplo,
las formulaciones parenterales generalmente comprenden fluidos inyectables que incluyen fluidos farmacéutica y
fisiologicamente aceptables, tal como agua, solucion salina fisiolégica, soluciones salinas equilibradas, dextrosa
acuosa, glicerol o similares como vehiculo. Para las composiciones solidas (tal como polvo, pildora, comprimidos o
capsulas), los vehiculos sélidos no tdoxicos convencionales pueden incluir, por ejemplo, calidades farmacéuticas de
manitol, lactosa, almidon, o estearato de magnesio. Ademas de portadores biolégicamente neutrales, composiciones
farmacéuticas a administrar pueden contener menores cantidades de sustancias auxiliares no toxicas, tales como
agentes humectantes o emulsionantes, conservantes y agentes tamponadores del pH y similares, por ejemplo,
acetato de sodio o monolaurato de sorbitan.

Prevenir, tratar o mejorar una enfermedad: "Prevenir" una enfermedad se refiere a inhibir el desarrollo completo
de una enfermedad. "Tratar" se refiere a una intervencion terapéutica que mejora un signo o sintoma de una
enfermedad o afeccién patologica después de que ha comenzado a desarrollarse. "Mejorar" se refiere a la reduccién
en el numero o la gravedad de los signos o sintomas de una enfermedad, tal como cancer.

Promotor: Un promotor es una matriz de secuencias de control de acido nucleico que dirige la transcripcion de un

acido nucleico. Un promotor incluye las secuencias de acido nucleico necesarias cerca del sitio de inicio de la
transcripcion, por ejemplo, en el caso de un promotor de tipo polimerasa Il, un elemento TATA. Un promotor también
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incluye opcionalmente elementos potenciadores o represores distales que pueden localizarse a varios miles de
pares de bases desde el sitio de inicio de la transcripcion. Se incluyen promotores tanto constitutivos como
inducibles (véase, por ejemplo, Bitter et al., Methods in Enzymology 153:516-544, 1987).

Purificado: El término purificado no requiere pureza absoluta; mas bien, se pretende como un término relativo. Por
lo tanto, por ejemplo, una preparacion peptidica purificada es aquella en la que el péptido o la proteina esta mas
enriquecido que el péptido o la proteina en su entorno natural dentro de una célula. Una preparacion puede
purificarse de modo que la proteina o el péptido represente al menos el 50 %, tal como al menos el 60 %, al menos
el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 % o al menos el 98 %, del contenido total de péptidos o
proteinas de la preparacion.

Recombinante: Un acido nucleico recombinante es uno que tiene una secuencia que no es natural o tiene una
secuencia que esta formada por una combinacion artificial de dos segmentos de secuencia separados de otro modo.
Esta combinacion artificial se logra a menudo por sintesis quimica o, mas habitualmente, mediante la manipulacién
artificial de segmentos aislados de acidos nucleicos, por ejemplo, mediante técnicas de ingenieria genética.

Identidad de secuencia: La similitud entre las secuencias de aminoacidos se expresa en términos de la similitud
entre las secuencias, de lo contrario se denomina identidad de secuencia. La identidad de secuencia se mide
frecuentemente en términos de porcentaje de identidad (o similitud u homologia); cuanto mayor sea el porcentaje,
mas similares son las dos secuencias. Los homoélogos o variantes de un polipéptido poseeran un grado
relativamente alto de identidad de secuencia cuando se alinean utilizando métodos estandar.

Los métodos de alineacion de secuencias para la comparaciéon son bien conocidos en la técnica. Se describen
diversos programas y algoritmos de alineacién en: Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981; Needleman y
Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970; Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2444, 1988; Higgins y Sharp,
Gene 73:237, 1988; Higgins y Sharp, CABIOS 5:151, 1989; Corpet y col., Nucleic Acids Research 16:10881, 1988; y
Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2444, 1988. Altschul et al., Nature Genet. 6:119, 1994, presenta
una consideracién detallada de métodos de alineacién de secuencia y calculos de homologia.

La Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del NCBI (Altschul y col., J. Mol. Biol. 215: 403, 1990) esta disponible
de varias fuentes, incluido el National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, MD) y en internet, para
Su uso en conexién con los programas de andlisis de secuencias de blastp, blastn, blastx, blastn y tblastx. En el sitio
web del NCBI en internet se dispone de una descripcion de como determinar la identidad de secuencia usando este
programa.

Los homélogos y variantes de una VL o una Vx de un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido fXI se
caracterizan normalmente por la posesién de al menos aproximadamente el 75 %, por ejemplo al menos el 80 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia contada sobre la alineacion de longitud completa
con la secuencia de aminoacidos del anticuerpo usando el NCBI Blast 2.0, blastp con huecos configurado con
parametros por defecto. Para comparaciones de secuencias de aminoacidos de mas de aproximadamente 30
aminoacidos, la funcion de las secuencias de Blast 2 se emplea utilizando el conjunto de matriz BLOSUM62
predeterminado para los parametros predeterminados (coste de existencia de hueco de 11 y un coste de hueco por
residuo de 1). Al alinear péptidos cortos (menos de aproximadamente 30 aminoacidos), la alineacion debe realizarse
utilizando la funcion de secuencias Blast 2, empleando el conjunto de matriz PAM30 a los parametros
predeterminados (hueco abierto 9, penalizaciones por extensién de hueco 1). Las proteinas con aiun mayor similitud
con las secuencias de referencia mostraran porcentajes cada vez mayores de identidades cuando se evallen con
este método, tal como al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos un 98 % o
al menos un 99 % de identidad de secuencia. Cuando se compara menos de la secuencia completa para la identidad
de secuencia, los homologos y las variantes normalmente poseeran al menos el 80 % de identidad de secuencia en
ventanas cortas de 10-20 aminoacidos, y pueden poseer identidades de secuencia de al menos el 85 % o al menos
el 90 % o el 95 % dependiendo de su similitud con la secuencia de referencia. Los métodos para determinar la
identidad de la secuencia en esas ventanas cortas estan disponibles en el sitio web del NCBI en Internet. Un experto
en la técnica apreciara que estos intervalos de identidad de secuencia se proporcionan solo como guia; es
totalmente posible que se puedan obtener homélogos altamente significativos que caigan fuera de los intervalos
provistos.

Agente de union especifico: Un agente que se une sustancialmente solo a un objetivo definido. Por lo tanto, un
agente de union especifico a fXI es un agente que se une sustancialmente a un polipéptido fXI, pero no a otras
moléculas.

La expresion "se une especificamente"” se refiere, con respecto a un antigeno tal como fXI, a la asociacion preferente
de un anticuerpo u otro ligando, completo o en parte, a una célula o un tejido portadores de dicho antigeno y no a
células o tejidos que carecen de ese antigeno. Se reconoce que puede ocurrir un cierto grado de interacciéon no
especifica entre una molécula y una célula o tejido no objetivo. No obstante, la unién especifica puede distinguirse
como mediada a través del reconocimiento especifico del antigeno. Aunque los anticuerpos selectivamente reactivos
se unen al antigeno, pueden hacerlo con baja afinidad. Por otro lado, la uniéon especifica da como resultado una
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asociacion mucho mas fuerte entre el anticuerpo (u otro ligando) y las células portadoras del antigeno que entre el
anticuerpo unido (u otro ligando) y las células que carecen del antigeno. La union especifica generalmente da como
resultado mas de 2 veces, tal como mas de 5 veces, mas de 10 veces o mas de 100 veces la cantidad de anticuerpo
unido u otro ligando (por unidad de tiempo) a una célula o tejido que porta el polipéptido fXI en comparacién con una
célula o tejido que carece del polipéptido. La unién especifica a una proteina en dichas condiciones requiere un
anticuerpo que se selecciona por su especificidad para una proteina en particular. Diversos formatos de
inmunoensayos son apropiados para seleccionar anticuerpos u otros ligandos especificamente inmunorreactivos con
una proteina particular. Por ejemplo, los inmunoensayos ELISA en fase soélida se usan de forma rutinaria para
seleccionar anticuerpos monoclonales especificamente inmunorreactivos con una proteina. Véase Harlow y Lane,
Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York (1988), para una descripcién de los
formatos y condiciones del inmunoensayo que se pueden usar para determinar la inmunorreactividad especifica.

Sujeto: Organismos vertebrados multicelulares vivos, una categoria que incluye sujetos tanto humanos como
veterinarios, incluidos mamiferos humanos y no humanos. En algunas realizaciones, un sujeto es cualquier
mamifero, tal como un ser humano, primate no humano o sujeto veterinario, tal como un perro.

Cantidad terapéuticamente eficaz: Una cantidad de una sustancia especifica suficiente para lograr el efecto
deseado en un sujeto que esta siendo tratado. Por ejemplo, esta puede ser la cantidad necesaria para inhibir la
activacion de fXI. Cuando se administran a un sujeto, generalmente se usara una dosis que lograra concentraciones
tisulares diana que se ha demostrado que logran un efecto in vitro deseado.

Trombosis: La formacién o presencia de un coagulo (también llamado "trombo") dentro de un vaso sanguineo, que
obstruye el flujo sanguineo a través del sistema circulatorio. La trombosis generalmente es causada por anomalias
en la composicion de la sangre, la calidad de la pared del vaso y / o la naturaleza del flujo sanguineo. La formacién
de un coagulo a menudo es causada por una lesion en la pared del vaso (como un traumatismo o infeccion) y por la
ralentizacion o el estancamiento del flujo sanguineo mas alla del punto de la lesion. En algunos casos, las anomalias
en la coagulacién causan trombosis.

Transducido: Una célula transducida es una célula en la que se ha introducido una molécula de acido nucleico
mediante técnicas de biologia molecular. Como se usa en el presente documento, el término transduccién abarca
todas las técnicas mediante las cuales se podria introducir una molécula de acido nucleico en dicha célula,
incluyendo la transfeccion con vectores virales, transformacion con vectores plasmidicos e introduccion de ADN
desnudo por electroporacion, lipofeccién, y aceleracion de pistola de particulas.

Vector: Una molécula de acido nucleico introducida en una célula huésped, que produce de este modo una célula
huésped transformada. Un vector puede incluir secuencias de acido nucleico que le permiten replicarse en una
célula huésped, tales como un origen de replicacion. Un vector también puede incluir uno o mas genes marcadores
seleccionables y otros elementos genéticos conocidos en la materia.

A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que el que entiende cominmente una persona normalmente experta en la técnica a la
cual pertenece la presente divulgacion. Los términos en singular "un”, "una", "uno", y "el/la" incluyen las referencias
en plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. De forma analoga, la palabra "o" pretende incluir la
palabra "y", a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por tanto, "que comprende A o B" significa que
incluye A, o B, o Ay B. Se entiende ademas que todos los tamafios de bases o los tamafios de aminoacidos, y todos
los valores de pesos moleculares o masas moleculares, proporcionados para los acidos nucleicos o polipéptidos son
aproximados, y se proporcionas para la descripcion. Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes a los
descritos en el presente documento pueden usarse en la practica o ensayo de la presente descripcion, se describen
a continuacion los métodos y materiales adecuados.

V. Anticuerpos monoclonales especificos para el factor X|

En el presente documento se describen anticuerpos monoclonales y fragmentos de unién a antigeno de los mismos
que son especificos para el factor de coagulacion Xl (fXI) y reconocen universalmente el fXI de numerosas y
diversas especies de mamiferos. Los anticuerpos desvelados evitan la activacion de fXI por fXlla, pero no interfieren
significativamente con la activacion de fXI mediada por la trombina o el factor tisular, lo cual es importante para el
mantenimiento de la hemostasia. Como resultado, los anticuerpos desvelados son Utiles para inhibir la trombosis sin
alterar significativamente la hemostasia. Como se describe en el presente documento, los anticuerpos monoclonales
anti-fX| desvelados son capaces de unirse a fXI| de varias especies de mamiferos diferentes, incluyendo, aunque no
de forma limitativa, ser humano, ratén, babuino, oso hormiguero, una vaca, un caballo, cerdo, conejo, mapache,
tigre, gato, perro, elefante africano y llama.

Por lo tanto, en el presente documento se proporcionan anticuerpos monoclonales aislados, o fragmentos de union a
antigeno de los mismos, que se unen especificamente a fX| y evitan la activacion de fXI por fXlla. La VL del
anticuerpo o fragmento comprende los aminoacidos 24-34 (CDR1), 50-63 (CDR2) y 91-98 (CDR3) de la SEQ ID NO:
1y la Vx del anticuerpo o fragmento comprende los aminoacidos 31-35 (CDR1), 50-68 (CDR2) y 98-105 (CDR3) de
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la SEQ ID NO:3.

En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la Vi es al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos
un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % idéntico a la SEQ ID NO: 1. En otras realizaciones, la secuencia de
aminoacidos de la VL comprende la SEQ ID NO: 1 o consiste en la SEQ ID NO: 1.

En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la V 1 es al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos
un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % idéntico a la SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, la secuencia de
aminoacidos de la V4 comprende la SEQ ID NO: 3 o consiste en la SEQ ID NO: 3.

En ejemplos particulares, el anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye una
VL con una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 1 y una Vx4 con una secuencia de aminoacidos
que comprende la SEQ ID NO:3.

Los anticuerpos especificos de fXI desvelados pueden ser, por ejemplo, anticuerpos murinos, anticuerpos
quiméricos (por ejemplo, que tienen secuencias tanto murinas como humanas), anticuerpos humanizados o
anticuerpos completamente humanos. En ejemplos particulares, los anticuerpos son anticuerpos humanizados.

Los anticuerpos monoclonales especificos de fXI o los fragmentos de unién a antigeno de la presente divulgacion
pueden ser cualquier isotipo, incluyendo IgG, IgM, IgE, IgD o IgA. Los anticuerpos pueden ser ademas de cualquier
subtipo. Por ejemplo, los anticuerpos IgG incluyen los subtipos IgG1, IgG2 (incluyendo IgG2a e IgG2b), IgG3 e IgG4.
La clase de un anticuerpo que se une especificamente a fXI puede cambiarse con otro. En un aspecto, una molécula
de acido nucleico que codifica VL 0 Vu se aisla utilizando métodos bien conocidos en la técnica, de manera que no
incluya ninguna secuencia de acido nucleico que codifique la region constante de la cadena ligera o pesada,
respectivamente. La molécula de acido nucleico que codifica VL 0 Vi se une operativamente a una secuencia de
acido nucleico que codifica una CL o Cn de una clase diferente de molécula de inmunoglobulina. Esto se puede
lograr utilizando un vector o molécula de acido nucleico que comprende una cadena CL o Cx, como se conoce en la
técnica. Por ejemplo, un anticuerpo que se une especificamente a fXI que originalmente era IgG se puede cambiar
de clase a una IgM. El cambio de clase también se puede utilizar para convertir una subclase de IgG en otra, tal
como de IgGi a IgGa.

Los fragmentos de anticuerpos estan abarcados por la presente divulgacion, tal como Fab, F(ab')z y Fv que incluyen
una region variable de cadena pesada y cadena ligera y son capaces de unirse al determinante epitépico en fXI.
Estos fragmentos de anticuerpos conservan la capacidad de unirse selectivamente con el antigeno. Estos
fragmentos incluyen:

(1) Fab, el fragmento que contiene un fragmento de unién a antigeno monovalente de una molécula de
anticuerpo, se puede producir por digestion de anticuerpo completo con la enzima papaina para producir una
cadena ligera intacta y una porcién de una cadena pesada;

(2) Fab', el fragmento de una molécula de anticuerpo puede obtenerse tratando el anticuerpo completo con
pepsina, seguido por reduccion, para producir una cadena intacta ligera y una porcion de la cadena pesada; se
obtienen dos fragmentos Fab’ por molécula de anticuerpo;

(3) (Fab')2, el fragmento de anticuerpo se puede obtener por tratamiento del anticuerpo completo con la enzima
pepsina sin reduccion posterior; F(ab’)2 es un dimero de dos fragmentos Fab’ que se mantienen juntos por dos
enlaces disulfuro;

(4) Fv, un fragmento manipulado genéticamente que contiene la region variable de la cadena ligera y la regién
variable de la cadena pesada expresada como dos cadenas;

(5) Anticuerpo de cadena unica (tal como scFv), definida como una molécula genéticamente modificada que
contiene la regién variable de la cadena ligera, la regién variable de la cadena pesada, unidos por un enlazador
polipeptidico adecuado como una molécula de cadena unica genéticamente fusionada; y

(6) Un dimero de un anticuerpo de cadena unica (scFV2), definido como un dimero de un scFV. Esto también se
ha denominado "minianticuerpo”.

Los métodos para hacer estos fragmentos son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow y Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York, 1988).

En un grupo adicional de realizaciones, los anticuerpos son anticuerpos Fv, que son normalmente de
aproximadamente 25 kDa y contienen un sitio de unién a antigeno completo con tres CDR en cada cadena pesada y
en cada cadena ligera. Para producir estos anticuerpos, la Vu y la VL se pueden expresar a partir de dos
construcciones de acido nucleico individuales en una célula huésped. Si la V4 y la VL se expresan de forma no
contigua, las cadenas del anticuerpo Fv normalmente se mantienen juntas por interacciones no covalentes. Sin
embargo, estas cadenas tienden a disociarse por dilucién, por lo que se han desarrollado métodos para reticular las
cadenas a través del glutaraldehido, disulfuros intermoleculares o un enlazador peptidico. Por lo tanto, en un
ejemplo, el Fv puede ser un Fv estabilizado por disulfuro (dsFv), en el que la regién variable de la cadena pesada y
la region variable de la cadena ligera estan unidas quimicamente por enlaces disulfuro.

En un ejemplo adicional, los fragmentos Fv comprenden las cadenas VH y VL conectadas por un enlazador peptidico.
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Estas proteinas de unidon a antigeno monocatenaria (scFv) se preparan construyendo un gen estructural que
comprende secuencias de ADN que codifican los dominios Vi y VL conectados por un oligonucleétido. El gen
estructural se inserta en un vector de expresion, que posteriormente se introduce en una célula huésped como E.
coli. Las células huésped recombinantes sintetizan una cadena polipeptidica individual con un péptido enlazador que
une los dos dominios V. Los métodos para producir scFv son conocidos en la técnica (véase Whitlow et al., Métodos:
a Companion to Methods in Enzymology, Vol. 2, pagina 97, 1991; Bird et al., Science 242:423, 1988; patente de
EE.UU. n.° 4.946.778; Pack et al., Bio/Technology 11:1271, 1993). También se contemplan los dimeros de un
anticuerpo de cadena Unica (scFV2).

Los fragmentos de anticuerpo pueden prepararse por hidrolisis proteolitica del anticuerpo o por expresion en E. coli
de ADN que codifica el fragmento. Los fragmentos de anticuerpos se pueden obtener mediante digestion con
pepsina o papaina de los anticuerpos completos mediante procedimientos convencionales. Por ejemplo, se pueden
producir fragmentos de anticuerpo por escisiébn enzimatica de anticuerpos con pepsina para proporcionar un
fragmento 5S denominado F(ab').. Este fragmento puede escindirse adicionalmente usando un agente reductor de
tiol y, opcionalmente, un grupo bloqueador para los grupos sulfhidrilo que resultan de la escision de enlaces
disulfuro, para producir fragmentos monovalentes Fab' 3.5S. Como alternativa, una escisién enzimatica que usa
pepsina produce dos fragmentos Fab' monovalentes y un fragmento Fc directamente (véase la patente de Estados
Unidos N.° 4.036.945 y la patente de Estados Unidos N.° 4.331.647, y las referencias contenidas en las mismas;
Nisonhoff et al.,Arch. Biochem. Biophys. 89:230, 1960; Porter, Biochem. J. 73:119, 1959; Edelman et al., Methods in
Enzymology, Vol. 1, pagina 422, Academic Press, 1967; y Coligan ef al. en las secciones 2.8.1-2.8.10 y 2.10.1-
2.10.4).

También se pueden usar otros métodos de escision de anticuerpos, tal como la separacién de cadenas pesadas
para formar fragmentos de cadenas ligeras-pesadas monovalentes, otra escisién de fragmentos, u otras técnicas
enzimaticas, quimicas o genéticas, siempre que los fragmentos se unan al antigeno que es reconocido por el
anticuerpo intacto.

Un experto en la materia se dara cuenta de que pueden producirse variantes conservadoras de los anticuerpos.
Tales variantes conservadoras empleadas en fragmentos de anticuerpos, tales como fragmentos dsFv o en
fragmentos scFv, conservaran los residuos de aminoacidos criticos necesarios para un correcto plegado y
estabilizacién entre las regiones Vu y Vi, y conservaran las caracteristicas de carga de los residuos para conservar
el bajo pl y la baja toxicidad de las moléculas. Se pueden realizar sustituciones de aminoacidos (tal como, como
maximo, una, como maximo dos, como maximo tres, como maximo cuatro o, como maximo, cinco sustituciones de
aminoacidos) en las regiones Vi y VL para aumentar el rendimiento. Los expertos en la técnica conocen bien las
tablas de sustitucion de aminoacidos conservadoras que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares.

Ademas, en el presente documento se proporcionan composiciones que comprenden uno o mas de los anticuerpos
monoclonales proporcionados o uno o mas fragmentos de unidon a antigeno de los mismos, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. También se proporcionan acidos nucleicos que codifican estos anticuerpos, vectores
de expresion que comprenden estos acidos nucleicos y células huésped aisladas que expresan los acidos nucleicos.
Las composiciones, moléculas de acido nucleico, vectores y células huésped se describen con mayor detalle a
continuacion.

En el presente documento también se describen inmunoconjugados que comprenden los anticuerpos monoclonales
especificos para fXI. Los inmunoconjugados comprenden un anticuerpo y un compafiero de fusion. El compafiero de
fusién puede ser cualquier agente terapéutico, etiqueta detectable u otro resto. También se describen composiciones
que comprenden los inmunoconjugados. Los inmunoconjugados de la presente divulgacion se discuten con mayor
detalle a continuacion.

Las composiciones que comprenden los anticuerpos monoclonales especificos para fXI pueden usarse para fines de
investigacion, diagnosticos y / o terapéuticos. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden usar para tratar
la trombosis o cualquier afeccién asociada a la activacion patoldgica de fXI. Los métodos de uso de los anticuerpos
monoclonales especificos de fXI desvelados y sus fragmentos de unién a antigeno se describen con detalle a
continuacion.

También se describe un método para inhibir la activacién de fXI por el factor Xlla (fXlla) en un sujeto. EI método
comprende (a) seleccionar un sujeto que necesita tratamiento; y (b) administrar al sujeto una cantidad inhibitoria de
un anticuerpo monoclonal, inmunoconjugado o la composicion desvelada en el presente documento. El sujeto que
necesita tratamiento puede tener o estar en riesgo de desarrollar trombosis. El sujeto que necesita tratamiento
puede ser un sujeto que sufre o tiene riesgo de sufrir un infarto de miocardio, ictus isquémico, tromboembolia
pulmonar, coagulacién intravascular diseminada, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica grave, cancer
metastasico o una enfermedad infecciosa. El sujeto que necesita tratamiento puede ser un sujeto con activacién
patolégica de fXI. En algunas realizaciones, la cantidad inhibitoria del anticuerpo monoclonal, inmunoconjugado o
composicion es una cantidad suficiente para inhibir la activacion de fXI en al menos un 50 %, al menos un 60 %, al
menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o un 100 %. En
ejemplos particulares, la cantidad inhibitoria del anticuerpo monoclonal, inmunoconjugado o composicién es una
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cantidad suficiente para inhibir la activacion de fXI en un 90-100 %. El anticuerpo, inmunoconjugado o composicion
pueden administrarse utilizando cualquier via de administracion adecuada y cualquier dosis o programa de
dosificaciéon adecuados, discutidos con mayor detalle en las siguientes secciones.

También se proporciona un método para purificar fXI de una muestra biolégica mediante el contacto de la muestra
con un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unién a antigeno del mismo desvelado en el presente documento.
Por ejemplo, los anticuerpos especificos de fXI de la divulgaciéon se pueden usar para inmunoprecipitar el fXI de
cualquier muestra biolégica de cualquier especie de mamifero. Los métodos de inmunoprecipitacion son bien
conocidos en la técnica. En algunos ejemplos, el anticuerpo especifico de fXI esta conjugado a una perla, tal como
una perla magnética que permite una separacion eficiente del anticuerpo unido al antigeno (por ejemplo, fXI unido a
un anticuerpo especifico de fXl). La muestra biolégica puede ser cualquier muestra en la que se encuentre la
proteina fXI. En algunos ejemplos, la muestra biolégica es una muestra fluida, tal como una muestra de sangre, de
suero o plasma, o muestra de tejido.

Ademas, se proporciona un método de diagnéstico para detectar el fXI en una muestra biolégica o medir el nivel de
fXI en una muestra bioldgica. En algunos ejemplos, la muestra biol6gica es una muestra fluida, tal como una muestra
de sangre, de suero o plasma, o muestra de tejido. Los métodos para detectar proteinas en una muestra bioldgica, o
medir el nivel de una proteina en una muestra biolégica, son bien conocidos en la técnica.

V. Factor Xl y la cascada de coagulacion

El factor humano Xl (fXI) se sintetiza como un Unico polipéptido, pero circula como una glicoproteina de dos cadenas
con un peso molecular de aproximadamente 160 kD. Las dos cadenas son polipéptidos unidos por disulfuro
idénticos con pesos moleculares de aproximadamente 80 kD. El fXI es la forma cimogena del factor Xl activado
(fXla). El fXI se activa al factor Xla por el factor Xlla, por la trombina o por un mecanismo autocatalitico (véase la
figura 8). En seres humanos, el gen para fXI (F11) esta ubicado en el extremo distal del cromosoma 4 (4935.2) y
contiene 15 exones distribuidos en aproximadamente 25 kb de ADN gendémico (Asaki et al., Biochemistry 26:7221-
7228, 1987; Kato et al., Cytogenet. Cell Genet. 52:77, 1989).

El sitio de escision para la activacion del factor Xl por el factor Xlla es un enlace peptidico interno entre Arg-369 e
lle-370 en cada cadena polipeptidica (Fujikawa et al., Biochemistry 25:2417-2424, 1986). Cada cadena pesada de
factor Xla (369 aminoacidos) contiene cuatro repeticiones en tandem de 90-91 aminoacidos llamados dominios
manzana (designados A1-A4) mas un péptido de conexion corto (Fujikawa et al., Biochemistry 25:2417-2424, 1986;
Sun et al., J. Biol. Chem. 274:36373 -36378, 1999). Las cadenas ligeras de fXla (cada una de 238 aminoacidos)
contienen la porcién catalitica de la enzima con secuencias que son tipicas de la familia de la tripsina de las serina
proteasas ((Fujikawa et al., Biochemistry 25:2417-2424, 1986). El fX| activado desencadena la fase media de la ruta
intrinseca de la coagulacién sanguinea activando el factor IX. Los individuos que tienen defectos en el fXI
desarrollan hemofilia C (también conocido como sindrome Rosenthal), una anomalia de la coagulacion de la sangre.

Durante la coagulacién iniciada por activacion de contacto, los factores Xll, Xl y IX se activan en secuencia,
promoviendo la generacién de trombina (Gailani y Broze, Metabolic and Molecular Basis of Inherited Disease, Scriver
et al, eds., Nueva York, NY: McGraw-Hill, paginas 4433-4453, 2001). Las diferentes diatesis hemorragicas
asociadas a deficiencias de estas proteinas, sin embargo, indican que la situacion in vivo es mas compleja. El Factor
VIla/TF también activa el factor IX (Broze et al., Biochemistry 29:7539-46, 1990; Davie et al., Biochemistry 30:10363-
10370, 1991; Osterud et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 74: 5260-5264, 1977) que explica el sangrado mas grave
en la deficiencia de fIX en relacién con la deficiencia de fXI. De forma analoga, la activacién de fXI por una proteasa
distinta de fXlla puede explicar los diferentes fenotipos de la deficiencia de fXI y fXII. Un cuerpo importante de
trabajos anteriores apoya un modelo en el que el fXI contribuye a la coagulaciéon en ausencia de fXII (von dem Borne
et al., Thromb. Haemost. 78:834 -839, 1997; von dem Borne et al., Blood 86:3035-3042, 1995; von dem Borne et al.,
J. Clin. Invest. 99:2323 -2327, 1997; Cawthern et al., Blood 91:4581-4592, 1998; Keularts et al., Thromb. Haemost.
85:1060 -1065, 2001; Oliver et al., Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 19:170 -177, 1999; Wielders et al., Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 24:1138 -1142, 2004). La trombina se ha considerado la probable proteasa activadora de fXI en
estos estudios, segun los resultados de sistemas de proteinas purificadas (Naito et al., J. Biol. Chem. 266:7353 -
7358, 1991; Gailani et al., Science 253:909-912 (1991). Recientemente, Pedicord et al. examind la activaciéon de fXI
en plasma usando un ensayo que mide los complejos del inhibidor de serpina C1 (C1-INH) y fXla (limite inferior de
deteccién de aproximadamente 5 pM fXla) (Pedicord et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 104:12855-12860,2007). La
generacion de fXla no se detectd después de la adicion de trombina o TF al plasma que contiene el CTl inhibidor del
Xlla. En los estudios descritos en los siguientes ejemplos, el plasma se prepar6 a partir de la sangre recogida
directamente en CTI. La omision de CTI durante la recoleccion dio como resultado la activacion de fXI, es probable
que durante la flebotomia o la preparacion de plasma. De acuerdo con esto, un anticuerpo frente a fXI inhibié un
indicador de la actividad de coagulacién (escisién del sustrato cromogénico) solo en plasma preparado en ausencia
de CTI. Se postulé que los estudios que examinan la activacion de fXI en ausencia de fXII pueden no haber tomado
suficientes etapas para explicar la formacién de fXla durante la preparacién del plasma, lo que lleva a la conclusion
errénea de que el fXla se gener6 de manera independiente de fXII después del inicio de la coagulacion por TF o
trombina.

von dem Borne et al. demostraron primero que la formaciéon de fibrina y la resistencia a la fibrinolisis dependen de fXI
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en plasma inducido a coagular con bajas concentraciones de trombina o TF (von dem Borne et al., Blood 86:3035-
3042, 1995). Solo se requirié aproximadamente 1 pM de fXla para proteger los coagulos de la fibrinolisis, un valor
por debajo del limite de deteccion del ensayo utilizado por Pedicord ef al. Este estudio utilizd plasma deficiente en
fXII que posteriormente se agot6 de fXI e incluyé una evaluacion de fXla en las preparaciones de fXI. Se determin6
que la contaminacion con fXla era insuficiente para explicar el efecto antifibrinolitico de fXI. También se demostré
que una forma estable del precursor de trombina meizotrombina promovia la resistencia dependiente de fXI a la
fibrinolisis, consistente con la activacion de fXI por un producto de activaciéon de protrombina (von dem Borne et al.,
Thromb. Haemost. 78:834 -839, 1997). Cawthern et al. confirmaron que el fXI tenia un efecto positivo sobre los
marcadores de la generacion de trombina a 5 pM de TF en sangre entera (Cawthern et al., Blood 91:4581-4592,
1998), y Keularts et al. usaron un ensayo de generacién de trombina para demostrar directamente la dependencia de
fXI de la generacion de trombina en plasma estimulado con aproximadamente 2 pM de TF (Keularts et al., Thromb.
Haemost. 85:1060 -1065, 2001). Si bien es dificil determinar qué proteasa fue la responsable de la activacion de fXI
en estos estudios, la trombina se considero el candidato mas probable.

Los estudios descritos en los ejemplos a continuacion emplearon dos sistemas de plasma disefiados para abordar la
preocupacion de la contaminacion por fXla al evitar la exposicion de fXI a fXlla. El primer sistema utilizé6 plasma
deficiente en fXI suplementado con CTI, al que se afadié fXI tratado con DFP, mientras que el segundo sistema
utilizé plasma deficiente en fXIl en el que el fXI endégeno nunca ha estado expuesto a fXlla. Los resultados con
ambos sistemas mostraron que se requiere fXI para la generacion de trombina en plasma recalcificado estimulado
con bajas concentraciones de TF, fXa o a-trombina. La recalcificacion en ausencia de TF, fXa o a-trombina no
soportd la generacion de trombina, lo que indica que el fXla contaminante estaba por debajo de un umbral para
iniciar el proceso. También se probé la sensibilidad del ensayo a fXla. En plasma deficiente en fXI, fXla 3 pM
promovié la generacion de trombina de manera débil e inconsistente. Por el contrario, en plasma que contiene fXI, la
generacion de trombina se inicié6 de manera consistente mediante fXla 0,3 pM. Si el ultimo resultado se debi6 a la
contaminacion de fXI con fXla suficiente para promover la generacion de trombina (probablemente > 3 pM), el
disparador de fXla 0,3 pM no deberia haber sido necesario y la recalcificacion sola deberia haber promovido la
generacion de trombina. Esto no se observ6. Que una fraccion de la cantidad de fXla es necesaria para
desencadenar la generacion de trombina en ausencia de fXI, indujo generacién de trombina inducida en su
presencia, indica fuertemente que el fXla se genera a partir de fXI endégeno después de la adicién de fXla.

También se probé la hipétesis de que se requirié un circuito de retroalimentacién que involucraba la activacién de
trombina de fXI para la activacién del factor IX, utilizando variantes de fXI recombinantes. En plasma estimulado con
trombina o TF, se requiere la activacién por fXla del factor IX, como el bloqueo del exositio de unién al factor IX en el
dominio A3 de fXla con un anticuerpo, o interrumpiéndolo con mutaciones puntuales (Sun et al., J. Biol. Chem. 274:
36373-36378, 1999), impidié la generacién de trombina. Asimismo, una variante de fXI que se activa lentamente por
la trombina, soporto6 la generacion de trombina mal. Esta variante, fXI-Ala®-84, tiene actividad normal en los ensayos
de coagulacién iniciados por activacion de contacto que indican que fXlla se activa razonablemente bien en un
ambiente de plasma y, posteriormente, activa el factor IX.

Estudios previos sugirieron que las plaquetas activadas mejoran la activacion de fXI por la trombina (Baglia et al.,
Biochemistry 37:2271-2281, 1998), aunque el trabajo posterior no lo ha confirmado (Walsh, Biochemistry 46:12886-
12887, 2007). En un sistema compuesto por factores de coagulacion purificados, Oliver et al. observaron que la
activacion de fXI, presumiblemente por la trombina, fue mejorara con plaquetas (Oliver ef al., Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol. 19:170 -177, 1999). Wielders et al. mostraron que la trombina inicia y propaga la generacion de trombina
en el plasma tratado con CTI solo cuando las plaquetas y el fXI estan presentes (Wielders et al., Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 24:1138 -1142, 2004).

Mientras que los datos desvelados en el presente documento demuestran una contribucion independiente de fXII del
fXI a la generacion de trombina, también es posible que el fXlla desemperie un papel en la activacion de fXI en la
coagulacién normal o patoldgica. De hecho, estudios recientes con ratones deficientes en fXIl sugieren que un
proceso que implica la via intrinseca, posiblemente iniciado por un proceso de activaciéon de contacto, contribuye a la
formacion de trombos arteriales y a la lesion por isquemia-reperfusiéon del sistema nervioso central (Renné et al., J.
Exp. Med. 202:271 -281, 2005; Kleinschnitz et al., J. Exp. Med. 203:513 -518, 2006).

Por ultimo, es ilustrativo considerar la activacion de fXI desde la perspectiva de la evolucion de los vertebrados.
Mientras que fXI se encuentra solo en mamiferos, un gen para una proteina que es claramente ancestral del fXI y la
proteasa homologa precalicreina (PK) aparece primero en anfibios (Ponczek et al., J. Thromb. Haemost. 6:1876 -
1883, 2008). Es probable que todos los vertebrados terrestres no mamiferos tengan este antecesor PK / fXI. XIl,
que activa el fXI y la PK durante la activacion de contacto, también aparece por primera vez en los anfibios (Ponczek
et al., J. Thromb. Haemost. 6:1876-1883, 2008) y bien puede ser un activador del predecesor de PK / fXI, reteniendo
la capacidad de activar fXI y PK después de la duplicacion génica que produjo estas proteinas del predecesor. Sin
embargo, la expresion de fXIl se ha perdido al menos dos veces durante la evoluciéon de los vertebrados. Los
cetaceos (ballenas, marsopas y delfines), que comparten un ancestro terrestre comun, carecen de fXII (Robinson et
al., Science 166:1420-1422, 1969). Una mutacion puntual en un ancestro comun de estos animales inactivo el gen
del fXII (Semba et al., Thromb Res. 90:31-37, 1998). A pesar de esto, no hay evidencia de deterioro del gen del XI
(Robinson et al., Science 166:1420-1422, 1969), lo que indica que su producto permanece bajo presiéon de seleccién
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porque proporciona una funcién adaptativa. De forma analoga, las aves carecen de fXIl (Ponczek et al., J. Thromb.
Haemost. 6:1876 -1883, 2008; Soulier et al., Brit. J. Hematol. 5:121 -138, 1959; Frost et al., Immunopharmacology
45:75-81, 1999; Weir-M et al., Thromb. Res. 113:269-273, 2004), pero tienen un gen intacto para el predecesor de
PK / fXI (Ponczek et al., J. Thromb. Haemost. 6:1876 -1883, 2008). En este caso, existe evidencia convincente de
que el gen del fXIl se perdié durante el linaje que va desde los reptiles a las aves (Ponczek et al., J. Thromb.
Haemost. 6:1876 -1883, 2008). Por lo tanto, el fXI y su predecesor pueden persistir en ausencia de fXII, apoyando la
conclusion de que mas de una proteasa puede activar estas proteinas para permitirles cumplir sus funciones
fisiologicas.

VI. Polinucledtidos y polipéptidos de los anticuerpos frente a fX|

Las moléculas de acido nucleico (también denominadas polinucleétidos) que codifican los polipéptidos
proporcionados en el presente documento (incluidos, pero sin limitaciones, anticuerpos, inmunoconjugados vy
proteinas de fusion) pueden ser facilmente producidos por un experto en la técnica, utilizando las secuencias de
aminoacidos proporcionadas en el presente documento, las secuencias disponibles en la técnica y el codigo
genético. Ademas, un experto puede construir facilmente diversos clones que contienen acidos nucleicos
funcionalmente equivalentes, tales como acidos nucleicos que difieren en la secuencia pero que codifican el mismo
companfero de fusidbn o secuencia de anticuerpo. Por lo tanto, los acidos nucleicos que codifican anticuerpos,
conjugados y proteinas de fusion se proporcionan en el presente documento. En algunas realizaciones, la secuencia
de nucleodtidos de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal especifico de fXI comprende la SEQ ID NO: 2 o una
porcién de la misma (tal como una porcién que codifica una o mas CDR). En algunas realizaciones, la secuencia de
nucleétidos de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal especifico de fXI comprende la SEQ ID NO: 4 o una
porcién de la misma (tal como una porcién que codifica una o mas CDR).

Las secuencias de acido nucleico que codifican los anticuerpos que se unen especificamente a fXI se pueden
preparar por cualquier método adecuado, incluyendo, por ejemplo, clonacion de las secuencias apropiadas o por
sintesis quimica directa. La sintesis quimica produce un oligonucleétido monocatenario. Esto se puede convertir en
ADN de doble cadena mediante hibridacion con una secuencia complementaria 0 mediante polimerizacién con una
ADN polimerasa utilizando la unica cadena como molde. Un experto reconoceria que, si bien la sintesis quimica del
ADN se limita generalmente a secuencias de aproximadamente 100 bases, se pueden obtener secuencias mas
largas mediante la ligadura de secuencias més cortas.

Los acidos nucleicos de ejemplo que codifican anticuerpos que se unen especificamente a fXI pueden prepararse
mediante técnicas de clonacién. Los ejemplos de técnicas apropiadas de clonacién y secuenciacion, e instrucciones
suficientes para dirigir a las personas expertas han sido previamente divulgados. Los acidos nucleicos que codifican
anticuerpos anti-fX| también pueden modificarse. La modificacién por mutagénesis dirigida al sitio es bien conocida
en la técnica. Los acidos nucleicos también pueden prepararse por métodos de amplificacion. Los métodos de
amplificacion incluyen la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la reaccién en cadena de la ligasa (LCR), el
sistema de amplificacién basado en la transcripcion (TAS), el sistema de replicacién de secuencia autosostenida
(3SR). Una amplia variedad de métodos de clonacion, células huésped y las metodologias de amplificacion in vitro
son bien conocidas por los expertos.

En algunas realizaciones, se prepara un inmunoconjugado insertando el ADNc que codifica un anticuerpo
monoclonal especifico de fXI en un vector que comprende el ADNc que codifica el EM. La insercion se realiza de
manera que el anticuerpo y el EM se lean en el marco, es decir, en un polipéptido continuo que contiene una region
de anticuerpo funcional y una regién de EM funcional. En una realizacién, el ADNc que codifica un EM, etiqueta o
enzima esta ligado a un anticuerpo para que el EM, etiqueta o enzima se encuentre en el extremo amino del
anticuerpo. En otra realizacién, el EM, etiqueta o enzima esta localizado en el extremo amino del anticuerpo. En otro
ejemplo, el ADNc que codifica el EM, la etiqueta o enzima esta ligado a una region variable de la cadena pesada de
un anticuerpo, de modo que el EM, etiqueta o enzima se localice en el extremo carboxilo de la regién variable de la
cadena pesada. Posteriormente, la region variable de la cadena pesada puede estar ligada a una region variable de
cadena ligera del anticuerpo usando enlaces disulfuro. En aun otro ejemplo, el ADNc que codifica un EM, etiqueta o
enzima esta ligado a una region variable de la cadena ligera de un anticuerpo, de modo que el EM, etiqueta o
enzima se localice en el extremo carboxilo de la region variable de la cadena ligera. Posteriormente, la regidon
variable de la cadena ligera puede estar ligada a una regién variable de cadena pesada del anticuerpo usando
enlaces disulfuro.

Una vez que los acidos nucleicos que codifican un anticuerpo especifico para fXI o un inmunoconjugado del mismo,
se aislan y se clonan, la proteina deseada puede expresarse en una célula modificada recombinante, tal como
células bacterianas, vegetales, levadura, de insectos y mamiferos. Se espera que los expertos en la técnica
conozcan los numerosos sistemas de expresion disponibles para la expresion de proteinas que incluyen E. coli,
otros huéspedes bacterianos, levadura y varias células eucariotas superiores tales como lineas celulares Cos, CHO,
Hela y de mieloma.

Una o mas secuencias de ADN que codifican el anticuerpo o fragmento del mismo pueden expresarse in vitro por
transferencia de ADN a una célula huésped adecuada. La célula puede ser procariota o eucariota. El término
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también incluye cualquier progenie de la célula huésped del sujeto. Se entiende que toda la progenie puede no ser
idéntica a la célula parental, ya que puede haber mutaciones que se producen durante la replicacion. Los métodos
de transferencia estable, que significan que el ADN extrafio se mantiene continuamente en el huésped, se conocen
en la materia. Los hibridomas que expresan los anticuerpos de interés también se incluyen en esta divulgacion.

La expresiéon de los acidos nucleicos que codifican las proteinas aisladas descritas en el presente documento se
puede lograr uniendo operativamente el ADN o el ADNc a un promotor (que es constitutivo o inducible), seguido de
la incorporacion en un casete de expresion. Los casetes pueden ser adecuados para la replicacion e integracion en
procariotas o eucariotas. Los casetes de expresion tipicos contienen secuencias especificas utiles para la regulacion
de la expresion del ADN que codifica la proteina. Por ejemplo, los casetes de expresion pueden incluir promotores
adecuados, potenciadores, terminadores de la transcripcion y la traduccién, secuencias de iniciacién, un codén de
iniciacion (es decir, ATG) frente a un gen que codifica una proteina, la sefial de corte y empalme para los intrones,
mantenimiento del marco de lectura correcto de dicho gen para permitir la traduccion adecuada del ARNm vy los
codones de terminacion.

Para obtener un alto nivel de expresién de un gen clonado, es deseable construir casetes de expresién que
contengan, como minimo, un fuerte promotor para dirigir la transcripcién, un sitio de unién al ribosoma para el inicio
de la traduccion y un terminador de la transcripcion / traduccidn. Para E. coli, esto incluye un promotor, tal como los
promotores de T7, trp, lac o lambda, un sitio de union al ribosoma y, preferentemente, una sefal de terminacién de la
transcripcion. Para las células eucariotas, las secuencias de control pueden incluir un promotor y / o un potenciador
derivado, por ejemplo, de un gen de inmunoglobulina, SV40 o citomegalovirus, y una secuencia de poliadenilacién, y
puede incluir ademas secuencias donantes y aceptoras de corte y empalme. Los casetes se pueden transferir a la
célula huésped elegida mediante métodos bien conocidos, tal como la transformacién o la electroporacién para E.
coli y el tratamiento con fosfato de calcio, electroporaciéon o lipofeccion para células de mamifero. Las células
transformadas por los casetes pueden seleccionarse por la resistencia a los antibioticos conferidos por los genes
contenidos en los casetes, tales como los genes ara amp, gpt, neo e hig.

Cuando el huésped es un eucariota, se pueden usar tales métodos de transfeccion de ADN, como coprecipitados de
fosfato de calcio, procedimientos mecanicos convencionales, tal como microinyeccion, electroporacion, insercion de
un plasmido encerrado en liposomas o vectores de virus. Las células eucariotas también pueden cotransformarse
con secuencias de polinucleétidos que codifican el anticuerpo, anticuerpo marcado o fragmento funcional del mismo,
y una segunda molécula de ADN extrafio que codifica un fenotipo seleccionable, tal como el gen de la timidina
quinasa del herpes simple. Otro método es utilizar un vector viral eucariotico, tal como el virus de simio 40 (SV40) o
el virus del papiloma bovino, para infectar o transformar transitoriamente células eucariotas y expresar la proteina
(véase, por ejemplo,, Eukaryotic Viral Vectors, Cold Spring Harbor Laboratory, Gluzman ed., 1982). Un experto en la
materia puede usar facilmente sistemas de expresion tales como plasmidos y vectores de uso para producir
proteinas en células que incluyen células eucariotas superiores, tales como las lineas celulares Cos, CHO, HelLa y
de mieloma.

Se pueden realizar modificaciones en un acido nucleico que codifica un polipéptido descrito en el presente
documento (es decir, un anticuerpo monoclonal especifico de fXI o un inmunoconjugado que comprende el
anticuerpo) sin disminuir su actividad biolégica. Se pueden realizar algunas modificaciones para facilitar la clonacion,
expresion o incorporacion de la molécula que se va a dirigir en una proteina de fusion. Dichas modificaciones son
bien conocidas en la materia e incluyen por ejemplo, codones de terminacién, una metionina afiadida en el extremo
amino para proporcionar un sitio de iniciacién, aminoacidos adicionales colocados en cualquiera de los extremos
para crear sitios de restriccion localizados de forma conveniente o aminoacidos adicionales (tales como poli His)
para ayudar en las etapas de purificacion. Ademas de métodos recombinantes, los inmunoconjugados, restos
efectores y anticuerpos de la presente divulgacién también se pueden construir completos o en parte usando sintesis
peptidica estandar bien conocida en la técnica.

Una vez expresados, los inmunoconjugados recombinantes, anticuerpos y / o comparfieros de fusién pueden
purificarse de acuerdo con los procedimientos estandar de la técnica, incluyendo precipitacion con sulfato de
amonio, columnas de afinidad, cromatografia en columna, y similares (véase, en general, R. Scopes, Protein
Purification, Springer-Verlag, N.Y., 1982). Los anticuerpos e inmunoconjugados no necesitan ser 100 % puros. Una
vez purificados, parcialmente o hasta homogeneidad como se desee, si se van a utilizar terapéuticamente, los
polipéptidos deben estar sustancialmente libres de endotoxinas.

Se han descrito métodos para la expresion de anticuerpos y / o replegamiento a una forma activa apropiada,
incluyendo anticuerpos monocatenarios, de bacterias tales como E. coli y son bien conocidos y son aplicables a los
anticuerpos desvelados en el presente documento (véase, Buchner et al., Anal. Biochem. 205:263 -270, 1992;
Pluckthun, Biotechnology 9:545, 1991; Huse et al., Science 246:1275, 1989 y Ward et al., Nature 341:544, 1989).

A menudo, las proteinas heterélogas funcionales de E. coli u otras bacterias se aislan de los cuerpos de inclusién y
requieren solubilizacién utilizando desnaturalizantes fuertes y su posterior replegamiento. Durante la etapa de
solubilizacion, como es bien sabido en la materia, debe estar presente un agente reductor para separar los enlaces
disulfuro. Un tampén de ejemplo con un agente reductor es: Tris 0,1 M pH 8, guanidina 6 M, EDTA 2 mM, DTE 0,3 M
(ditioeritritol). La reoxidacion de los enlaces disulfuro puede producirse en presencia de reactivos de tiol de bajo peso
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molecular en forma reducida y oxidada, como se describe en Saxena et al. (Biochemistry 9: 5015-5021, 1970), y
especialmente segun lo descrito por Buchner et al. (Anal. Biochem. 205:263 -270, 1992).

La renaturalizacion se realiza normalmente por dilucion (por ejemplo, 100 veces) de la proteina desnaturalizada y
reducida en un tampon de replegamiento. Un tampon de ejemplo es Tris 0,1 M, pH 8,0, L-arginina 0,5 M, glutatién
oxidado 8 mM (GSSG) y EDTA 2 mM.

Como una modificacion al protocolo de purificacion de anticuerpos bicatenarios, las regiones de las cadenas pesada
y ligera se solubilizan y reducen por separado y luego se combinan en la solucién de replegamiento. Se obtiene un
rendimiento de ejemplo cuando estas dos proteinas se mezclan en una relacion molar, tal que no excede un exceso
molar de 5 veces de una proteina sobre la otra. El exceso de glutatién oxidado u otros compuestos oxidantes de bajo
peso molecular se pueden afiadir a la solucién de replegamiento una vez que se completa el barajado redox.

Ademas de los métodos recombinantes, los anticuerpos, anticuerpos marcados y fragmentos funcionales de los
mismos que se desvelan en el presente documento también pueden construirse en su totalidad o en parte utilizando
la sintesis de péptidos estandar. La sintesis en fase soélida de los polipéptidos de menos de aproximadamente 50
aminoacidos de longitud se puede lograr uniendo el aminoacido en C-terminal de la secuencia a un soporte insoluble
seguido de la adicion secuencial de los aminoacidos restantes en la secuencia. Las técnicas para la sintesis en fase
solida estan descritas por Barany y Merrifield, The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology. Vol. 2: "Special Methods in
Peptide Synthesis, Part A. pag. 3-284; Merrifield et al., J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2156, 1963 y Stewart et al., Solid
Phase Peptide Synthesis, 22 ed., Pierce Chem. Co., Rockford, Ill., 1984. Las proteinas de mayor longitud se pueden
sintetizar mediante la condensacién de los extremos amino y carboxilo de fragmentos mas cortos. Los métodos para
formar enlaces peptidicos mediante la activacion de un extremo carboxilo terminal (tal como el uso del reactivo de
acoplamiento N, N'-dicilohexilcarbodimida) son bien conocidos en la técnica.

VIl. Conjugados de anticuerpos y proteinas de fusion

Los anticuerpos monoclonales anti-fXI y fragmentos de union a antigeno de los mismos, descritos en el presente
documento se pueden fusionar de manera recombinante a un polipéptido heterélogo en el extremo N o C o
conjugado quimicamente (incluidas las conjugaciones covalentes y no covalentes) a polipéptidos u otras
composiciones. La presente divulgacion contempla conjugados de anticuerpos que comprenden un anticuerpo
especifico de fXI o fragmento de anticuerpo y cualquier compariero de fusion adecuado. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales anti-factor XI pueden fusionarse de forma recombinante o conjugarse con moléculas utiles como
etiquetas en ensayos de deteccion, o con comparieros de fusion tales como polipéptidos heterdlogos, farmacos,
radionuclidos o toxinas (véanse, por ejemplo,, las publicaciones PCT n.° WO 92/08495; documento WO 91/14438; y
WO 89/12624; la patente de EE.UU. n.° 5.314.995; y el documento EP 396,387 para ensefianzas generales
relacionadas con la fabricacion de proteinas de fusién basadas en anticuerpos). La presente divulgacion también
abarca proteinas de fusiébn que comprenden un anticuerpo anti-fX| y un polipéptido heterélogo. Por ejemplo, el
polipéptido heterodlogo al que se fusiona el anticuerpo puede ser util para la funcion, o podria aumentar la semivida in
vivo de los polipéptidos, o podria servir como una secuencia marcadora que facilite la purificacién o deteccion.

Las proteinas de fusion se pueden preparar utilizando métodos que son bien conocidos en la técnica (véanse, por
ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 5.116.964 y 5.225.538). El sitio preciso en el que se realiza la fusion
puede seleccionarse empiricamente para optimizar las caracteristicas de unién de la proteina de fusién. EI ADN que
codifica la proteina de fusion se transfecta después a una célula huésped para su expresion.

Los anticuerpos monoclonales anti-fXI de la presente divulgacion pueden usarse en forma no conjugada o pueden
conjugarse con al menos una de diversas moléculas, por ejemplo, para mejorar las propiedades terapéuticas de la
molécula, para facilitar la deteccion de objetivos o para realizar pruebas de imagen o terapia de un sujeto. En
particular, los anticuerpos monoclonales anti-factor X|I pueden conjugarse con agentes terapéuticos, profarmacos,
péptidos, proteinas, enzimas, virus, lipidos, modificadores de la respuesta bioldgica, agentes farmacéuticos o PEG.

Las técnicas para conjugar diversos restos con un anticuerpo anti-factor XI son bien conocidas. Se pueden usar
medios de unién covalente y no covalente. El procedimiento para unir un compariero de fusién a un anticuerpo varia
segun la estructura quimica del efector. Los polipéptidos normalmente contienen diversos grupos funcionales; tales
como acido carboxilico (COOH), grupos de amina libre (-NH2) o sulfhidrilo (-SH), que estan disponibles para la
reaccion con un grupo funcional adecuado en un anticuerpo para dar como resultado la union del compafero de
fusién. Como alternativa, el anticuerpo se deriva para exponer o unir grupos funcionales reactivos adicionales. La
derivatizacion puede implicar la unién de cualquiera de una serie de moléculas enlazadoras. El enlazador puede ser
cualquier molécula utilizada para unir el anticuerpo al compafero de fusion. El enlazador es capaz de formar enlaces
covalentes tanto al anticuerpo como al compariero de fusién. Los enlazadores adecuados son bien conocidos por los
expertos en la técnica e incluyen, aunque no de forma limitativa, enlazadores de carbono de cadena lineal o
ramificada, enlazadores de carbono heterociclicos o enlazadores peptidicos. Cuando el anticuerpo y el compariero
de fusion son polipéptidos, los enlazadores pueden unirse a los aminoacidos constituyentes a través de sus grupos
laterales (tal como a través de un enlace disulfuro a la cisteina) o a los grupos amino y carboxilo en el carbono alfa
de los aminoacidos terminales.
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En algunas circunstancias, es deseable liberar el compafiero de fusion del anticuerpo cuando el inmunoconjugado
ha alcanzado su sitio diana. Por lo tanto, en estas circunstancias, los inmunoconjugados comprenden enlaces que
se pueden romper en las proximidades del sitio objetivo. La escision del enlazador para liberar el compafiero de
fusion del anticuerpo puede acelerarse mediante actividad enzimatica o condiciones a las que el inmunoconjugado
es sometido en las proximidades del sitio objetivo.

En vista del gran nimero de procedimientos que se han comunicado para unir varios compuestos radiodiagnosticos,
compuestos radioterapéuticos, etiquetas (tales como enzimas y moléculas fluorescentes, farmacos, toxinas y otros
agentes a anticuerpos, un experto en la técnica podra determinar un procedimiento adecuado para unir un agente
dado a un anticuerpo u otro polipéptido.

Los anticuerpos o fragmentos de los mismos desvelados en el presente documento pueden derivatizarse o unirse a
otra molécula (tal como otro péptido o proteina). En general, los anticuerpos o porcién de los mismos se derivatizan
de modo tal que la union a fXI no se ve afectada de forma adversa por la derivatizacion o marcaje. Por ejemplo, el
anticuerpo puede estar unido funcionalmente (mediante acoplamiento quimico, fusion genética, asociacién no
covalente o de otra manera) a una o mas entidades moleculares diferentes, tal como otro anticuerpo (por ejemplo,
un anticuerpo biespecifico o un diacuerpo), un agente de deteccion, un agente farmacéutico y/o una proteina o
péptido que puede mediar en la asociacion del anticuerpo o porciéon de anticuerpo con otra molécula (tal como una
region de nucleo de estreptavidina o un marcador de polihistidina).

Un tipo de anticuerpo derivatizado se produce por entrecruzamiento de dos o mas anticuerpos (del mismo tipo o de
diferentes tipos, tal como para crear anticuerpos biespecificos). Los reticulantes adecuados incluyen aquellos que
son heterobifuncionales, que tienen dos grupos que reaccionan de manera distinta separados por un espaciador
adecuado (tal como, éster de m-maleimidobenzoil-N-hidrosuccinimida) u homobifuncional (por ejemplo, suberato de
disuccinimidilo). Dichos enlazadores estan disponibles en Pierce Chemical Company (Rockford, IL).

Un anticuerpo que se une especificamente a fXI puede marcarse con un resto detectable. Los agentes de deteccién
utiles incluyen compuestos fluorescentes, incluyendo fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, cloruro
de 5-dimetilamina-1-naftalenosulfonilo, ficoeritrina, fosfuros de lantanidos y similares. Los marcadores
bioluminiscentes también sin de utilidad, tal como luciferasa, proteina fluorescente verde (GFP), proteina
fluorescente amarilla (YFP). Un anticuerpo también puede marcarse con enzimas que son Utiles para la deteccion,
tal como peroxidasa de rabano picante, B-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa y similares.
Cuando un anticuerpo esta marcado con una enzima detectable, se puede detectar mediante la adicion de reactivos
adicionales que la enzima usa para producir un producto de reaccién que se puede discernir. Por ejemplo, cuando
esta presente el agente peroxidasa de rabano, la adicién de peroxido de hidrogeno y de diaminobencidina conduce a
un producto de reaccion coloreado, que es visualmente detectable. También se puede marcar un anticuerpo con
biotina y detectarse a través de medicion indirecta de la unioén de avidina o de estreptavidina. Cabe destacar que la
propia avidina se puede marcar con una enzima o un marcador fluorescente.

Un anticuerpo puede estar marcado con un agente magnético, tal como gadolinio. Los anticuerpos también se
pueden marcar con lantanidos (tal como europio y disprosio) y manganeso. Las particulas paramagnéticas, tales
como Oxido de hierro superparamagnético también son de uso como etiquetas. Un anticuerpo también puede
marcarse con un epitopo polipeptidico predeterminado reconocido por un indicador secundario (tal como secuencias
de pares de cremallera de leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de unién de metal,
marcas de epitopo). En algunas realizaciones, los marcadores estan unidos por brazos espaciadores de varias
longitudes para reducir el impedimento estérico potencial.

Un anticuerpo también se puede marcar con un aminoacido radiomarcado. El radiomarcador puede usarse para
fines diagndsticos y terapéuticos. Por ejemplo, el radiomarcador se puede usar para detectar fXI por rayos X,
espectros de emision u otras técnicas diagnésticas. Ejemplos de marcadores para polipéptidos incluyen, aunque no
de forma limitativa, los siguientes radiois6topos o radionucleétidos: 3H, '4C, N, 3%S, 90y, ®T¢, 11|n, 125], 131,

Los medios para detectar tales etiquetas son bien conocidos por los expertos en la técnica. Por lo tanto, por ejemplo,
los radiomarcadores pueden detectarse utilizando pelicula fotografica o contadores de centelleo, los marcadores
fluorescentes pueden detectarse utilizando un fotodetector para detectar la iluminacion emitida. Los marcadores
enzimaticos normalmente se detectan proporcionando a la enzima un sustrato y detectando el producto de la
reaccion producido por la accién de la enzima sobre el sustrato y los marcadores colorimétricos se detectan
simplemente visualizando el marcador coloreado.

Un anticuerpo también se puede derivatizar con un grupo quimico, tal como polietilenglicol (PEG), un grupo metilo o
etilo, o un grupo carbohidrato. Estos grupos pueden ser utiles para mejorar las caracteristicas biolégicas del
anticuerpo, tal como para aumentar la semivida sérica o para aumentar la unién al tejido.

VIIl. Composiciones farmacéuticas y métodos de administracion
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Los anticuerpos monoclonales anti-fXI (y sus fragmentos de union a antigeno) de la divulgacion pueden formularse
de acuerdo con métodos conocidos para preparar composiciones farmacéuticamente utiles, tal como mediante
mezcla con un vehiculo portador farmacéuticamente aceptable. Se describen los vehiculos adecuados y sus
formulaciones, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences (162 ed., Osol, A. (ed.), Mack, Easton PA,
1980). Para formar una composicién farmacéuticamente aceptable adecuada para una administracion eficaz, tales
composiciones contendran una cantidad eficaz del anticuerpo monoclonal anti-fXI solo o con una cantidad adecuada
de vehiculo portador.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse en mezcla con un vehiculo adecuado, diluyente o
excipiente, tal como agua estéril, solucion salina fisiolégica, glucosa o similares. Las composiciones pueden contener
sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponadores del pH, adyuvantes,
aditivos gelificantes o que aumentan la viscosidad, conservantes, agentes aromatizantes, colores, y similares,
dependiendo de la via de administracion y la preparacién deseada. Asimismo, las composiciones farmacéuticas
pueden formularse para liberacion inmediata o liberaciéon controlada.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas anticuerpos monoclonales anti-fXI de la divulgacion
pueden administrarse en dosis y mediante técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica médica o
veterinaria, teniendo en cuenta factores tales como la edad, el sexo, el peso, la especie y la afeccion del paciente en
particular y la via de administracion. La cantidad y el momento de la administracion son a discrecion del médico o
veterinario encargado del tratamiento para lograr los propésitos deseados. La via de administracion puede ser a
través de cualquier via que administre una dosis segura y terapéuticamente eficaz (o una dosis inhibitoria) de un
anticuerpo monoclonal anti-fXI desvelado en el presente documento en la sangre de un animal o ser humano. El
anticuerpo puede formularse para administracion sistémica o local. Las formas de administracion incluyen, aunque
no de forma limitativa, sistémicos, topica, las vias de administracion enteral y parenteral. Las vias enterales incluyen
la administracion oral y gastrointestinal. Las vias de administracion parenteral incluyen las vias intravenosa,
intraarterial, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, transdérmica, y transmucosa. Otras vias de administracion
incluyen la administracion epidural o intratecal. En un ejemplo, el anticuerpo que se une especificamente a fX| esta
formulado para administracion parenteral, tal como administracion intravenosa.

La dosis efectiva y la via de administracion estan determinadas por el rango terapéutico y la naturaleza del
compuesto, y por factores conocidos, tales como la edad, el peso y la afeccién del sujeto, asi como la DL50 y otros
procedimientos de seleccién que son conocidos y no requieren experimentacion indebida. El agente terapéutico
puede administrarse al receptor como un bolo 0 mediante un suministro sostenido (continuo o intermitente). Cuando
el suministro de una dosis se mantiene durante un periodo, que puede ser del orden de unos pocos minutos a varios
dias, semanas o meses, 0 pueden administrarse crénicamente durante un periodo de afos, la dosis puede
expresarse como el peso del agente terapéutico / kg de peso corporal del paciente / unidad de tiempo de
administracion.

Por "dosis o cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad eficaz" se entiende una cantidad de un anticuerpo
monoclonal anti-fXI o un fragmento funcional del mismo que cuando se administra produce una respuesta
terapéutica positiva con respecto al tratamiento de un paciente que lo necesita. En general, una dosis
terapéuticamente eficaz es similar a la "dosis inhibitoria" o "cantidad inhibitoria", términos que se refieren a la dosis
de anticuerpo especifico de fXI requerida para inhibir la activacion de fXI. En algunas realizaciones, una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo monoclonal anti-fXI esta en el intervalo de aproximadamente 0,01 mg / kg a
aproximadamente 10 mg / kg, de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, de aproximadamente
1mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, de
aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 1 mg/kg o de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente
1 mg/kg. En otras realizaciones, las dosis terapéuticamente eficaces del anticuerpo monoclonal anti-factor XI, es de
aproximadamente 0,01 mg / kg, aproximadamente 0,03 mg / kg, aproximadamente 0,1 mg / kg, aproximadamente
0,3 mg / kg, aproximadamente 0,5 mg / kg, aproximadamente 1 mg / kg, aproximadamente 1,5 mg / kg,
aproximadamente 2 mg / kg, aproximadamente 2,5 mg / kg, aproximadamente 3 mg / kg, aproximadamente 5 mg /
kg, aproximadamente 7 mg / kg, aproximadamente 10 mg / kg, u otras dosis similares dentro del intervalo de
aproximadamente 0,01 mg / kg a aproximadamente 10 mg / kg. Se reconoce que el método de tratamiento puede
comprender una administraciéon unica de una dosis terapéuticamente eficaz (o dosis inhibitoria) o administraciones
multiples de una dosis terapéuticamente eficaz del anticuerpo monoclonal anti-fXI.

En algunas realizaciones, la dosis inhibitoria (o dosis terapéuticamente eficaz) de un anticuerpo (ya sea solo o como
parte de un inmunoconjugado o composicion de la presente divulgacion) es una dosis que inhibe la activacion de fXI
en al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un
95 %, al menos un 99 % o un 100 %. En ejemplos particulares, la activacion de fX| esta inhibida en un 90-100 %.

En algunas realizaciones, los anticuerpos deben administrarse diariamente, en dias alternos, cada quince dias o
cada semana. En ejemplos especificos, los anticuerpos deben administrarse diariamente o cada quince dias. En los
métodos que se divulgan en el presente documento, la administracion de un "anticuerpo" incluye anticuerpos que
forman parte de inmunoconjugados de las composiciones de la divulgacion.
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Los anticuerpos pueden administrarse por infusiéon lenta, en lugar de en una inyeccion intravenosa o bolo. En un
ejemplo, se administra una mayor dosis de carga, administrandose las dosis de mantenimiento posteriores a un nivel
inferior. Por ejemplo, se puede infundir una dosis de carga inicial de 4 mg / kg durante un periodo de unos 90
minutos, seguido de dosis de mantenimiento semanales durante 4-8 semanas de 2 mg / kg infundidos durante un
periodo de 30 minutos si la dosis anterior fue bien tolerada.

Se proporcionan composiciones que incluyen uno o mas de los anticuerpos que se unen especificamente a fXI que
se desvelan en el presente documento en un vehiculo. También se proporcionan composiciones que comprenden
inmunoconjugados. Las composiciones pueden prepararse en formas de dosificacion unitaria para administracion a
un sujeto.

Los anticuerpos pueden proporcionarse en forma liofilizada y rehidratarse con agua estéril antes de la
administracion, aunque también se proporcionan en soluciones estériles de concentracién conocida. La solucion de
anticuerpo se aflade después a una bolsa de infusién que contiene 0,9 % de cloruro de sodio, USP, y se administra
normalmente en una dosis de 0,5 a 15 mg / kg de peso corporal. Se dispone de una experiencia considerable en la
técnica en la administracion de farmacos de anticuerpos.

Las formulaciones parenterales de liberacion controlada (o liberacion prolongada) se pueden hacer como implantes,
inyecciones oleosas o como sistemas de particulas. Para una vision general de los sistemas de suministro de
proteinas, consultese Banga, A.J., Therapeutic Peptides and Proteins: Formulation, Processing, and Delivery
Systems, Technomic Publishing Company, Inc., Lancaster, PA, (1995). Los sistemas de particulas incluyen
microesferas, microparticulas, microcapsulas, nanocapsulas, nanoesferas y nanoparticulas. Las microcapsulas
contienen la proteina terapéutica, tal como una citotoxina o un farmaco, como un nucleo central. En las microesferas,
la terapéutica se dispersa por toda la particula. Las particulas, microesferas y microcapsulas mas pequefas que
aproximadamente 1 ym generalmente se denominan nanoparticulas, nanoesferas y nanocapsulas, respectivamente.

Los capilares tienen un diametro de aproximadamente 5 um, por lo que solo se administran nanoparticulas por via
intravenosa. Las microparticulas tienen normalmente aproximadamente 100 um de diametro y se administran por via
subcutanea o intramuscular. Véanse, por ejemplo, Kreuter, J., Colloidal Drug Delivery Systems, J. Kreuter, ed.,
Marcel Dekker, Inc., Nueva York, NY, pag. 219-342 (1994); y Tice y Tabibi, Treatise on Controlled Drug Delivery, A.
Kydonieus, ed., Marcel Dekker, Inc. Nueva York, NY, pag. 315-339, (1992).

Los polimeros pueden usarse para la liberacion controlada por iones de las composiciones de anticuerpos
desveladas en el presente documento. En la técnica se conocen diversas matrices poliméricas degradables y no
degradables para uso en la administracion controlada de farmacos (Langer, Accounts Chem. Res. 26:537 -542,
1993). Por ejemplo, el copolimero de bloque, polaxamer 407, existe como un liquido viscoso pero movil a bajas
temperaturas, pero forma un gel semisoélido a la temperatura corporal. Se ha demostrado que es un vehiculo eficaz
para la formulacién y administracion sostenida de interleucina-2 y ureasa recombinantes (Johnston ef al., Pharm.
Res. 9:425 -434, 1992; y Pec et al., J. Parent. Sci. Tech. 44(2):58-65, 1990). Como alternativa, la hidroxiapatita se ha
utilizado como microvehiculo para la liberaciéon controlada de proteinas (ljntema et al., Int. J. Pharm. 112:215 -224,
1994). En otro aspecto mas, los liposomas se utilizan para la liberacién controlada, asi como para la orientacion al
farmaco del farmaco capsulado de lipidos (Betageri et al., Liposome Drug Delivery Systems, Technomic Publishing
Co., Inc., Lancaster, PA (1993)). Se conocen numerosos sistemas adicionales para el suministro controlado de
proteinas terapéuticas (véanse la patente de Estados Unidos N.° 5.055.303; la patente de EE.UU. n.° 5.188.837; la
patente de EE.UU. n.° 4.235.871; la patente de EE.UU. n.® 4.501.728; la patente de EE.UU. n.° 4.837.028; la patente
de EE.UU. n.° 4.957.735; la patente de EE.UU. n.° 5.019.369; la patente de EE.UU. n.° 5.055.303; la patente de
EE.UU. n.° 5.514.670; la patente de EE.UU. n.° 5.413.797; la patente de EE.UU. n.° 5.268.164; la patente de EE.UU.
n.° 5.004.697; la patente de EE.UU. n.° 4.902.505; la patente de EE.UU. n.° 5.506.206; la patente de EE.UU. n.°
5.271.961; la patente de Estados Unidos n.° 5.254.342 y la Patente de Estados Unidos n.° 5.534.496).

IX. Métodos de uso de anticuerpos anti-factor X|

Los anticuerpos especificos para fXI desvelados en el presente documento se pueden usar para diversos fines de
investigaciones, diagnosticos y terapéuticos. Por ejemplo, los anticuerpos desvelados pueden usarse para estudiar
los efectos del bloqueo de la activacion de fXI y / o la inhibicion de la union de fXI a fXlla. Los anticuerpos
especificos de fXI también se pueden usar para purificar fXI de mamiferos o de productos de células recombinantes.
Ademas, los anticuerpos desvelados son utiles como reactivos de diagnéstico, tal como para la detecciéon de fXI en
sangre, tejido u otra muestra bioldgica.

En consecuencia, en el presente documento se proporciona un método para purificar fXI de una muestra biolégica
mediante el contacto de la muestra con un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unién a antigeno del mismo
desvelado en el presente documento. Por ejemplo, los anticuerpos especificos de fXI de la divulgacion se pueden
usar para inmunoprecipitar el fXI de cualquier muestra biolégica de cualquier especie de mamifero. Los métodos de
inmunoprecipitacién son bien conocidos en la técnica. En algunos ejemplos, el anticuerpo especifico de fXI esta
conjugado a una perla, tal como una perla magnética que permite una separacion eficiente del anticuerpo unido al
antigeno (por ejemplo, fXI unido a un anticuerpo especifico de fXI). La muestra biolégica puede ser cualquier
muestra en la que se encuentre la proteina fXI. En algunos ejemplos, la muestra biolégica es una muestra fluida, tal
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como una muestra de sangre, de suero o plasma, o muestra de tejido.

Ademas, se proporciona un método de diagnoéstico para detectar el fXI en una muestra biolégica o medir el nivel de
fXI en una muestra bioldgica. En algunos ejemplos, la muestra biolégica es una muestra fluida, tal como una muestra
de sangre, de suero o plasma, o muestra de tejido. Los métodos para detectar proteinas en una muestra bioldgica, o
medir el nivel de una proteina en una muestra biolégica, son bien conocidos en la técnica.

Por otra parte, debido al importante papel que desempefian las vias de coagulacion (o la interrupcién de las mismas)
en numerosas enfermedades y trastornos, los anticuerpos anti-fX| desvelados en el presente documento pueden
usarse para una amplia gama de fines terapéuticos. Los anticuerpos especificos de fX| desvelados en el presente
documento pueden usarse para prevenir, tratar o mejorar cualquier enfermedad o trastorno en el que la inhibicién de
la activacion de fXI resulte en la prevencién o el tratamiento de la enfermedad o trastorno. Los anticuerpos fXI
desvelados son deseables como agentes terapéuticos debido a su capacidad para prevenir o inhibir la trombosis sin
alterar la hemostasia.

En algunos enfoques, los anticuerpos especificos de fX| desvelados pueden usarse para la prevencion o el
tratamiento de una enfermedad o trastorno caracterizado por la activacion patolégica de fXI. Por ejemplo, dichas
enfermedades o trastornos incluyen aquellos en los que la inhibicién de la activacion por contacto de la coagulacion
beneficiaria al sujeto que tiene la enfermedad o trastorno.

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-fX| desvelados pueden usarse en la fabricacion de un medicamento
para prevenir o tratar la trombosis o el tromboembolismo en un sujeto que necesita tal tratamiento. Tal como se
divulga en la presente memoria, la administraciéon de los anticuerpos anti-fXI no altera la hemostasia en el sujeto.

Los anticuerpos monoclonales anti-fX| de la divulgacién se pueden usar para tratar afecciones caracterizadas por
oclusiones vasculares, tales como las que se producen como resultado de la formacion de trombos. Las afecciones
que se caracterizan por oclusiones vasculares que se contemplan para el tratamiento con un anticuerpo monoclonal
anti-fXI incluyen aquellas que afectan a las arterias, los capilares y la vasculatura venosa. En las arterias coronarias,
la formacién de trombo oclusivo a menudo sigue a la ruptura de la placa aterosclerética. Esta oclusién es la principal
causa de infarto agudo de miocardio y angina inestable. También pueden producirse oclusiones coronarias después
de infecciones, inflamacion, terapia trombolitica, angioplastia, y colocacién de injertos. Principios similares se aplican
a otras partes de la vasculatura arterial e incluyen, entre otros, la formacion de trombos en las arterias carotidas, que
es la causa principal de isquemia cerebral e ictus transitorio o permanente.

En ejemplos particulares, las moléculas de anticuerpos descritas se utilizan para tratar enfermedades vasculares,
tales como cardiopatia isquémica o no isquémica, o ictus. En otros ejemplos, los anticuerpos especificos de fXI se
usan para tratar enfermedades ateroscleroéticas.

La trombosis venosa a menudo sigue a la estasis, infecciones, reacciones inflamatorias y cirugia mayor de las
extremidades inferiores o del area abdominal. La trombosis venosa profunda produce una disminucién del flujo
sanguineo desde el area distal al trombo y predispone a la embolia pulmonar. La embolia pulmonar es una causa
importante de mortalidad posquirtrgica. La coagulacién intravascular diseminada (CIC) y el sindrome de dificultad
respiratoria aguda (SDRA) se producen habitualmente en todos los sistemas vasculares durante la sepsis
bacteriana, la entrada de material extrafio en el torrente sanguineo posterior a, por ejemplo, traumatismos y partos,
reacciones inmunes, inflamacién, ciertas infecciones virales, ciertos trastornos plaquetarios, y cancer. La
coagulacién intravascular diseminada es una complicaciéon grave de muchas enfermedades y algunos tratamientos
farmacoldgicos, incluyen, por ejemplo, heparina. El consumo trombético de factores de coagulacién y plaquetas y la
coagulacién sistémica da como resultado la formacién de trombos que amenazan a la vida que se producen a lo
largo de la microvasculatura, lo que lleva a hipoxia local o generalizada y al fallo organico.

Por lo tanto, también se desvela un método para inhibir la trombosis en un sujeto que lo necesite administrando al
sujeto una dosis terapéuticamente eficaz (o una dosis inhibitoria) de un anticuerpo monoclonal anti-factor XI de la
divulgacion. En algunos ejemplos, la trombosis se asocia a (i) sindromes coronarios agudos, tal como infarto de
miocardio, angina inestable, angina refractaria, trombo coronario oclusivo que se produce después de | terapia
trombolitica o angioplastia poscoronaria; (ii) sindromes cerebrovasculares isquémicos, incluyendo ictus embdlico,
ictus trombético, o ataques isquémicos transitorios; (iii) trombosis que se produce en el sistema venoso de forma
espontaneamente o en el contexto de malignidad, traumatismo o cirugia, incluyendo tromboembolismo pulmonar; (iv)
cualquier coagulopatia, incluyendo SDRA y CID, por ejemplo, en el contexto de la sepsis u otra infeccion, cirugia,
embarazo, traumatismo o malignidad y si se asocia o no a un fallo multiorganico, purpura trombocitopénica
trombética, tromboangitis obliterante o enfermedad trombotica asociada a trombocitopenia inducida por heparina; (v)
complicaciones trombéticas asociadas a la circulacion extracorpérea (por ejemplo, didlisis renal, derivacidon
cardiopulmonar u otro procedimiento de oxigenacion, y plasmaféresis); (vi) complicaciones trombéticas asociadas a
la instrumentacién (tal como cateterizaciéon cardiaca u otra intravascular, bomba de balén intraadrtica, endoprotesis
coronaria, valvula cardiaca, maquinas de dialisis, bombas y oxigenadores); (vii) complicaciones asociadas al ajuste
de dispositivos protésicos; y (ix) material trombogénico extrafio en la circulacion (natural o artificial), tales como de
procedimientos quirdrgicos, trasplante de 6rgano / tejido / célula (por ejemplo, reaccion de injerto contra huésped), o
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implantes.

Los agentes antitrombéticos tradicionales pueden tener efectos secundarios negativos e incluso ser fatales, cuando
se administran a sus dosis maximas eficaces. En consecuencia, se desvela un método para reducir una dosis
requerida o complementar el efecto de un agente antitrombético en el tratamiento de la trombosis en un sujeto que lo
necesite, administrando al sujeto una dosis terapéuticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal anti-fXI de la
divulgacion.

Los agentes antitrombéticos incluyen, por ejemplo, Inhibidores directos o indirectos de la trombina, inhibidores del
factor X (fX), inhibidores del factor IX (FIX), inhibidores del factor XII (fXIl), inhibidores del factor V (fV), inhibidores
del factor VIII (fVIIl), inhibidores del factor Xl (fXIll), inhibidores del factor VII (fVII), inhibidores del factor tisular,
agentes profibrinoliticos, agentes fibrinoliticos, inhibidores de la carboxipeptidasa B, inhibidores plaquetarios,
agentes reductores selectivos del recuento de plaquetas, o inhibidores de fXI. Los inhibidores directos de la trombina
incluyen argatroban y sus derivados o analogos, hirudina y derivados recombinantes o sintéticos o analogos de los
mismos, derivados del tripéptido Phe-Pro-Arg, derivados de la clorometilcetona, ximelagatran y derivados,
metabolitos, o analogos de los mismos, inhibidores del exositio de unién a aniones, y aptameros de ARN / ADN. Los
inhibidores de trombina indirectos incluyen heparina, cumarina, dermatan, y trombomodulina. Los inhibidores de fX
incluyen inhibidores directos de fXa, rivaroxaban, anticuerpos contra fX, fXa inactivado, o analogos y derivados de
los mismos.

Los inhibidores de fIX incluyen anticuerpos contra fIX, inhibidores directos de flXa o flXa inactivado, o andlogos y
derivados de los mismos. Los inhibidores del fXII incluyen inhibidores directos de fXIl, inhibidores de la tripsina de
maiz, anticuerpos contra fXIl, o fXlla inactivado o analogos y derivados de los mismos. Los inhibidores del factor V
incluyen anticuerpos contra fV, proteina C activada, proteina S, o analogos y derivados de los mismos. Los
inhibidores del factor VIII incluyen anticuerpos contra el fVIII, proteina C activada, proteina S, o analogos y derivados
de los mismos. Los inhibidores del factor XlII incluyen anticuerpos contra fXllI, inhibidores directos de Xllla, o fXllla
inactivado. Los inhibidores del factor VIl incluyen anticuerpos contra el fVII, inhibidor de la via del factor tisular, fVlla
inactivado, o inhibidor directo del factor Vlla o analogos y derivados de los mismos. Los inhibidores del factor tisular
incluyen el inhibidor de la via del factor tisular, anticuerpos contra el factor tisular, o analogos y derivados de los
mismos. Los agentes profibrinoliticos incluyen uroquinasa, estreptocinasa, activador de plasminégeno tisular o
derivados de los mismos. Los agentes fibrinoliticos incluyen plasmina, microplasmina, ancrod o derivados de los
mismos. Los inhibidores de plaquetas incluyen aspirina, clopidogrel, dipiridamol o derivados de los mismos. Los
agentes reductores selectivos del recuento de plaquetas incluyen hidroxiurea, anagrelida o derivados de los mismos.
Los inhibidores del factor XI incluyen inhibidores directos de fXla, otros anticuerpos contra fXI, fXla inactivado, o
analogos y derivados de los mismos.

En otro enfoque, se desvela un método para tratar cancer metastasico en un sujeto que lo necesita administrando al
sujeto una dosis farmacéuticamente eficaz (o una dosis inhibitoria) de un anticuerpo monoclonal anti-fXI de la
divulgacion. En otro enfoque mas, se desvela un método para tratar una reaccion inflamatoria aguda en un sujeto
que lo necesita, administrando al sujeto una dosis terapéuticamente eficaz (o una dosis inhibitoria) de un anticuerpo
monoclonal anti-fXI de la divulgacion. En otro enfoque, los anticuerpos frente fXI desvelados en el presente
documento se pueden usar para tratar el liquido amniotico o la embolia de la médula ésea. En otro enfoque, los
anticuerpos desvelados pueden usarse para tratar la anemia de células falciformes o la hemolisis. Ademas, se
desvela un método para tratar la glomerulonefritis aguda en un sujeto que necesita tratamiento, administrando al
sujeto un anticuerpo especifico de fXI de la divulgacién. También se desvela un método para tratar la retinopatia
diabética en un sujeto que necesita tratamiento administrando al sujeto un anticuerpo anti-fXI descrito en el presente
documento.

En enfoques adicionales, se desvelan terapias de combinacion en las que un anticuerpo monoclonal anti-fXI es el
agente activo principal y se administra junto con un agente activo adicional a un sujeto que lo necesite. Dicha terapia
de combinacién se puede llevar a cabo mediante la administracion de los diferentes agentes activos en una Unica
composicion, por administracion concurrente de los diferentes agentes activos en diferentes composiciones o por
administracién secuencial de los diferentes agentes activos. La terapia de combinacion también puede incluir
situaciones en las que el anticuerpo monoclonal anti-fXl ya se estd administrando al paciente y el agente activo
adicional se debe afiadir al régimen farmacoldgico del paciente, asi como también cuando a diferentes individuos
(por ejemplo, médicos u otros profesionales médicos) se administran los componentes separados de la combinacion
al paciente. El agente activo adicional generalmente, aunque no necesariamente, es uno que sea eficaz en la
inhibicion de la trombosis. En algunos enfoques, el agente activo adicional es un agente hemostasico (es decir, un
agente que promueve la hemostasia). En ejemplos particulares, los agentes hemostasicos utilizados en las terapias
de combinacién incluyen el factor VII activado (fVlla) o el concentrado del complejo de protrombina activada (APCC).
El ingrediente activo clave del APCC es la protrombina, que contribuye tanto a la hemostasia como al crecimiento del
trombo. Por el contrario, se cree que el aumento de la concentracion plasmatica de fVIla aumenta la generacion de
trombina predominantemente a través de una via dependiente del factor tisular (TF) en la que el complejo TF / fVlla
activa los factores IX y X.

En enfoques concretos, el método de inhibicién de la activacion de fXI por el factor Xlla (fXlla) en un sujeto
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comprende (a) seleccionar un sujeto que necesita tratamiento; y (b) administrar al sujeto una cantidad inhibitoria de
un anticuerpo monoclonal, inmunoconjugado o la composicion desvelada en el presente documento. En algunos
ejemplos, el sujeto que necesita tratamiento tiene o esta en riesgo de desarrollar trombosis. En algunos ejemplos, el
sujeto que necesita tratamiento es un sujeto que sufre o tiene riesgo de sufrir un infarto de miocardio, ictus
isquémico, tromboembolismo pulmonar, coagulacion intravascular diseminada, sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica grave, cancer metastasico o una enfermedad infecciosa. En algunos ejemplos, el sujeto que necesita
tratamiento es un sujeto con activacion patoldgica de fXI. En algunos ejemplos, la cantidad inhibitoria del anticuerpo
monoclonal, inmunoconjugado o composicion es una cantidad suficiente para inhibir la activacion de fXI en al menos
un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos
un 99 % o un 100 %. En ejemplos particulares, la cantidad inhibitoria del anticuerpo monoclonal, inmunoconjugado o
composicién es una cantidad suficiente para inhibir la activacion de fXI en un 90-100 %. El anticuerpo,
inmunoconjugado o composicion pueden administrarse utilizando cualquier via de administracion adecuada y
cualquier dosis o programa de dosificacion adecuados, como se ha analizado anteriormente.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar determinadas caracteristicas particulares y/o realizaciones.
Estos ejemplos no deben interpretarse como limitantes de la divulgacion a las caracteristicas particulares o
realizaciones descritas.

Ejemplos

Ejemplo 1: Generacién, Secuenciacion y caracterizacion del anticuerpo monoclonal especifico para fXI
14E11

Este ejemplo describe la produccion y secuenciacion de un anticuerpo monoclonal especifico para fXI que bloquea la
interaccion de fXI con fXlla (véase la Figura 8).

Generacioén y secuenciacion de 14E11.

Se produjo IgG 14E11 monoclonal contra fXI murino en un ratén deficiente en fXI. Para determinar las secuencias de
aminoacidos y nucleétidos de la cadena ligera variable y la cadena pesada variable de 14E11, se clonaron V.-CL y
Vh-Ch1 a partir del hibridoma 14E11 de acuerdo con los procedimientos estandar. Las secuencias de aminoacidos y
nucleétidos de cadena ligera y cadena pesada variables se determinaron y se exponen a continuacién y en el listado
de secuencias como las SEQ ID NO: 1 -4. Los restos de CDR estan subrayados y se enumeran en la Tabla 1 a
continuacion.

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera variable (VL) de 14E11 (SEC ID NO: 1)

DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVSTAVAWY QQKPGQSPKLLIYLT
SYRNTGVPDRFTGSGSGTDFTFTISSVQAEDLAVYYCQQHYKTPYSFGGGTK
LERLR

Secuencia de nucleétidos de la cadena ligera variable (VL) de 14E11 (SEQ ID NO: 2)

GACATTGTGATGACCCAGTCTCACAAATTCATGTCCACATCAGTAGGAG
ACAGGGTCAGCATCACCTGCAAGGCCAGTCAGGATGTGAGTACTGCTGT
TGCCTGGTATCAACAGAAACCAGGACAATCTCCTAAACTACTGATTTACT
TGACATCCTACCGGAACACTGGAGTCCCTGATCGCTTCACTGGCAGTGG
ATCTGGGACGGATTTCACTTTCACCATCAGCAGTGTGCAGGCTGAAGAC
CTGGCAGTTTACTACTGTCAGCAACATTATAAAACTCCGTATTCGTTCGG
AGGGGGGACCAAGCTGGAACGGTTACGG

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada variable (Vi) de 14E11 (SEQ ID NO: 3)

QVQLEESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTGYGIY WVRQPPGKGLEWLGMIW
GDGRTDYNSALKSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTARYYCARDYYGS
KDYWGQGTTLTVSS

Secuencia de nucleétidos de la cadena pesada variable (V1) de 14E11 (SEQ ID NO: 4)
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CAGGTGCAGCTGGAGGAGTCAGGACCTGGCCTGGTGGCGCCCTCACAGA
GCCTGTCCATCACATGCACCGTCTCAGGGTTCTCATTAACCGGCTATGGT
ATATACTGGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAA
TGATATGGGGTGATGGAAGAACAGACTATAATTCAGCTCTCAAATCCAG

ACTGAGCATCAGTAAGGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTAAAAATG
AACAGTCTGCAAACTGATGACACAGCCAGGTACTACTGTGCCAGAGATT
ACTACGGTAGTAAGGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTC
CTCA

Tabla 1. Localizaciones de las CDR en las VL y Vi de 14E11

Cadena | CDR | Restos | SEQID NO:
\/ CDR1 | 24-34
Vi CDR2 | 50-63
Vi CDR3 | 91-98
VH CDR1 | 31-35
VH CDR2 | 50-68
VH CDR3 | 98-105

14E11 reconoce universalmente el fXI de mamifero

wlw|w|=a|a|=~

La capacidad de 14E11 para unirse a fXI de diferentes especies de mamiferos se evalué mediante
inmunoprecipitacién. El plasma se obtuvo de seres humanos, vacas, un caballo, cerdo, conejo, mapache, tigre,
babuino, gato, pollo, perro, elefante africano y llama, y el suero se obtuvo de oso hormiguero. Se usé plasma de un
sujeto humano deficiente en fXI como control negativo. Se recogi6é plasma o suero (500 pl) en citrato de sodio y se
mezcl6 con 500 pl de Tris-HCI. El anticuerpo 14E11 se unié a Affigel-10 a 3 mg de IgG por ml de perlas. El plasma o
suero diluido (1 ml) se inmunoprecipité con 50 ul de perlas de 14E11 durante la noche a 4 °C. Las perlas se lavaron
una vez con 1 ml de Tris-HCI, luego se eluy6 con 50 yl de tampén de muestra de SDS no reductor. El eluato (1-10
ul) se pasé por geles de SDS al 7,5 % en condiciones no reductoras. Se realizaron transferencias Western de los
geles usando 14E11 biotinilado como anticuerpo principal y estreptavidina-HRP como anticuerpo secundario.

Los resultados demuestran que el 14E11 reconoce el fXI de diversas especies de mamiferos, incluyendo seres
humanos, oso hormiguero, vacas, caballos, cerdos, conejos, mapache, tigres, babuinos, gatos, perros, elefantes y
llamas (FIG. 9). Como cabia esperar, 14E11 no reconocié ninguna proteina en la muestra obtenida de un pollo
porque las especies aviares no expresan fXI.

14E11 se une al dominio A2 de fXI

Para determinar a qué dominio del fXI se une 14E11 se genero6 una serie de construcciones quiméricas en las que
los cuatro dominios manzana de fXI individuales (A1-A4) se intercambiaron con el dominio correspondiente de PK.
Las proteinas quiméricas se separaron por electroforesis y se sometieron a inmunotransferencia con 14E11. Los
resultados demostraron que 14E11 reconoci el fXI de tipo salvaje murino y humano, asi como proteinas quiméricas
que comprenden el dominio A1, A3 o A4 de fXI (véase la FIG. 10A). Sin embargo, 14E11 no reconoci6 la proteina
quimérica que carecia del dominio A2 de fXI. Estos resultados indican que 14E11 se une a un epitopo presente en el
dominio A2. Los dominios manzana de fXI individuales también se fusionaron con tPA para determinar si 14E11 es
capaz de unirse a un dominio especifico. Las proteinas de fusion se separaron por electroforesis y se sometieron a
inmunotransferencia con 14E11. Los resultados demuestran que 14E11 se une al dominio A2, pero no se une a los
dominios A1, A3 o A4 de fXI (FIG. 10B).

Los animales tratados con 14E11 estan protegidos de la oclusion de la arteria carétida

El anticuerpo monoclonal 14E11 se evalué en un modelo de trombosis de la arteria carétida murina. Los ratones
C57B1 / 6 se trataron con 7,5 % o 10 % de FeCls y se administr6 14E11 por via intravenosa o intraperitoneal. En
ausencia de tratamiento con 14E11, todos los animales desarrollaron oclusiones después del tratamiento con
cualquier concentracion de FeCls en 10 minutos. Sin embargo, ninguno de los ratones (10 de 10) tratados con 7,5 %
de FeClz y 14E11 desarroll6 oclusion de la arteria carétida. Las inmunotransferencias para fXI demostraron que el
tratamiento con 14E11 no reducia la cantidad de fXI presente en el plasma de los animales tratados. Este hallazgo
es consistente con los datos presentados a continuacion, lo que indica que el efecto antitrombético de 14E11 es el
resultado de prevenir la activacién de fXI por fXlla.

Ejemplo 2: Inhibicion de la formacién de trombos en un modelo de trombosis en babuino

El modelo de trombosis en babuino ha sido descrito previamente por Tucker et al. (Blood 113(4):936-944, 2009) y en
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la publicacion PCT n.° el documento WO 2009/067660. Los experimentos para evaluar la formaciéon de trombo
inducida por colageno en presencia o ausencia de 14E11 se llevaron a cabo como se describe a continuacion.

La formacion de trombos se inicié en derivaciones arteriovenosas cronicas en babuinos al interponer un injerto
vascular protésico durante hasta 60 minutos de acuerdo con un procedimiento descrito previamente (Hanson et al.,
J. Clin. Invest. 92:2003 -2012, 1993). El injerto hipotrombogénico (politetrafluoroetileno expandido; W.L. Gore &
Associates, Flagstaff, AZ; Gruber y Hanson, Blood 102:953-955, 2003) se recubri6 con colageno, que desencadena
de forma consistente la formacion de trombos dependientes de plaquetas. Los segmentos de injerto de 20 mm de
longitud (con diametros internos de 2 o 4 mm) se llenaron con colageno equino de tipo | (1 mg / ml; Nycomed
Arzeneimittel, Munich, Alemania) durante 15 minutos y luego se secd durante la noche bajo un flujo de aire estéril.
Los injertos recubiertos de colageno trombogénico se incorporaron luego entre segmentos de tubos de caucho de
silicona, desplegado en las derivaciones y se expusieron después al flujo sanguineo. El caudal a través del injerto se
restringi6 a 100 ml / minuto (medido por el medidor de flujo de Transonics Systems, Ithaca, NY) pinzando el
segmento de derivacion proximal, con lo que se producen velocidades medias iniciales de cizallamiento de la pared
de 265 s (4 mm de diametro interno) o 2120 s (2 mm de diametro interno). Los injertos se retiraron de las
derivaciones a los 60 minutos (injertos de 4 mm de diametro interno) o cuando el caudal disminuy6 de 100 ml /
minuto a 20 ml / minuto (injertos de 2 mm de diametro interno) sefalizando una oclusion inminente. El tiempo desde
el inicio del flujo de sangre a través del injerto hasta que el flujo alcanz6é 20 ml / minuto se tom6 como el tiempo de
oclusion.

La formacién de trombos se evalu6 en tiempo real durante los experimentos mediante imagenes de cdmara gamma
cuantitativa de la acumulacion de plaquetas radiomarcadas dentro del segmento de balsa, y mediante
determinaciones de punto final del depésito de fibrinégeno / fibrina radiomarcado, como se ha descrito anteriormente
(Hanson et al., J. Clin. Invest. 92:2003 -2012, 1993). Las mediciones de la radiactividad asociada a las plaquetas en
los injertos se registraron utilizando una camara de centelleo gamma 400T de General Electric (Milwaukee, WI)
interconectada con un sistema informatico InteCam de NuQuest (MECX, Arlington Heights, IL). Los eventos
embodlicos se registraron como disminuciones bruscas en el numero de plaquetas en el injerto entre los marcos de
imagen posteriores.

Los animales fueron tratados con vehiculo, aspirina, anticuerpo monoclonal O1A6 (descrito en Tucker et al., Blood
113(4):936-944, 2009; y en la publicacién PCT N.° WO 2009/067660), o anticuerpo monoclonal 14E11. De acuerdo
con los resultados anteriores, el tratamiento con O1A6 redujo la deposicion de plaquetas y fibrina en injertos
vasculares recubiertos con colageno de 4 mm de diametro interno. En contraste, el tratamiento con 14E11 no alterd
significativamente la deposicion de plaguetas o fibrina en los injertos recubiertos con colageno. Sin embargo, la
administracion de 14E11 redujo significativamente la deposicién de plaquetas en un trombo de cola en propagacion.

El blogueo del trombo de la cola en propagacion sin afectar significativamente a la deposicién de plaquetas en el
injerto trombogénico es un resultado que caracteriza a los agentes antitrombéticos eficaces, tales como heparina a
dosis alta. Por lo tanto, los resultados desvelados en el presente documento indican que 14E11 es un potente
agente antitrombotico en primates.

Ejemplo 3: Materiales y métodos
Este ejemplo describe los reactivos, ensayos y métodos utilizados en los estudios descritos en el Ejemplo 4.
Reactivos

El plasma deficiente en fXIl era de George King Bio-Medical, Inc. El plasma deficiente en XI, fXla, factor Xa (fXa), a-
trombina y fXI fueron de Hematologic Technologies. El factor tisular recombi-plastina era de Instrument Laboratories.
El fXlla y el inhibidor de la tripsina del maiz (CTl) eran de Enzyme Research Laboratories. La hirudina recombinante
(lepirudina) era de Bayer. S-2366 (L-piro-glutamil-L-prolil-L-arginina-p-nitroanilida) era de DiaPharma. Z-Gly-Gly-Arg-
AMC era de Bachem. Dioleoilfosfatidilcolina:dioleoilfosfatidilserina (7:3 p/p) era de Avanti Polar Lipids. El reactivo
STA PTT Automate 5 era de Diagnostic Stago. La seroalbumina bovina (BSA), la cefalina de cerebro de conejo
(RBC) y el diisopropilfluorofosfato (DFP) eran de Sigma-Aldrich. Los calibradores de trombina-a2-macroglobulina
para los ensayos de generacién de trombina eran de Thrombinoscope (Maastricht, Paises Bajos).

Expresion y purificacion del factor XI recombinante

El £XI humano recombinante se expres6 en células HEK 293, como se ha descrito previamente (Sun et al., J. Biol.
Chem. 274:36373-36378, 1999). Los ADNc expresados fueron para (1) XI de tipo salvaje (fXIVT), (2) fXI con la Lys®
y la GIn® sustituidas con alanina (fXI-Ala®-84), (3) fXI con la Ser'®, la Asn'® y la lle'®" sustituidas con alanina (fXI-
Ala'951%7) y (4) fXI con la Ser®®” sustituida con alanina (fXI-Ala%%"). EI fXI se purificé a partir de medios condicionados
(Cellgro Complete) mediante cromatografia utilizando la IgG1 anti-factor XI humano G5.12 (Sun et al., J. Biol. Chem.
274:36373 -36378, 1999). La proteina se eluyé con tiocianato sédico 2 M en Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM
(Tris / NaCl), concentrada por ultrafiliracién, se dializé contra Tris / NaCl, y se almacen6 a -80 °C. El fXI
(aproximadamente 200 ug / ml) se convirtié en fXla por incubacion con 2 ug / ml de fXlla a 37 °C. El fXla se separ6
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del fXlla volviéndolo a aplicar a la columna de afinidad 1G5.12.
Caracterizacion del factor XI recombinante.

Las variantes de fXI fXIWT y fXI se diluyeron a 5 yg / ml en Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, Se prepararon
BSA al 0,1 % (TBSA) y diluciones en serie 1:2 de cada proteina. Cada diluciéon (65 pl) se mezclé con volimenes
iguales de plasma deficiente en fXI y reactivo STA PTT Automate 5 (Diagnostic Stago) y se incubd durante cinco
minutos a 37 °C. Después de la incubacioén, se afadieron 65 pl de CaCl. 25 mM y se determin6 el tiempo de
formacion del coagulo en un fiborémetro Dataclot Il (Helena Laboratories). Los resultados para 5 ug / ml de fXIVT se
designaron con una actividad del 100 %. La actividad especifica de fXI"T fue similar a la del fXI plasmatico
(aproximadamente 200 unidades / mg, con 1 unidad que representa la actividad del fXI en 1 ml de plasma normal).
Los resultados para las diluciones de fXI se representaron en funcién del tiempo de coagulacion y las actividades
especificas se determinaron en relacion con el fXIWT. Las actividades del fXla en plasma se compararon mediante la
adicién de 65 pl de diluciones seriadas de proteasa a volimenes iguales de plasma deficiente en fXI y RBC.
Después de 30 segundos, se afiadieron 65 pl de CaCl2 25 mM y se determiné el tiempo de formacién de coagulos.
Las actividades de fXla se determinaron en relaciéon con 5 ug / ml de fXIa'T (se le asigné un valor del 100 %).

XIWT y £XI-Ala83-84 se diluyeron a 25 nM en TBSA con 5 nM de fXlla o 15 nM de a-trombina a 37 °C. A intervalos de
10 minutos, se retiraron alicuotas de 50 pl y se suplementaron con CTl 750 uM (para fXlla) o lepirudina 150 yM
(para a-trombina) para terminar la activacion. Las muestras se mezclaron con voliumenes iguales de TBSA que
contenian S-2366 1 mM y se siguieron los cambios en la DO a 405 nm en un lector de placas de microtitulacion
SpectraMAX (Molecular Devices). La concentracion de fXla se determiné por comparacién con una curva estandar
construida con fXla puro. En algunas reacciones, se incluyeron anticuerpos monoclonales para fXI.

Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales anti-fXI O1A6 y 14E11 murinos

Se produjo 1IgG O1A6 monoclonal murino contra fXI humano (Tucker ef al., Blood 113(4):936-944, 2009). El
anticuerpo prolonga el tiempo de coagulacién del plasma humano (IC99 de aproximadamente 10 nM) en un ensayo
de tiempo de tromboplastina parcial (PTT). La IgG monoclonal 14E11 se gener6 en un ratén Balb-C deficiente en fXI
contra fXI murino recombinante (Gailani et al., Blood 90:1055 -1064, 1997). Este anticuerpo prolonga el PTT del
plasma humano y de ratdén. Se ha descrito la preparacion de fXI humano recombinante, precalicreina y quimeras de
fXI / PK (Sun and Gailani, J. Biol. Chem. 271:29023 -29028, 1996). Se realizaron transferencias Western de
proteinas recombinantes fraccionadas en tamafo en geles de SDS-poliacrilamida al 10 % utilizando O1A6 o 14E11
como el anticuerpo de deteccion principal y quimioluminiscencia para la deteccion. El efecto de O1A6 y 14E11 sobre
la activacion de fX| se prob6 utilizando el ensayo cromogénico descrito anteriormente.

Aislamiento de plaquetas a partir de sangre humana

La sangre se extrajo de voluntarios sanos en una décima parte de citrato acido de dextrosa anticoagulante, seguido
de sedimentacion a 200 g durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se eliminé plasma rico en plaquetas (PRP)
del sedimento. Las plaquetas se sedimentaron en presencia de 1 U / ml de Apyrase de calidad VIl (Sigma) a 800 g
durante 20 minutos, se resuspendieron en tampo6n Tyrode (Hepes 15 mM, pH 6,5, NaCl 125 mM, KCI 2,7 mM, MgCl2
1 mM, NaH2z 0,4 mM,PO4, dextrosa 5,6 mM, BSA al 0,35 %), y se paso por una columna de exclusién por tamafio
Sepharose 4B (Sigma) (Baglia et al., J. Biol. Chem. 270:6734 -6740, 1995). Después de centrifugar a 800 g durante
20 minutos, las plaquetas se resuspendieron en tampoén Tyrode a pH 7,4 y se contaron en un instrumento de
hematologia multiespecie Hemavet HV950FS (Drew Scientific).

Ensayo de generacion de trombina

La generacion de trombina se determiné midiendo la escisiéon del sustrato fluorogénico Z-Gly-Gly-Arg-AMC a 37 °C
en un Thrombinoscope® (Mastricht, Paises Bajos), utilizando los calibradores internos de a-trombina / o2-
macroglobulina suministrados por el fabricante (Hemker et al., Thromb. Haemost. 83:589 -591, 2000; De Smedt et
al., Thromb. Haemost. 100:343 -349, 2008). Los estudios de generacion de trombina se realizaron en placas de 96
pocillos (Immulon 2HB, Thermo Scientific, Waltham, MA). Antes de usarse, los pocillos se recubrieron afiadiendo 200
pl de 10 mg / ml de PEG 20000 seguido de incubacion durante la noche a temperatura ambiente. Después de la
eliminacion de la solucién de blogueo, las placas se calentaron en un horno durante la noche a 65 °C. Antes de usar
en ensayos CAT, todas las preparaciones de plasma y fXI recombinante (0,7-1,9 uM en Tris / NaCl) se trataron con
un exceso molar de 1000 veces de DFP durante 30 minutos, a temperatura ambiente, seguido de dialisis contra Tris
/ NaCl.

El uso de plasmas de diferentes donantes y diferentes flebotomias del mismo donante puede introducir una variacién
significativa en los ensayos de generacion de trombina. Por lo tanto, los experimentos se realizaron utilizando lotes
unicos de plasma deficiente en fXI o fXIl. Los plasmas se suplementaron con 50 ug / ml de CTl y Z-Gly-Gly-Arg-AMC
HCI 415 pM, concentraciones finales. El plasma deficiente en fXI se suplementé con fXI (30 nM) o vehiculo. El
plasma deficiente en fXIl se suplementé con IgG O1A6 o I4E11 (300 nM) o vehiculo y se incubd durante 30 minutos
en hielo antes de usar. La adicion de suplementos dio como resultado una dilucién < 10 % del plasma original.
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En cada placa de microtitulacién, se mezclaron 80 pl de plasma suplementado con 20 ul de tampén Tyrode a pH 7,4
que contenia vesiculas de fosfatidicolina / fosfatidilserina (30 uM) o plaquetas filtradas en gel (600.000 / mm?3) y
cualquiera de los factores tisulares (0,96-9,6 pM), a-trombina (30-300 nM), fXa (36-180 pM) o fXlla (0,6-6 nM). Las
concentraciones finales son 5 uM para las vesiculas de fosfatidicolina / fosfatidilserina, 100.000/mm? de plaquetas,
TF 0,16-1,6 pM, a-trombina 5-50 nM, fXa 6-30 pM o fXlla 0,1-1 nM. Para los controles, se mezclaron 80 pl de plasma
suplementado con 20 ul de calibrador. Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de 20 yl de HEPES 20 mM
pH 7,4, CaCl. 100 mM, BSA al 6 %, utilizando el sistema de inyeccion del Thrombinoscope, y se monitorizé la
fluorescencia (excitacion A 390 nM, emision A 460 nM). La generacién de trombina se determino utilizando el
software de analisis Thrombinoscope®, version 3.0. El area bajo las curvas de generacion de trombina se denomina
potencial endégeno de trombina (ETP).

Ejemplo 4: El factor Xl contribuye a la generacién de trombina en ausencia del factor XIl
Generacion de trombina dependiente de fXI en plasma deficiente en fXI suplementado con fXI de plasma.

La contribucién del fXI a la coagulacién se evalu6 midiendo la escision mediada por trombina de un sustrato
fluorogénico, como se ha descrito anteriormente (Hemker et al., Thromb. Haemost. 83:589 -591, 2000; De Smedt et
al., Thromb. Haemost. 100:343 -349, 2008). Los estudios iniciales se realizaron en plasma deficiente en fXI
suplementado con CTI, un inhibidor de la tripsina que se une e inhibe de forma selectiva fXIl y fXlla en plasma
(Hemker et al., Thromb. Clin. Med. 105:625 -628, 1985). Se probaron diferentes fuentes de plasma deficiente en fXI,
incluyendo plasma de un paciente homocigoto para una mutacion nula en el gen fXI. Todos los plasmas probados
dieron resultados similares y estudios posteriores utilizaron una unica fuente de plasma. fXI se afadié
inmediatamente antes de la adicién de calcio y un iniciador de la coagulacion (TF, a-trombina o fXa). Cuando no se
incluyéo CTI, se observé generacion de trombina en algunas (aunque no todas) reacciones sin un iniciador,
consistente con la activacion del fXI por el fXlla. Ademas, algunas preparaciones de fXI promovieron la generacion
de trombina en ausencia de un iniciador, incluso cuando habia CTI presente. Esto es consistente ya sea con la
contaminacién por fXla del fXI, o la inhibicién incompleta de fXlla por CTI. Para eliminar la actividad del fXla del fXI,
las proteinas fueron tratadas con DFP, que inhibe irreversiblemente el fXla al reaccionar con la serina del sitio activo.
Cuando se afadié fXI tratado con DFP a plasma deficiente en fXI con CTI, la generaciéon de trombina no se observé
después de la recalcificacion en ausencia de un iniciador durante un periodo de 2 horas. Estos resultados indican
que (1) se requiere CTI para prevenir la activacion de fXI por fXlla en este sistema y (2) el tratamiento con DFP
reduce la contaminacion por fXla de las preparaciones de fXI lo suficiente como para evitar la generacion de
trombina independiente del iniciador. Basandose en estos resultados, Se incluyd CTl en todas las reacciones y todas
las preparaciones de fXI se trataron con DFP antes de su uso.

Los ensayos que miden la generacion de trombina o la resistencia del coagulo a la fibrinélisis son insensibles a fXI
cuando las reacciones se inician con TF 2 5 pM (von dem Borne et al., Thromb. Haemost. 78:834 -839, 1997;
Cawthern et al., Blood 91:4581-4592, 1998; Keularts et al., Thromb. Haemost. 85:1060 -1065, 2001; Ghosh et al.,
Blood Coagul. Fibrinolysis. 19:577 -580, 2008). En el sistema descrito en el presente documento, la contribucion de
fXI a la generacion de trombina no se observd hasta que el TF fue <1,6 pM (Figura 1A). A TF 0,23 pM, la
dependencia de la generacion de trombina en fX| se observa facilmente (Figura 1B), y esta concentraciéon se uso en
experimentos posteriores. Los resultados de la figura 1C muestran que la generacion de trombina en plasma tratado
con TF 0,23 pM es significativamente mayor en presencia de fXI que en su ausencia (AUC 810 + 174 y 180 + 20 nM,
respectivamente), mientras que a 1,6 pM la generacion de trombina TF es similar en presencia y ausencia de fXI
(AUC 1160 = 79 y 1131 £ 78 nM, respectivamente). De acuerdo con esto, la generaciéon de trombina se produjo
antes y fue mayor en presencia de fXI, cuando las reacciones se iniciaron con factor Xa 6 pM (Figura 1D), pero no
fue dependiente de fXI en las reacciones iniciadas por el factor Xa 30 pM (Figura 1D).

Estos hallazgos apoyan un modelo en el que una proteasa generada después de la adicién de TF al plasma activa el
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