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DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales contra el inhibidor de la ruta del factor tisular (TFPI)

Campo de las realizaciones

Se proporcionan anticuerpos monoclonales aislados y fragmentos de los mismos que se unen al inhibidor de la ruta
del factor tisular (TFPI, acronimo del inglés tissue factor pathway inhibitor) humano.

Antecedentes

La coagulacion sanguinea es un proceso mediante el cual la sangre forma coagulos estables para detener el sangrado.
En el proceso intervienen una serie de proenzimas y procofactores (o "factores de coagulacion") que estan circulando
en la sangre. Esas proenzimas y procofactores interactian a través de varias rutas a través de las cuales se convierten,
secuencial o simultaneamente, en la forma activada. En ultima instancia, el proceso produce la activacion de
protrombina en trombina a través del Factor X activado (FXa) en presencia del Factor Va, iones de calcio y plaquetas.
A su vez, la trombina activada induce la agregacion plaquetaria y convierte el fibrinégeno en fibrina, que después
reticula el factor XllII activado (FXllla) para formar un coagulo.

El proceso que conduce a la activaciéon del Factor X puede llevarse a cabo mediante dos rutas distintas: la ruta de
activacion por contacto (anteriormente conocida como ruta intrinseca) y la ruta del factor tisular (anteriormente
conocida como ruta extrinseca). Anteriormente se pensaba que la cascada de coagulacion consistia en dos rutas
igualmente importantes unidas a una ruta comun. Ahora se sabe que la ruta principal para el inicio de la coagulacion
sanguinea es la ruta del factor tisular.

El factor tisular (TF), en combinacioén con el factor VIl activado (FVIla), puede activar al factor X. El complejo de FVlla
y su cofactor esencial, TF, es un fuerte iniciador de la cascada de coagulacion.

La ruta de la coagulacion del factor tisular esta controlada negativamente por el inhibidor de la ruta del factor tisular
("TFPI"). EI TFPI es un inhibidor natural de la retroalimentacion dependiente de FXa del complejo FVIla/TF. Es un
miembro de inhibidores multivalentes de la serina proteasa de tipo Kunitz. Fisioldgicamente, el TFPI se une al Factor
X activado (FXa), para formar un complejo heterodimérico, que posteriormente interactia con el complejo FVIla/TF
para inhibir su actividad, lo que detiene la ruta del factor tisular de coagulacién. En principio, el bloqueo de la actividad
del TFPI puede restaurar la actividad de FXa y FVIla/TF, prolongando asi la duracién de la accion de la ruta del factor
tisular y amplificando la generacion de FXa, que es el defecto comun en la hemofilia A y B.

De hecho, algunas pruebas experimentales preliminares han indicado que el bloqueo de la actividad de TFPI con
anticuerpos contra el TFPI, normaliza el tiempo de coagulacion prolongado o reduce el tiempo de sangrado. Por
ejemplo, Nordfang y col. mostraron que el tiempo de protrombina diluida prolongado de plasma con hemdfilia, se
normalizaba después de tratar el plasma con anticuerpos contra TFPI (Thromb. Haemost., 1991, 66(4): 464-467). De
manera similar, Erhardtsen y col. mostraron que el tiempo de sangrado en el modelo de hemofilia A en conejos, se
reducia significativamente con anticuerpos anti TFPI (Blood Coagulation and Fibrinolysis, 1995, 6: 388-394). Estos
estudios sugieren que la inhibicion de TFPI con los anticuerpos anti TFPI puede ser util para el tratamiento de la
hemofilia A o B. En estos estudios solo se utilizé el anticuerpo policlonal anti TFPI.

Utilizando técnicas de hibridoma, se prepararon e identificaron anticuerpos monoclonales contra el TFPI humano
recombinante (rhTFPI) (véase Yang y col., Chin. Med. J., 1998, 111(8): 718-721). Se analiz6 el efecto del anticuerpo
monoclonal sobre el tiempo de protrombina (TP) diluida y el tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa). Los
experimentos mostraron que el anticuerpo monoclonal anti TFPI reducia el tiempo de coagulacion de tromboplastina
diluida de plasma deficiente en factor IX. Se sugiere que la ruta del factor tisular desempefia un papel importante no
solo en la coagulacion fisiolégica sino también en la hemorragia de la hemofilia (Yang y col., Hunan Yi Ke Da Xue Xue
Bao, 1997, 22(4): 297-300).

Los documentos WO 2010/017196 y WO 2010/0072691 también desvelan anticuerpos monoclonales que se unen al
inhibidor de la ruta del factor tisular humano.

Por consiguiente, para el tratamiento de enfermedades hematoldégicas y del cancer, se necesitan anticuerpos
especificos para TFPI.

En general, utilizando ingenieria genética para crear anticuerpos murinos, quiméricos, humanizados o totalmente
humanos, se han generado anticuerpos terapéuticos para el tratamiento de enfermedades humanas. Se demostré que
los anticuerpos monoclonales murinos tenian un uso limitado como agentes terapéuticos debido a su corta semivida
en suero, a una incapacidad para desencadenar funciones efectoras humanas y a la produccion de anticuerpos
humanos anti raton (Brekke y Sandlie, “Therapeutic Antibodies for Human Diseases at the Dawn of the Twenty-first
Century,” Nature 2, 53, 52-62, enero de 2003). Se ha demostrado que los anticuerpos quiméricos dan lugar a
respuestas de anticuerpos anti quiméricos humanos. Adicionalmente, los anticuerpos humanizados minimizan el
componente de ratén de los anticuerpos. Sin embargo, un anticuerpo totalmente humano impide la inmunogenicidad
asociada a elementos completamente murinos. Por tanto, existe la necesidad de desarrollar anticuerpos totalmente
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humanos para impedir la inmunogenicidad asociada a otras formas de anticuerpos monoclonales modificados por
ingenieria genética. En particular, para el tratamiento profilactico crénico, tal como el tratamiento de la hemofilia, serian
necesarios anticuerpos humanizados o, preferentemente, totalmente humanos. Un anticuerpo monoclonal anti TFPI
tiene un alto riesgo de desarrollar una respuesta inmunitaria a la terapia si se utiliza un anticuerpo con un componente
murino o de origen murino debido a la gran cantidad de dosis requerida y a la larga duracién de la terapia. Por ejemplo,
la terapia con anticuerpos para la hemofilia A puede requerir una dosificacion semanal durante toda la vida del
paciente. Esto seria un desafio continuo para el sistema inmunitario. Por tanto, existe la necesidad de un anticuerpo
totalmente humano para la terapia con anticuerpos para tratar la hemofilia y las deficiencias o defectos genéticos y
adquiridos en la coagulacion.

Se han fabricado anticuerpos terapéuticos mediante la tecnologia del hibridoma, descrita por Koehler y Milstein en
“Continuous Cultures of Fused Cells Secreting Antibody of Predefined Specificity,” Nature 256, 495-497 (1975).
También pueden producirse anticuerpos totalmente humanos de manera recombinante en procariotas y eucariotas.
Para un anticuerpo terapéutico, se prefiere la produccion recombinante de un anticuerpo en una célula hospedadora
en lugar de la produccion de hibridoma. La produccién recombinante tiene las ventajas de una mayor consistencia del
producto, probablemente un mayor nivel de produccidon y una fabricacion controlada que minimice o elimine la
presencia de proteinas derivadas de animales. Por estas razones, es deseable tener un anticuerpo monoclonal anti
TFPI producido de manera recombinante.

Ademas, dado que el TFPI se une al Factor X activado (FXa) con alta afinidad, un anticuerpo anti TFPI eficaz deberia
tener una afinidad comparable. Por tanto, es deseable tener un anticuerpo anti TFPI que tenga una afinidad de unién
que pueda competir con la unién de TFPI/FXa.

Sumario

Se proporcionan anticuerpos monoclonales que tienen unién especifica con un epitopo especifico del inhibidor de la
ruta del factor tisular humano (TFPI). También se proporcionan polinucleétidos que codifican los anticuerpos
monoclonales anti TFPIl. También se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos
monoclonales anti TFPI y procedimientos de tratamiento de deficiencias o defectos genéticos y adquiridos en la
coagulacion, tales como la hemofilia A y B.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra la formacion de complejos de Fab B y de los dominios 1 + 2 de Kunitz del TFPI por analisis de
exclusion de tamario.

La Figura 2 ilustra dos representaciones animadas que muestran la interaccion entre el inhibidor de la ruta del factor
tisular humano y un anticuerpo del mismo (Fab B) en un primer angulo y en otro angulo girado 90 grados con respecto
al primer angulo. En la parte inferior de la figura (sombreado en gris) se muestra el Fab B con los dominios de la region
variable ligera (VL) y pesada (Vy). El dominio 1 de Kunitz (KD1) del TFPI se muestra en blanco y el dominio 2 de Kunitz
(KD2) del TFPI se muestra en negro.

La figura 3 ilustra restos de epitopos clave Asp31 (D31), Asp32 (D32), Pro34 (P34), Lys36 (K36), Glu60 (E60), el
puente disulfuro Cys35-Cys59, y la unién del dominio 1 de Kunitz del TFPI en la superficie de Fab B. También se
muestra, pero sin detalle, la unién del dominio 2 de Kunitz.

La Figura 4 ilustra dos angulos de vista de la unién e interaccion de los restos de epitopo Glu100 (E100), Glu101
(E101), Pro103 (P103), lle105 (1105), Arg107 (R107), Tyr109 (Y109) del dominio 2 de Kunitz con Fab B. Arg107
interacciona con Gly33 (G33) y Cys35 (C35) del dominio 1 de Kunitz.

La Figura 5 ilustra una superposicion del complejo TFPI - Fab B y un complejo de BPTI, factor Vlla y factor tisular, y
muestra la exclusién de la unién simultanea de TFPI con el factor Vlla/factor tisular y Fab B. El impedimento estérico
de Fab B y factor Vlla, y de Fab B y factor tisular se indica con flechas.

La Figura 6 ilustra una superposicion del complejo TFPI - Fab B y un dominio 2 de Kunitz unido a tripsina y muestra la
exclusion de la unién simultanea de TFPI con el factor Xa y Fab B. Se indica el impedimento estérico de Fab B y
tripsina, y de Fab B unido al dominio 1 de Kunitz y tripsina.

La Figura 7 ilustra (A) una alineacion de secuencia de las cadenas ligera y pesada de Fab B (SEQ ID NO: 4y 5) y Fab
D (SEQ ID NO: 8y 9) y (B) una superposicion de estructura TFPI - Fab B por rayos X con modelos de homologia de
Fab D. (A) los restos paratdpicos estan en negrita y resaltados. Los restos paratépicos que difieren en Fab By Fab D
estan marcados con un asterisco. (B) el dominio 1 de Kunitz (KD1) el dominio 2 de Kunitz (KD2) se muestran como
dibujos en color gris claro y negro, respectivamente. Las estructuras Fab se muestran como una cinta de color gris.
Los restos paratopicos que difieren en Fab B y Fab D se muestran como barras.
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Descripcion detallada

Definiciones

La expresion "inhibidor de la ruta del factor tisular" o "TFPI", como se usa en el presente documento, se refiere a
cualquier variante, isoforma y especie homéloga del TFPI humano que se expresa en las células de manera natural.
En una realizacién preferida de la invencién, la unién de un anticuerpo de la invencién con el TFPI reduce el tiempo
de coagulacion de la sangre.

Como se usa en el presente documento, un "anticuerpo" se refiere a un anticuerpo completo y a cualquier fragmento
de unién a antigeno (es decir, "parte de unién a antigeno") o a una sola cadena de los mismos. El término incluye una
molécula de inmunoglobulina de longitud completa (por ejemplo, un anticuerpo de 1gG) que se produce de manera
natural o se forma por procedimientos recombinantes de fragmentos del gen de inmunoglobulina normal, o de una
parte inmunolégicamente activa de una molécula de inmunoglobulina, tal como un fragmento de anticuerpo, que
conserva la actividad de union especifica. Independientemente de la estructura, un fragmento de anticuerpo se une
con el mismo antigeno que reconoce el anticuerpo de longitud completa. Por ejemplo, un fragmento de anticuerpo
monoclonal anti TFPI se une a un epitopo de TFPI. La funcién de unién a antigeno de un anticuerpo puede realizarse
mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Como ejemplos de fragmentos de unién incluidos dentro
de la expresion "parte de union a antigeno" de un anticuerpo se incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento
monovalente que consiste en los dominios Vi, Vi, CL y Cuy; (ii) un fragmento F(ab’)2, un fragmento bivalente que
comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region bisagra; (iii) un fragmento Fd consiste en
los dominios V4 y Chs; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios V. y V4 de un solo brazo de un anticuerpo,
(v) un fragmento dAb (Ward y col., (1989) Nature 341:544-546), que consiste en un dominio Vy; (vi) una region
determinante de la complementariedad (CDR) aislada; (vii) minicuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, y
cuerpos kappa (véase, por ejemplo, lll y col., Protein Eng 1997;10:949-57); (viii) IgG de camello; y (ix) IgNAR.
Asimismo, aunque los dos dominios del fragmento Fv, V| y Vy, estan codificados por genes distintos, estos pueden
unirse, utilizando procedimientos recombinantes, por un enlazador sintético que les permite constituirse como una
cadena de proteina Unica en la que las regiones V| y V4 se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas
como Fv monocatenario (scFv)); véase, por ejemplo, Bird y col., (1988) Science 242:423-426; Y Huston y col (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). Dichos anticuerpos monocatenarios también pretenden incluirse dentro de
la expresion "parte de unién a antigeno" de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpos se obtienen utilizando
técnicas convencionales conocidas por los expertos en la técnica, y los fragmentos se analizan para determinar su
utilidad de la misma manera que los anticuerpos intactos.

Asimismo, se contempla que un fragmento de unién a antigeno pueda estar incluido en un mimético de anticuerpo. La
expresion "mimético de anticuerpo” o "mimético”, como se usa en el presente documento, significa una proteina que
presenta una union similar a la de un anticuerpo, pero que es un anticuerpo alternativo mas pequefio o una proteina
no anticuerpo. Dicho anticuerpo mimético puede estar comprendido en un armazon. El término "armazon” se refiere a
una plataforma de polipéptidos para la ingenieria de nuevos productos con funciones y caracteristicas personalizadas.

El término "epitopo” se refiere al area o a la region de un antigeno con el que se une o con el que interacciona
especificamente un anticuerpo, que en algunas realizaciones indica donde el antigeno esta en contacto fisico con el
anticuerpo. Por el contrario, el término "paratopo" se refiere al area o region del anticuerpo sobre el que se une
especificamente el antigeno. Se dice que los epitopos caracterizados por la unidén competitiva se superponen si la
unién de los anticuerpos correspondientes se excluye mutuamente, es decir, la unién de un anticuerpo excluye la unién
simultanea de otro anticuerpo. Se dice que los epitopos estan separados (son unicos) si el antigeno es capaz de
acomodar simultaneamente la unién de ambos anticuerpos correspondientes.

La expresién "anticuerpos competitivos”, como se usa en el presente documento, se refiere a anticuerpos que se unen
a aproximadamente, sustancial o esencialmente al mismo, o incluso al mismo, epitopo como un anticuerpo contra
TFPI como se describe en este documento. Los "anticuerpos competitivos" incluyen anticuerpos con especificidades
de epitopos solapantes. Por tanto, los anticuerpos competitivos pueden competir eficazmente con un anticuerpo como
se describe en el presente documento para unirse al TFPI. Preferentemente, el anticuerpo competitivo puede unirse
al mismo epitopo que el anticuerpo descrito en el presente documento. Visto de manera alternativa, el anticuerpo
competitivo tiene la misma especificidad de epitopo que el anticuerpo descrito en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "inhibe la uniéon" y "bloquea la unién" (por ejemplo,
refiriéndose a la inhibicidon/bloqueo de la union del ligando de TFPI con TFPI) se utilizan indistintamente e incluyen
tanto la inhibicion como el bloqueo parcial y completo. La inhibicién y el bloqueo también pretenden incluir cualquier
disminucién medible en la afinidad de uniéon de TFPI con un sustrato fisiolégico cuando se pone en contacto con un
anticuerpo anti TFPI en comparacion con TFPI que no se pone en contacto con un anticuerpo anti TFPI, por ejemplo,
el bloqueo de la interaccion de TFPI con el factor Xa o el bloqueo de la interaccion de un complejo de TFPI-factor Xa
con el factor tisular, factor Vlla o el complejo de factor tisular/factor Vlla en al menos aproximadamente 10 %, 20 %,
30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 %.

Las expresiones "anticuerpo monoclonal" o "composicién de anticuerpo monoclonal”, tal y como se utilizan en el
presente documento, se refieren a una preparacién de moléculas de anticuerpo de composicién molecular Unica. Una
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composicion de anticuerpo monoclonal muestra una Unica especificidad de unién y afinidad por un epitopo particular.
Por consiguiente, La expresion "anticuerpo monoclonal humano" se refiere a anticuerpos que muestran una Unica
especificidad de unién que tienen regiones constantes y variables derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la
linea germinal humana. Los anticuerpos humanos de la invenciéon pueden incluir restos de aminoacidos no codificados
por secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por
mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vitro o por mutacion somatica in vivo).

Un "anticuerpo aislado," como se usa en el presente documento, pretende referirse a un anticuerpo que carece
sustancialmente de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un anticuerpo
aislado que se une a TFPI carece sustancialmente de anticuerpos que se unen a antigenos distintos de TFPI). Sin
embargo, un anticuerpo aislado que se une a un epitopo, isoforma o variante de TFPI humano puede tener reactividad
cruzada con otros antigenos relacionados, por ejemplo, de otra especie (por ejemplo, homologos de especie se TFPI).
Ademas, un anticuerpo aislado puede carecer sustancialmente de otros materiales celulares y/o quimicos.

Como se usa en el presente documento, "unidon especifica" se refiere a la unién del anticuerpo con un antigeno
predeterminado. Tipicamente, el anticuerpo se une con una afinidad de al menos aproximadamente 10° M- y se une
al antigeno predeterminado con una afinidad que es mayor, por ejemplo, al menos dos veces mayor, que su afinidad
para unirse a un antigeno irrelevante (por ejemplo, BSA, caseina) distinta de la del antigeno predeterminado o de la
de un antigeno estrechamente relacionado. Las frases "un anticuerpo que reconoce a un antigeno" y "un anticuerpo
especifico para un antigeno”, se utilizan indistintamente en el presente documento con la expresion "un anticuerpo
que se une especificamente a un antigeno".

Como se usa en el presente documento, la expresion "alta afinidad" por un anticuerpo de IgG, se refiere a una afinidad
de unién de al menos aproximadamente 10’M-", en algunas realizaciones de al menos aproximadamente 108M-', en
algunas realizaciones de al menos aproximadamente 10°M-', 10'°M-', 10""M-' o mayor, por ejemplo, hasta 10'3M-' o
mayor. Sin embargo, la unién de "alta afinidad" puede variar para otros isotipos de anticuerpos. Por ejemplo, la unién
de "alta afinidad" por un isotipo de IgM se refiere a una afinidad de union de al menos aproximadamente 1,0 x 10’M".
Como se usa en el presente documento, "isotipo" se refiere a la clase de anticuerpos (por ejemplo, IgM o IgG1) que
esta codificada por genes de la region constante de la cadena pesada.

"Region determinante de la complementariedad" o "CDR" se refiere a una de las tres regiones hipervariables dentro
de la region variable de la cadena pesada o la region variable de la cadena ligera de una molécula de anticuerpo que
forma la superficie de union al antigeno N-terminal que es complementaria a la estructura tridimensional del antigeno
unido. Procediendo desde el extremo N de una cadena pesada o ligera, estas regiones determinantes de la
complementariedad se indican como "CDR1", "CDR2" y "CDR3", respectivamente. Las CDR intervienen en la unién
entre el antigeno y el anticuerpo, y la CDR3 comprende una region Unica especifica para la unién entre el antigeno y
el anticuerpo. Por lo tanto, un sitio de unién al antigeno, puede incluir seis CDR, que comprende las regiones CDR de
cada una de una region V de cadena pesada y ligera.

Como se usa en el presente documento, "sustituciones conservativas" se refiere a las modificaciones de un polipéptido
que implican la sustitucién de uno o mas aminoacidos por aminoacidos que tienen propiedades bioquimicas similares
que no producen la pérdida de una funcién bioldgica o bioquimica del polipéptido. Una "sustitucion conservativa de
aminoacidos" es aquella en la que el resto de aminoacido se reemplaza por un resto de aminoacido que tiene una
cadena lateral similar. En la técnica se han definido familias de restos de aminoacidos que tienen cadenas laterales
similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina),
cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por
ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales beta ramificadas (por
ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano,
histidina). Se contempla que los anticuerpos de la presente invencion puedan tener sustituciones de aminoacidos
conservativas y conservar aun la actividad.

Para los acidos nucleicos y los polipéptidos, la expresion "homologia sustancial" indica que dos acidos nucleicos o dos
polipéptidos, o secuencias designadas de los mismos, cuando se alinean y comparan de manera éptima, son idénticos,
con inserciones o deleciones apropiadas de nucleétidos o aminoacidos, en al menos aproximadamente el 80 % de los
nucledtidos o aminoacidos, normalmente al menos aproximadamente 85 %, preferentemente aproximadamente 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 0 95 %, mas preferentemente al menos aproximadamente 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,1 %,
99,2 %, 99,3 %, 99,4 % 0 99,5 % de los nucledtidos o aminoacidos. Como alternativa, existe una homologia sustancial
para los acidos nucleicos cuando los segmentos se hibridaran en condiciones de hibridacion selectiva con el
complemento de la cadena. La invencion incluye secuencias de acido nucleico y secuencias polipeptidicas que tienen
una homologia sustancial con las secuencias de acido nucleico especificas y secuencias de aminoacidos citadas en
el presente documento.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por
las secuencias (es decir,% de homologia = n° de posiciones idénticas/n® total de posiciones x 100), teniendo en cuenta
el numero de espacios y la longitud de cada espacio, que deben introducirse para obtener una alineacion éptima de
las dos secuencias. La comparacion de las secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre dos
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secuencias pueden realizarse usando un algoritmo matematico, tal como, sin limitaciéon, el modulo AlignX™ de
VectorNTI™ (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). Para AlignX™, los parametros por defecto de alineacion multiple son:
penalizacion por apertura de huecos: 10; penalizacién por extension de huecos: 0,05; intervalo de penalizacién por
separacion de huecos: 8; % de identidad para el retraso de alineacion: 40. (Puede encontrar mas detalles en
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/llISINEA-Online-Guides/IlISINEA-Communities/Vector-NTI-
Community/Sequence-analysis-and-data -management-software-for-PCs / AlignX-Module-for-Vector-NTI-
Advance.reg.us.html).

Otro procedimiento para determinar la mejor coincidencia total entre una secuencia de consulta (una secuencia de la
presente invencion) y una secuencia de sujeto, también denominada alineacion de secuencia global, puede
determinarse utilizando el programa informatico CLUSTALW (Thompson y col., Nucleic Acids Research, 1994, 2(22):
4673-4680), que se basa en el algoritmo de Higgins y col., (Computer Applications in the Biosciences (CABIOS), 1992,
8(2): 189-191). En una alineacion de secuencia, tanto la secuencia de consulta como la secuencia de sujeto son
secuencias de ADN. El resultado de dicha alineacién de secuencia global es en porcentaje de identidad. Los
parametros preferidos, utilizados en una alineacién de secuencias de ADN de tipo CLUSTALW, para calcular el
porcentaje de identidad a través de alineaciones por pares son: Matriz = IUB, k-tupla = 1, Numero de diagonales
superiores = 5, Penalizacion por hueco = 3, Penalizaciéon por apertura de hueco = 10, Penalizaciéon por extension
hueco = 0,1. Para alineaciones multiples, se prefieren los siguientes parametros de CLUSTALW: Penalizacién por
apertura de hueco = 10, Parametro de extension de hueco= 0,05; Intervalo de penalizacién por separacién de hueco
= 8; % de identidad para el retraso de alineacién = 40.

Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células enteras, en un lisado celular, o en una forma parcialmente
purificada o sustancialmente pura. Un acido nucleico se "aisla" o "se vuelve sustancialmente puro" cuando se purifica
de otros componentes celulares con los que normalmente esta asociado en el ambiente natural. Para aislar un acido
nucleico, pueden utilizarse técnicas convencionales tales como las siguientes: tratamiento alcalino/SDS, bandas de
CsC1, cromatografia en columna, electroforesis de gel de agarosa y otras técnicas bien conocidas en la materia.

Anticuerpos monoclonales que se unen a epitopos especificos de TFPI

En el presente documento se proporcionan anticuerpos monoclonales con unién especifica al TFPI humano como se
muestra en la SEC ID NO: 1. En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti TFPI inhiben la unién de un
ligando de TFPI con TFPI. Por tanto, en algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti TFPI pueden inhibir
la actividad de TFPI.

Se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une a un epitopo del inhibidor de la ruta del factor tisular
humano (SEQ ID NO: 1), en el que dicho epitopo comprende uno o mas restos del dominio 2 de Kunitz. El anticuerpo
monoclonal aislado de acuerdo con la invenciéon comprende la cadena ligera como se muestra en la SEC ID NO: 4 y
la cadena pesada como se muestra en la SEC ID NO: 5. En algunos aspectos de la divulgacion, también se contempla
que el anticuerpo monoclonal aislado pueda comprender una cadena ligera o pesada con una homologia sustancial
con las proporcionadas. Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal aislado que comprende una homologia sustancial
puede comprender una o mas sustituciones conservativas.

En algunos aspectos de la divulgacion, se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une a un epitopo del
inhibidor de la ruta del factor tisular humano (SEQ ID NO: 1), en el que dicho epitopo comprende uno o mas restos
seleccionados de Glu100, Glu101, Gly104, lle105, Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109, Lys126, Gly128, de SEQ ID NO:1
y sus combinaciones.

En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto Glu100 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el epitopo
comprende el resto Glu101 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto Gly104 de SEQ
ID NO:1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto lle105 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones,
el epitopo comprende el resto Cys106 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto
Arg107 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto Gly108 de SEQ ID NO:1. En algunas
realizaciones, el epitopo comprende el resto Tyr109 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende
el resto Lys126 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto Gly128 de SEQ ID NO:1

En algunas realizaciones, el epitopo comprende adicionalmente uno o mas restos seleccionados de Glu100, Glu101,
Asp102, Pro103, Gly104, lle105, Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109, Lys126, Gly128, Gly129, Cys130, Leu131, Gly132
y Asn133 de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el epitopo comprende el resto lle105 de SEQ ID NO:1. Y en
algunas realizaciones, el epitopo comprende adicionalmente uno o mas restos seleccionados de Glu100, Glu101,
Asp102, Pro103, Gly104, lle105, Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109, Lys126, Gly128, Gly129, Cys130, Leu131, Gly132
y Asn133 de SEQ ID NO: 1.

También se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une a un epitopo del inhibidor de la ruta del factor
tisular humano (SEQ ID NO: 1), en el que dicho epitopo comprende uno o mas restos del dominio 1 de Kunitz y uno o
mas restos del dominio 2 de Kunitz.

En algunas realizaciones, los restos de dominio 1 de Kunitz comprenden uno o mas restos seleccionados de Asp31,
Asp32, Gly33, Pro34, Cys35, Lys36, Cys59, Glu60 y Asn62 de SEQ ID NO:1 y sus combinaciones. En algunas
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realizaciones, el resto del dominio 1 de Kunitz comprende el resto Asp31 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones,
el resto del dominio 1 de Kunitz comprende el resto Asp32 de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el resto del
dominio 1 de Kunitz comprende el resto Gly33 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el resto del dominio 1 de
Kunitz comprende el resto Pro34 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el resto del dominio 1 de Kunitz
comprende el resto Cys35 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el resto del dominio 1 de Kunitz comprende el
resto Lys36 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el resto del dominio 1 de Kunitz comprende el resto Cys59 de
SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el resto del dominio 1 de Kunitz comprende el resto Glu60 de SEQ ID NO: 1.
En algunas realizaciones, el resto del dominio 1 de Kunitz comprende el resto Asn62 de SEQ ID NO: 1.

En algunas realizaciones, los restos del dominio 1 de Kunitz comprenden los restos Pro34 y Glu60 de SEQ ID NO: 1.
En algunas realizaciones, los restos del dominio 1 de Kunitz comprenden los restos Pro34 y Lys36 de SEQ ID NO: 1.
En algunas realizaciones, los restos del dominio 1 de Kunitz comprenden los restos Pro34, Lys36 y Glu60 de SEQ ID
NO:1.

En algunas realizaciones, los restos del dominio 2 de Kunitz comprenden uno o mas restos seleccionados de Glu100,
Glu101, Pro103, Gly104, lle105, Cys106, Arg107, Gly108, Tyr409, Phe114, Asn116, Glu123, Arg124, Lys126, Tyr127
y Gly128 de SEQ ID NO:1 y sus combinaciones. En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende
el resto Glu100 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende el resto Glu101
de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende el resto Pro103 de SEQ ID
NO: 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende el resto Gly104 de SEQ ID NO: 1. En
algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende el resto lle105 de SEQ ID NO:1. En algunas
realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende el resto Cys106 de SEQ ID NO:1.

En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende el resto Arg107 de SEQ ID NO:1. En algunas
realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende el resto Gly108 de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones,
el resto del dominio 2 de Kunitz comprende el resto Tyr109 de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el resto del
dominio 2 de Kunitz comprende el resto Phe114 de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de
Kunitz comprende el resto Asn116 de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz
comprende el resto Glu123 de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, €l resto del dominio 2 de Kunitz comprende
el resto Arg124 de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende el resto Lys126
de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende el resto Tyr127 de SEQ ID
NO:1.

En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende los restos Arg107 y Glu101 de SEQ ID NO: 1.
En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende los restos Arg107 y Tyr109 de SEQ ID NO: 1.
En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende los restos Arg107, Glu101 y Tyr109 de SEQ ID
NO: 1. En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz comprende el resto Gly128 de SEQ ID NO:1.

En algunas realizaciones, el resto del dominio 2 de Kunitz puede comprender adicionalmente uno o mas restos
seleccionados de Asp102, Gly129, Cys130, Leu131, Gly132 y Asn133 de SEQ ID NO:1 y sus combinaciones.

En algunos aspectos de la divulgacion, el anticuerpo monoclonal aislado comprende un resto del dominio 1 de Kunitz
que comprende uno o mas restos seleccionados de Asp31, Asp32, Gly33, Pro34, Cys35, Lys36, Cys59, Glu60 y
Asn62; y un resto del dominio 2 de Kunitz que comprende uno o mas restos seleccionados de Glu100, Glu101, Pro103,
Gly104, lle105, Cys106, Arg107, Gly108, Tyr109, Phe114, Asn116, Glu123, Arg124, Lys126, Tyr127 y Gly128.

También se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une a un epitopo del inhibidor de la ruta del factor
tisular humano (SEQ ID NO: 1), en el que dicho epitopo comprende dos bucles de aminoacidos ligados mediante un
puente disulfuro entre los restos Cys35 y Cys59 de SEQ ID NO:1. En algunos aspectos, el epitopo comprende
adicionalmente uno o mas restos del dominio 1 de Kunitz y uno o mas restos del dominio 2 de Kunitz. En algunas
realizaciones, el resto del dominio 1 de Kunitz comprende uno o mas restos seleccionados de Asp31, Asp32, Gly33,
Pro34, Cys35, Lys36, Cys59, Glu60 y Asn62 de SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, el resto del dominio 2 de Kunitz
comprende uno o mas restos seleccionados de Glu100, Glu1041, Pro103, Gly104, lle105, Cys106, Arg107, Gly108,
Tyr109, Phe114, Asn116, Glu123, Arg124, Lys126, Tyr127 y Gly128 de SEQ ID NO:1.

También se proporcionan anticuerpos que pueden competir con cualquiera de los anticuerpos descritos en el presente
documento para unirse al TFPI. Por ejemplo, un anticuerpo que se une al mismo epitopo que los anticuerpos descritos
en el presente documento, podra competir eficazmente por la unién de TFPI. En algunos aspectos de la divulgacion,
se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une a TFPI, en el que el anticuerpo monoclonal aislado es
competitivo con cualquiera de los anticuerpos monoclonales aislados descritos en el presente documento. En algunos
aspectos de la divulgacion, el anticuerpo es competitivo con un anticuerpo que tiene una cadena ligera como se
muestra en la SEC ID NO: 4. En algunos aspectos de la divulgacion, el anticuerpo es competitivo con un anticuerpo
que tiene una cadena pesada como se muestra en la SEC ID NO: 5. En algunos aspectos de la divulgacion, el
anticuerpo es competitivo con un anticuerpo que tiene una cadena ligera como se muestra en la SEC ID NO: 4 y una
cadena pesada como se muestra en la SEC ID NO: 5.

También se proporcionan anticuerpos biespecificos que pueden competir con cualquiera de los anticuerpos descritos
en el presente documento para unirse al TFPI. Por ejemplo, dicho anticuerpo biespecifico puede unirse a uno o mas
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epitopos descritos anteriormente.

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

El anticuerpo puede ser de cualquiera de las diversas clases de anticuerpos, tales como, sin limitacién, un anticuerpo
de IgG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, una IgA secretora, un anticuerpo de IgD y de IgE.

Acidos nucleicos, Vectores y Células hospedadoras

Aunqgue se proporcionan secuencias de aminoacidos de los anticuerpos monoclonales, se contempla que puedan
disefiarse secuencias de acido nucleico que codifiquen cualquiera de estos anticuerpos monoclonales. Dichos
polinucledtidos pueden codificar una cadena ligera o una cadena pesada del anticuerpo anti TFPI. En algunas
realizaciones, dichos polinucleétidos pueden codificar tanto la cadena ligera como la cadena pesada del anticuerpo
anti TFPI separadas por un enlace degradable. Adicionalmente, los anticuerpos mencionados anteriormente pueden
producirse utilizando vectores de expresién que comprenden las moléculas de acido nucleico aisladas que codifican
cualquiera de los anticuerpos monoclonales y células hospedadoras que comprenden dichos vectores.

Procedimientos de preparacion de anticuerpos contra TFPI

El anticuerpo monoclonal puede producirse en una célula hospedadora de manera recombinante, expresando una
secuencia de nucledtidos que codifica las regiones variables del anticuerpo monoclonal de acuerdo con las
realizaciones de la invencion. Con la ayuda de un vector de expresion, un acido nucleico que contiene la secuencia
de nucleotidos puede transfectarse y expresarse en una célula hospedadora adecuada para la produccion. Por
consiguiente, también se proporciona un procedimiento para producir un anticuerpo monoclonal que se une con el
TFPI humano que comprende:

(a) transfectar, en una célula hospedadora, una molécula de acido nucleico que codifica el anticuerpo monoclonal
de la invencion,

(b) cultivar la célula hospedadora para expresar el anticuerpo monoclonal en la célula hospedadora, y opcionalmente

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

En un ejemplo, para expresar los anticuerpos, o fragmentos de anticuerpos de los mismos, los ADN que codifican las
cadenas ligera y pesada de longitud total o parcial obtenidas mediante técnicas convencionales de biologia molecular,
se insertan en vectores de expresion, de modo que los genes se unen operativamente a las secuencias de control de
la transcripcion y la traduccion. En este contexto, La expresion "unido operativamente" pretende significar que un gen
de anticuerpo esta ligado en un vector de tal manera que las secuencias de control de la transcripcion y la traduccion
dentro del vector cumplen su funcién prevista de regular la transcripcion y la traduccién del gen de anticuerpo. El vector
de expresion y las secuencias de control de expresion se eligen para que sean compatibles con la expresion de la
célula hospedadora utilizada. El gen de la cadena ligera y el gen de la cadena pesada del anticuerpo puede insertarse
en vectores distintos o, mas tipicamente, ambos genes se insertan en el mismo vector de expresion. Los genes de
anticuerpos se insertan en el vector de expresion por procedimientos convencionales (por ejemplo, por ligamiento de
sitios de restriccion complementarios en el fragmento del gen del anticuerpo y el vector, o por ligamiento del extremo
romo si no hay sitios de restriccion). Las regiones variables de la cadena ligera y pesada de los anticuerpos descritos
en el presente documento pueden utilizarse para crear genes de anticuerpos de longitud completa de cualquier isotipo
de anticuerpo insertandolos en vectores de expresion que ya codifican regiones constantes de cadena pesada y
cadena ligera del isotipo deseado, de modo que el segmento Vy esta unido operativamente al (los) segmento (s) Cy
dentro del vector y el segmento V. esta unido operativamente al segmento C, dentro del vector. Ademas, o como
alternativa, el vector de expresiéon recombinante puede codificar un péptido sefial que facilita la secreciéon de la cadena
de anticuerpo de una célula hospedadora. El gen de la cadena del anticuerpo puede clonarse en el vector de tal
manera que el péptido sefial se una en fase al extremo amino del gen de la cadena del anticuerpo. El péptido sefial
puede ser un péptido sefial de inmunoglobulina o un péptido sefial heterélogo (es decir, un péptido sefial de una
proteina no inmunoglobulina).

Ademas de los genes que codifican la cadena de anticuerpos, los vectores de expresion recombinantes de la invencion
llevan secuencias reguladoras que controlan la expresion de los genes de la cadena de anticuerpos en una célula
hospedadora. La expresion "secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de
control de la expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacién) que controlan la transcripcion o la traduccion de los
genes de la cadena de anticuerpos. Dichas secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel; Gene
Expression Technology. Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990). Los expertos en la
materia entenderan que el disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccion de secuencias reguladoras, puede
depender de factores tales como la eleccion de la célula hospedadora que se va a transformar, del nivel de expresion
de proteina deseado, etc. Los ejemplos de secuencias reguladoras para la expresion de células hospedadoras de
mamiferos incluyen elementos viricos que dirigen altos niveles de expresion de proteinas en células de mamiferos,
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tales como promotores y/o potenciadores derivados de citomegalovirus (CMV), virus de simio 40 (SV40), adenovirus,
(por ejemplo, el promotor tardio principal de adenovirus (AdMLP)) y polioma. Como alternativa, pueden utilizarse
secuencias reguladoras no viricas, tales como el promotor de ubiquitina o el promotor de la 3-globina.

Ademas de los genes de la cadena de anticuerpos y secuencias reguladoras, los vectores de expresion recombinante
pueden llevar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la replicacion del vector en células
hospedadoras (por ejemplo, origenes de replicacion) y genes marcadores de seleccion. El gen marcador de seleccion
facilita la seleccion de células hospedadoras en las que se ha introducido el vector (véanse, por ejemplo, las patentes
de Estados Unidos N.° 4.399.216 4.634.665 y 5.179.017, todas ellas de Alex y col.). Por ejemplo, tipicamente, el gen
marcador de seleccion confiere resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina y metotrexato, en una célula
hospedadora en la que se ha introducido el vector. Los ejemplos de genes marcadores de seleccion incluyen el gen
de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (para su uso en células hospedadoras dhfr- con seleccion/amplificacion de
metotrexato) y el gen neo (para la seleccion de G418).

Para la expresion de las cadenas ligera y pesada, el vector (o vectores) de expresion que codifica las cadenas pesada
y ligera se transfecta en una célula hospedadora mediante técnicas convencionales. Las diversas formas del término
"transfeccion" pretenden abarcar una amplia variedad de técnicas cominmente utilizadas para la introduccion de ADN
exogeno en una célula hospedadora procariota o eucariota, por ejemplo, electroporacion, precipitacion con fosfato de
calcio, transfeccion con DEAE-dextrano y técnicas similares. Aunque tedricamente es posible expresar los anticuerpos
de la invencion en células hospedadoras procariotas o eucariotas, la expresion de anticuerpos en células eucariotas,
y mas preferentemente, en células hospedadoras de mamiferos, es la mas preferida debido a que dichas células
eucariotas, y en particular células de mamiferos, son mas propensas que las células procariotas a ensamblar y
segregar un anticuerpo plegado correctamente e inmunolégicamente activo.

Los ejemplos de células hospedadoras de mamiferos para expresar los anticuerpos recombinantes incluyen células
de ovario de hamster chino (células CHO) (incluidas las células CHO dhfr-, descritas en Urlaub y Chasin, (1980) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, utilizadas con un marcador de seleccion de DHFR, por ejemplo, Como se describe
en R. J. Kaufman y P. A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621), células NSO de mieloma, células COS, células HKB11
y células SP2. Cuando se introducen vectores de expresion recombinantes que codifican genes de anticuerpos en
células hospedadoras de mamiferos, los anticuerpos se producen cultivando las células hospedadoras durante un
periodo de tiempo suficiente para permitir la expresion del anticuerpo en las células hospedadoras o la secrecion del
anticuerpo en el medio de cultivo en el que crecen las células hospedadoras. Los anticuerpos pueden recuperarse del
medio de cultivo utilizando procedimientos convencionales de purificaciéon de proteinas, tales como ultrafiltracion,
cromatografia por exclusion de tamafio, cromatografia de intercambio idnico y centrifugacion.

Uso de secuencias parciales de antibidticos para expresar anticuerpos intactos

Los anticuerpos interaccionan con antigenos diana predominantemente a través de restos de aminoacidos que se
encuentran en las seis CDR de cadena pesada y ligera. Por este motivo, las secuencias de aminoacidos dentro de las
CDR son mas diversas entre los anticuerpos individuales que las secuencias fuera de las CDR. Dado que las
secuencias de la CDR son responsables de la mayoria de las interacciones entre el anticuerpo y el antigeno, es posible
expresar anticuerpos recombinantes que imiten las propiedades de los anticuerpos naturales especificos construyendo
vectores de expresion que incluyan secuencias CDR del anticuerpo natural especifico injertado en secuencias
estructurales de un anticuerpo diferente con diferentes propiedades (ver, por ejemplo, Riechmann, L. y col., 1998,
Nature 332:323-327; Jones, P.y col., 1986, Nature 321:522-525; y Queen, C. y col., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
86:10029-10033). Dichas secuencias estructurales pueden obtenerse en bases de datos publicas de ADN que incluyen
secuencias de genes de anticuerpos de la linea germinal. Estas secuencias de la linea germinal diferiran de las
secuencias de genes de anticuerpos maduros porque no incluiran genes variables completamente ensamblados, que
se forman por la unién V(D)J durante la maduracion de los linfocitos B. Para recrear un anticuerpo recombinante intacto
que tenga propiedades de unién similares a las del anticuerpo original (véase el documento WO 99/45962), no es
necesario obtener la secuencia de ADN completa de un anticuerpo particular. Tipicamente, para este fin, la secuencia
parcial de las cadenas pesada y ligera que abarca las regiones CDR es suficiente. La secuencia parcial se utiliza para
determinar qué variable de la linea germinal y qué segmentos de genes de union contribuyeron a los genes de la
region variable del anticuerpo recombinado. La secuencia de la linea germinal se utiliza para completar las partes que
faltan de las regiones variables. Las secuencias lider de las cadenas pesada y ligera se escinden durante la
maduracién de la proteina y no contribuyen a las propiedades del anticuerpo final. Por este motivo, para las
construcciones de expresion, es necesario utilizar la secuencia lider de la linea germinal correspondiente. Para afiadir
secuencias que faltan, las secuencias de ADNc clonadas pueden combinarse con oligonucledtidos sintéticos mediante
ligamiento o amplificacion por PCR. Como alternativa, para crear un clon de region variable completamente sintético,
toda la region variable puede sintetizarse como un conjunto de oligonucleétidos cortos, solapantes y combinados,
mediante amplificacién por PCR. Este procedimiento tiene ciertas ventajas, tales como la eliminacion o inclusion de
sitios de restriccion particulares, o la optimizacién de codones particulares.

Las secuencias de nucledtidos de los transcritos de las cadenas pesadas y ligeras se utilizan para disefiar un conjunto
solapante de oligonucleétidos sintéticos para crear secuencias V sintéticas con capacidades de codificacion de
aminoacidos idénticas a las de las secuencias naturales. Las secuencias de las cadenas pesadas y ligeras sintéticas
pueden diferenciarse de las secuencias naturales de tres maneras: series de bases de nucledtidos repetidas se
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interrumpen para facilitar la sintesis de oligonucleétidos y la amplificacion por PCR; se incorporan sitios de inicio de la
traduccion 6ptimos de acuerdo con las reglas de Kozak (Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 266:19867-19870); y mediante
ingenieria genética se disefian sitios de endonucleasas de restriccion en direccion 5’ de los sitios de inicio de la
traduccion.

Para las regiones variables tanto de cadena pesada como de cadena ligera, las secuencias de cadena codificantes, y
las no codificantes correspondientes, optimizadas, se dividen en 30-50 secciones de nucleétidos en aproximadamente
el punto medio del oligonucleétido no codificante correspondiente. Por tanto, para cada cadena, los oligonucleétidos
pueden ensamblar en conjuntos bicatenarios solapantes que abarcan segmentos de 150-400 nucleétidos. Después,
los grupos se utilizan luego como moldes para producir productos de amplificacion por PCR de 150-400 nucleétidos.
Tipicamente, un conjunto de oligonucleétidos de una sola region variable se dividira en dos grupos que se amplifican
por separado para generar dos productos de PCR solapantes. Estos productos solapantes se combinan después
mediante amplificacion por PCR para formar la region variable completa. También puede ser deseable incluir un
fragmento solapante de la region constante de la cadena pesada o ligera en la amplificacién por PCR para generar
fragmentos que puedan clonarse facilmente en las construcciones de vectores de expresion.

Las regiones variables de la cadena pesada y ligera reconstruidas se combinan después con secuencias promotoras
clonadas, de inicio de la traduccion, de regiéon constante, del extremo 3’ no traducido, de poliadenilacion y de
terminacion de la transcripcion, para formar construcciones de vectores de expresion. Las construcciones de expresion
de cadena pesada y ligera pueden combinarse en un solo vector, cotransfectarse, transfectarse en serie, o
transfectarse individualmente en células hospedadoras y después fusionarse para formar una célula hospedadora que
exprese ambas cadenas.

Por tanto, en otro aspecto, las caracteristicas estructurales de un anticuerpo anti TFPI humano, se utilizan para crear
anticuerpos anti TFPI humanos relacionados estructuralmente que conserven la funcién de uniéon al TFPI. Mas
especificamente, para crear anticuerpos adicionales de la invencién, anti TFPI humanos, modificados de forma
recombinante por ingenieria genética, una o mas CDR de las regiones de cadena pesada y ligera, especificamente
identificadas de los anticuerpos monoclonales de la invencion, pueden combinarse de forma recombinante con
regiones estructurales humanas y CDR conocidas.

Composiciones farmacéuticas

También se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden cantidades terapéuticamente eficaces del
anticuerpo  monoclonal anti TFPI y un transportador farmacéuticamente aceptable. Un "transportador
farmacéuticamente aceptable” es una sustancia que puede afadirse al principio activo para ayudar a formular o a
estabilizar la preparacion y que no causa efectos toxicoldgicos adversos significativos para el paciente. Los expertos
en la materia conocen bien ejemplos de dichos transportadores e incluyen agua, azucares, tales como maltosa o
sacarosa, albumina, sales, tales como cloruro de sodio, etc. Por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences
by E. W. Martin, se describen otros transportadores. Dichas composiciones contendran una cantidad terapéuticamente
eficaz de al menos un anticuerpo monoclonal anti TFPI. En algunas realizaciones, dichas composiciones pueden
comprender una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas anticuerpos monoclonales anti TFPI. En algunas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden comprender un anticuerpo que se une especificamente al
dominio 1 de Kunitz, como se describe anteriormente, y un anticuerpo que se une especificamente al dominio 1y 2
de Kunitz, como se describe anteriormente.

Para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones estériles inyectables, los transportadores
farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles. En la materia
se conoce el uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas. Preferentemente, la
composicion se formula para inyeccion parenteral. La composicion puede formularse como una solucién, una
microemulsién, un liposoma, o cualquier otra estructura solicitada, que sea adecuada para contener una alta
concentracion de farmaco. El transportador puede ser un medio disolvente o de dispersidon que contenga, por ejemplo,
agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de
los mismos. En algunos casos, en la composicion se incluiran agentes isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes,
tales como manitol, sorbitol o cloruro de sodio.

Pueden prepararse soluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en un
disolvente apropiado, con uno o una combinacion de los principios enumerados anteriormente, segun se requiera,
seguido de esterilizacion por microfiltracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto
activo en un vehiculo estéril que contenga un medio de dispersion basico y los otros principios requeridos de los
enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles,
algunos procedimientos de preparacion preferidos son el secado al vacio y la criodesecacion (liofilizacion) que
producen un polvo del principio activo mas cualquier principio adicional deseado de una de sus soluciones
anteriormente esterilizadas por filtracion.

Usos farmacéuticos

El anticuerpo monoclonal puede utilizarse con fines terapéuticos para tratar deficiencias o defectos genéticos y
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adquiridos en la coagulacion. Por ejemplo, en las realizaciones descritas anteriormente, los anticuerpos monoclonales
pueden utilizarse para bloquear la interaccién de TFPI con FXa, o para impedir la inhibicion, dependiente de TFPI, de
la actividad de TF/FVlla. Adicionalmente, el anticuerpo monoclonal también puede utilizarse para restaurar la
generacion de FXa dirigida por TF/FVIlla para eludir la insuficiencia de la amplificacién de FXa dependiente de FVIII o
FIX.

Los anticuerpos monoclonales tienen uso terapéutico en el tratamiento de trastornos de hemostasia, tales como
trombocitopenia, trastornos plaquetarios y trastornos hemorragicos (por ejemplo, hemofilia A, hemofilia B y hemofilia
C). Dichos trastornos pueden tratarse administrando, a un paciente que lo necesite, una cantidad terapéuticamente
eficaz del anticuerpo monoclonal anti TFPI. Los anticuerpos monoclonales también tienen uso terapéutico en el
tratamiento de hemorragias incontroladas en indicaciones tales como traumatismo e ictus hemorragico. Por tanto,
también se proporciona un procedimiento para reducir el tiempo de sangrado, que comprende administrar, a un
paciente que lo necesite, una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal anti TFPI de la invencién.

Los anticuerpos pueden utilizarse como monoterapia o en combinaciéon con otras terapias para tratar un trastorno
hemostatico. Por ejemplo, se cree que la administracién conjunta de uno o mas anticuerpos de la invencién con un
factor de coagulacion tal como el factor Vlla, factor VIII o factor IX, es util para tratar la hemofilia. En una realizacion,
se proporciona un procedimiento para tratar deficiencias o defectos genéticos y adquiridos en la coagulacion, que
comprende administrar (a) una primera cantidad de un anticuerpo monoclonal que se une al inhibidor de la ruta del
factor tisular humano y (b) una segunda cantidad de factor VIII o factor IX, en el que dichas primera y segunda
cantidades juntas son eficaces para tratar dichas deficiencias o defectos. En otra realizacion, se proporciona un
procedimiento para tratar deficiencias o defectos genéticos y adquiridos en la coagulacion, que comprende administrar
(a) una primera cantidad de un anticuerpo monoclonal que se une al inhibidor de la ruta del factor tisular humano y (b)
una segunda cantidad de factor VIl o factor IX, en el que dichas primera y segunda cantidades juntas son eficaces
para tratar dichas deficiencias o defectos, y ademas en el que el factor VIl no se administra conjuntamente. La
invencion también incluye una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de la
combinacién de un anticuerpo monoclonal de la invencion y el factor VIl o factor IX, en el que la composicién no
contiene factor VII. El “factor VII” incluye el factor VIl y el factor Vlla. Probablemente, estas terapias de combinacion
pueden reducir la frecuencia de infusion necesaria del factor de coagulaciéon. Por coadministracion o terapia de
combinacién se entiende la administracion de los dos farmacos terapéuticos, cada uno formulado por separado o
formulado conjuntamente en una composicidn, y, cuando se formulan por separado, se administran ya sea
aproximadamente al mismo tiempo, o a diferentes momentos, pero durante el mismo periodo terapéutico.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse por via parenteral a sujetos que padecen hemofilia Ao B a
una dosis y frecuencia que puede variar con la gravedad del episodio de sangrado o, en el caso de terapia profilactica,
puede variar con la gravedad de la deficiencia de coagulacion del paciente.

Las composiciones pueden administrarse a pacientes que lo necesiten como un bolo o por infusién continua. Por
ejemplo, una administracion en bolo de un anticuerpo de la invencion presente como un fragmento Fab puede estar
en una cantidad de 0,0025 a 100 mg/kg de peso corporal, de 0,025 a 0,25 mg/kg, de 0,010 a 0,10 mg/kg o de 0,10-
0,50 mg/kg. Para la infusién continua, un anticuerpo de la invencidon presente como un fragmento Fab puede
administrarse a de 0,001 a 100 mg/kg de peso corporal/minuto, de 0,0125 a 1,25 mg/kg/min., de 0,010 a
0,75 mg/kg/min., de 0,010 a 1,0 mg/kg/min. o de 0,10-0.50 mg/kg/min. durante un periodo de 1-24 horas, 1-12 horas,
2-12 horas, 6-12 horas, 2-8 horas o0 1-2 horas. Para la administracién de un anticuerpo de la invencién presente como
un anticuerpo de longitud completa (con regiones constantes completas), las cantidades de dosificacion pueden ser
de aproximadamente 1-10 mg/kg de peso corporal, 2-8 mg/kg o 5-6 mg/kg. Tipicamente, dichos anticuerpos de
longitud completa se administrarian por infusiéon durante un periodo de treinta minutos a tres horas. La frecuencia de
la administracion dependera de la gravedad de la afeccion. La frecuencia puede variar de tres veces por semana a
una vez cada dos o tres semanas.

Adicionalmente, las composiciones pueden administrarse a los pacientes mediante inyeccion subcutanea. Por
ejemplo, A los pacientes se les puede administrar una dosis de 10 a 100 mg de anticuerpo anti TFPI mediante
inyeccion subcutanea semanal, quincenal o mensual.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" significa una cantidad de un
anticuerpo monoclonal anti TFPI o de una combinacion de dicho anticuerpo y factor VIII o factor IX, que se necesita
para aumentar de manera eficaz el tiempo de coagulacion in vivo o de lo contrario causar un beneficio medible in vivo
a un paciente que lo necesite. La cantidad exacta dependera de numerosos factores, incluyendo, pero sin limitacion,
los componentes y las caracteristicas fisicas de la composicion terapéutica, la poblacion de pacientes a la que se
dirige, las cuestiones individuales del paciente, y factores similares, y puede determinarla facilmente un experto en la
materia.

Ejemplos
Ejemplo 1. Expresion y purificacion de TFPI (dominio 2 de Kunitz) recombinante de E. coli.

Sistema de expresion
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Para la expresion de la proteina de fusion, que consiste en His1o/NusA, y la proteina de interés, se utilizo el vector de
destino (segun la nomenclatura de Gateway), denominado pD Eco5 N. El vector pD Eco5 N se basa en el pET-16b
(Novagen), y adicionalmente codifica una etiqueta de 10 histidinas (His1) y NusA, asi como un casete de clonacion
Gateway.

Una construccion de TFPI que codificaba un sitio de escision de trombina fusionado con el extremo N del dominio 2
de Kunitz (de Lys93 a Phe154, referencia Uniprot 10646) y los sitios de conexion Gateway (attB1-5#, attB2-3#,
Invitrogen), se clond en el vector pD Eco5 N dando como resultado el vector de expresién denominado pD Eco5 N
TFPI KD2. Se utilizd la cepa de expresion BL21 DE3 (Novagen).

Secuencia de aminodcidos de la proteina de fusiéon expresada utilizando pD Eco5 N TFPI KD2, 600AA

MGHHHHHHHH
EQEIDVRVQI
VTFDRITTQT
AVILREDMLP
VIEIKAAARD
PAQFVINAMA
TVDDLQAKHQ
EPTVEALRER
AEQGIDDLAD
DECFLEEDPG

HHSSGHIEGR
DRKSGDFDTF
AKQVIVQKVR
RENFRPGDRV
PGSRAKIAVK
PADVASIVVD
AEAHAAIDTE
AKNALATIAQ
IEGLTDEKAG
ICRGYITRYF

HMNKEILAVV
RRWLVVDEVT
EAERAMVVDQ
RGVLYSVRPE
TNDKRIDPVG
EDKHTMDIAV
TKYLDIDEDF
AQEESLGDNK
ALIMAARNIC
YNNQTKQCER

EAVSNEKALP
QPTKEITLEA
FREHEGEIIT
ARGAQLEVTR
ACVGMRGARV
EAGNLAQAIG
ATVLVEEGFS
PADDLLNLEG
WEGDEATSGS
FKYGGCLGNM

REKIFEALES
ARYEDESLNL
GVVKKVNRDN
SKPEMLIELF
QAVSTELGGE
RNGONVRLAS
TLEELAYVPM
VDRDLAFKLA
GLETSLYKKA
NNFETLEECK

ALATATKKKY
GDYVEDQIES
ISLDLGNNAE
RIEVPEIGEE
RIDIVLWDDN
QOLSGWELNVM
KELLEIEGLD
ARGVCTLEDL
GSLVPRGSKP
NICEDGPNGFE

Componentes de las secuencias

Etiqueta His 10:

Etiqueta NusA:

MGHHHHHHHH

EQEIDVRVQI
VTFDRITTQT
AVILREDMLP
VIEIKAAARD
PAQFVINAMA
TVDDLOAKHQ
EPTVEALRER
AEQGIDDLAD

HH

SSGHIEGR
DRKSGDFDTF
AKQVIVQKVR
RENFRPGDRV
PGSRAKIAVK
PADVASIVVD
AEAHAATIDTE
AKNALATIAQ
IEGLTDEKAG

HMNKEILAVV
RRWLVVDEVT
EAERAMVVDQ
RGVLYSVRPE
TNDKRIDPVG
EDKHTMDIAV
TKYLDIDEDF
AQEESLGDNK
ALIMAARNIC

EAVSNEKALP
QPTKEITLEA
FREHEGEIIT
ARGAQLEVTR
ACVGMRGARV
EAGNLAQAIG
ATVLVEEGFS
PADDLLNLEG
WEGDEA

REKIFEALES
ARYEDESLNL
GVVKKVNRDN
SKPEMLIELF
QAVSTELGGE
RNGONVRLAS
TLEELAYVPM
VDRDLAFKLA

ALATATKKKY
GDYVEDQIES
ISLDLGNNAE
RIEVPEIGEE
RIDIVLWDDN
QOLSCWELNVM
KELLEIEGLD
ARGVCTLEDL

Enlazador/sitos de restriccidédn de endonucleasas traducidas:

TSGS GLE
Sitio att traducido:

TSLYKKA GS
Sitio de LVPRGS

trombina:

Kunitz 2 del GSLVPRGSKP DFCFLEEDPG ICRGYITRYF YNNQTKQCER FKYGGCLGNM NNFETLEECK
e NICEDGPNGF

Expresion

Una cepa BL21 DE3 transformada con pD Eco5 N #209, se cultivd como un precultivo en medio LB 2x 50 ml con
ampicilina 200 pg/ml durante 14 horas a 37 °C con una velocidad de agitacion de 180 rpm. A continuacion, cada uno
de ocho matraces agitadores con 400 ml de medio Circlegrow (Q-Biogene), se inoculé con 8 ml de precultivo y se
incubd a 37 °C, con una velocidad de agitacion de 180 rpm. A una densidad de cultivo de DO600, para la induccion
génica, se afiadio IPTG (a una concentracion final de 100 mM) y se cultivé adicionalmente a 17 °C durante 24 horas
con una velocidad de agitacion de 180 rpm. La E. coli se sedimento por centrifugacion (3.000 g, 10 min) y se conservo
-80 °C.

Purificacion

La masa de E. coli sedimentada de 3,2 | de cultivo se resuspendié en 200 ml de tampodn de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH
8,0, NaCl 300 mM, glicerol al 10 % (p/p), imidazol 40 mM, céctel inhibidor de proteasa completo sin EDTA (Roche)),
se homogeneiz6 en un dispositivo de alta presion (Microfluidics) y después el lisado se centrifugd (100.000 g, 60 min,
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4 °C). Utilizando el sistema Akta Explorer, se realizaron diversas etapas de purificacion. La muestra concentrada se
aplicé en una etapa de cromatografia IMAC inicial a dos unidades de 5 ml de la matriz Hi-Trap-Sepharose HP (GE)
unidas. El equilibrado, la unién de la proteina de fusion y el lavado de la matriz Hi-Trap-Sepharose HP, se realizd
utilizando tampén A (Tris HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 40 mM). Para la elucién de la proteina de fusion
NusA-TFPI, se utilizd un gradiente lineal de imidazol de 40 a 500 mM en tampén B (Tris HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl
150 mM). Las fracciones de elucion se agruparon y se concentraron (por un factor de 6-7 utilizando un dispositivo de
ultrafiltracion Amicon) y el tampon se intercambié a Tris HCI pH 8,0. La muestra concentrada (6-7 ml) se aplico
adicionalmente a cromatografia de exclusion por tamafio utilizando Sephacryl-100 (XK26 / 74) en Tris HCI pH 8,0. Las
fracciones del pico principal, que contenian la proteina de fusién, se agruparon y se concentraron por ultrafiltracion
(Amicon) a un volumen de 5 ml. Se afiadié trombina (HTI) a la muestra (proporcion de enzima:proteina de fusion de
1:50 p/p), se incubo durante 5 horas a 21 °C y la reaccion se detuvo finalmente con PMSF (a una concentracion final
de 1 mM). Posteriormente, se realizé una segunda etapa de cromatografia por exclusion de tamafio (Sephacryl-100
(XK26/74) en Tris HCI pH 8,0 y las fracciones pico se monitorizaron con PAGE. Las fracciones que contenian el
dominio 2 de Kunitz de TFPI monomérico libre, se recogieron y se concentraron (Amicon), produciendo
aproximadamente 4 mg de producto de 3,2 | de cultivo de E. coli.

Ejemplo 2. Produccion de TFPI recombinante (dominio 1 + 2 de Kunitz), expresion en E. coliy su purificacion
Sistema de expresion

El vector de destino (segun la nomenclatura del Gateway), denominado pD Eco5 N se basa en ET-16 b (Novagen). El
vector también codifica una etiqueta His1o y NusA, asi como el casete de clonacion Gateway para la expresion de la
proteina de fusion que consiste en His1o/NusA y la proteina de interés.

Una construccion de ADN, que codificaba un sitio de escision de la proteasa del TEV (acronimo del inglés fobacco
mosaic virus, virus del mosaico del tabaco), fusionado con el extremo N de los dominios 1+2 de Kunitz (de Asp1 a
Phe154, referencia Uniprot 10646, TFPI alfa maduro) y los sitios de conexion Gateway (attB1-5#, attB2-3#, Invitrogen),
se clond en el vector pD Eco5 N, dando como resultado el vector de expresiéon denominado pD Eco5 N TFPI KD1+2.
Se utilizo la cepa de expresion BL21 DE3 (Novagen).

Secuencia de aminodcidos de la proteina de fusiéon expresada utilizando pD Eco5 N TFPI KD1+2, 600 AA

SECUENCIA 699 AA; 78579 MW; 4D2932FFT7CLE3F7E CRC64;

MGHHHHHHHH HHSSGHIEGR HMNKEILAVV EAVSNEKALP REKIFEALES ALATATKKKY
EQEIDVRVQI DRKSGDEDTE RRWLVVDEVT QPTKEITLEA ARYEDESLNL GDYVEDQIES
VTEDRITTQT AKQVIVQKVR EAERAMVVDQ FREHEGEIIT GVVKKVNRDN ISLDLGNNAE
AVILREDMLP RENFRPGDRV RGVLYSVRPE ARGAQLFVTR SKPEMLIELF RIEVPEIGEE
VIEIKAAARD PGSRAKIAVK TNDKRIDPVG ACVGMRGARV QAVSTELGGE RIDIVLWDDN
PAQFVINAMA PADVASIVVD EDKHTMDIAV EAGNLAQAIG RNGONVRLAS QLSGWELNVM
TVDDLQAKHQ AEAHAAIDTFEF TKYLDIDEDF ATVLVEEGES TLEELAYVPM KELLEIEGLD
EPTVEALRER AKNALATIAQ AQEESLGDNK PADDLLNLEG VDRDLAFKLA ARGVCTLEDL
AEQGIDDLAD IEGLTDEKAG ALIMAARNIC WEGDEATSGS GLETSLYKKA GSDYDIPTTE
NLYFQDSEED EEHTIITDTE LPPLKLMHSF CAFKADDGPC KAIMKRFEFN IFTRQCEEFL
YGGCEGNQNR FESLEECKKM CTRDNANRII KTTLOQEKPD FCFLEEDPGI CRGYITRYFY
NQQOTKQCEREF KYGGCLGNMN NFETLEECKN ICEDGPNGFE

Componentes de las secuencias

. MGHHHHHHHH HH
Etiqueta 10 His:

Etiqueta NusA: SOGHLIEGR HMNKELLAVY BEAVSNBEKALP REKLIFEALES ALATATKKKY
EQEIDVRVQI DRKSGDFDTE RRWLVVDEVT QPTKEITLEA ARYEDESLNL GDYVEDQIES
VTFDRITTQT AKQVIVQKVR EAERAMVVDQ FREHEGEIIT GVVKKVNRDN ISLDLGNNAE
AVILREDMLP RENFRPGDRV RGVLYSVRPE ARGAQLEVTR SKPEMLIELE RIEVPEIGEE
VIEIKAAARD PGSRAKIAVK TNDKRIDPVG ACVCMRGARV QAVSTELGGE RIDIVLWDDN
PAQFVINAMA PADVASIVVD EDKHTMDIAV EAGNLAQAIG RNGONVRLAS QLSGWELNVM
TVDDLOAKHQ AEAHAAIDTE TKYLDIDEDE ATVLVEEGES TLEELAYVPM KELLEIEGLD
EPTVEALRER AKNALATIAQ AQEESLGDNK PADDLLNLEG VDRDLAFKLA ARGVCTLEDL
AEQGIDDLAD IEGLTDEKAG ALIMAARNIC WEGDE
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Enlazador/sitos de restriccién de endonucleasas TSGS GLE

traducidas:

Sitio att traducido: TSLYKKA GS

Sitio TEV: DYDIPTTENLYFQ

Kunitz 1 +2 DSEED EEHTIITDTE LPPLKLMHSE CAFKADDGPC KAIMKREFEN IFTRQCEEFT

del TFPI
YGGCEGNQNR FESLEECKKM CTRDNANRII KTTLQQEKPD FCFLEEDPGI CRGYITRYFY
NQQTKQCERF KYGGCLGNMN NFETLEECKN ICEDGPNGFE

Expresion

Una cepa BL21 DES3 transformada con pD Eco5 TFPI KD1+2 se cultivd como un precultivo en medio LB 2x 100 ml con
ampicilina 200 ug/ml durante 14 horas a 37 °C con una agitacion de 180 rpm. Se inocul6 un biorreactor (Sartorius
Stedim Biotech) con 10 | de volumen de cultivo (medio LB, ampicilina 200 ug/ml) con 200 ml de precultivo y se incubo
a 37 °C, con una agitacion de 150 rpm. A una densidad de cultivo de DO600, para la induccién génica, se afadio IPTG
(isopropil B-D-tiogalactosido) a una concentracion final de 100 mM y se cultivd adicionalmente a 17 °C durante
24 horas con un nivel minimo p02 del 50 % y una velocidad de agitaciéon de 180 - 800 rpm. La E. coli se sedimenté
por centrifugacion (3.000 g, 10 min) y se conservo -80 °C.

Purificacion

La masa de E. coli sedimentada de 10 | de cultivo se resuspendié en 500 ml de tampédn de lisis [Tris-HCI 50 mM, pH
8,0, NaCl 300 mM, glicerol al 10 % (p/p), imidazol 40 mM, céctel inhibidor de proteasa completo sin EDTA (Roche)],
se homogeneizo en un dispositivo de alta presion (Microfluidics) y después el lisado se centrifugd (100.000 g, 60 min,
4 °C). Utilizando el sistema de purificacion Akta, se realizaron diversas etapas de purificacion. La fraccion de lisado
soluble centrifugada, se aplicé en una etapa de cromatografia IMAC inicial a una columna que contenia 50 ml de la
matriz Ni-Sepharose HP (GE). El equilibrado, la union de la proteina de fusiéon y el lavado de la matriz Hi-Trap-
Sepharose HP, se realizé utilizando tampén A (Tris HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 40 mM). Para la
elucién de la proteina de fusion NusA-TFPI, se utilizd un gradiente lineal de imidazol de 40 a 500 mM en tampédn B
(Tris HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM). Las fracciones de elucién se agruparon (a un volumen total de 140 ml) y se
aplicaron en fracciones a una columna desalinizadora Hi Prep 26/10 (GE) (dos unidades de columna unidas) para
intercambiar a un tampon con Tris HCI 50 mM, pH 8.0, NaCl 150 mM, CaCl; 5 mM). Para retirar la etiqueta Nus A, se
realizd una digestion proteolitica con TEV etiquetada con Hisg, a una relacion de enzima:proteina de fusiéon de 1:66
p/p, durante 16 horas a 4 °C. La muestra se aplicé de nuevo a una columna de la matriz de Ni-Sepharose HP (GE),
que contenia 50 ml, para separar el TFPI libre de la proteina de fusidon no escindida y His-TEV. Después, el eluato de
la etapa IMAC se aplic6 a una cromatografia por exclusion de tamafio, (SEC, columna S100, GE) para aislar una
fraccion de TFPI monomeérico, que se concentrd por ultrafiliracion (Amicon, unidad con un intervalo limite de 3 kDa) a
aproximadamente 1,5 mg/ml. La muestra final purificada del dominio 1+2 de Kunitz de TFPI se desarroll6 como una
doble banda en PAGE con un peso molecular aparente de aproximadamente 18 kDa. Un analisis adicional (SEC,
transferencia de Western) reveld que solo la proteina correspondiente a la banda superior era inmunorreactiva con el
Fab B.

Ejemplo 3. Procesamiento proteolitico y purificacion de Fab B de la IgG1 humana.
Expresion

El Fab B se proces6 proteoliticamente de su forma de IgG1 humana. El Fab B_IgG1 se expresd en células de
mamiferos (HEK 293) como una proteina de secrecion. Para el aislamiento de la IgG1, 1,6 | de sobrenadante de cultivo
se aplicaron a dos columnas de HiTrap MabSelectSURE unidas (de GE, volumen de lecho de 5 ml, caudal de
1,5 ml/min, 4 °C, durante 16 horas). Para el lavado y el equilibrado de las columnas, se utilizé un tampdn que consistia
en PBS y NaCl 500 mM. La IgGl unida se eluy6 (acetato de sodio 50 mM, NaCl 500 mM, pH 3,5 seguido del mismo
tampon a pH 3,0), se neutralizé (Tris 2,5 M> 11) y se concentro por ultrafiltracion a aproximadamente 13 mg/ml.

Para digerir aproximadamente 270 mg (en 12,5 ml) de IgG1, se utilizé papaina inmovilizada (Pierce, suspension de
20 ml), utilizando 22 fracciones en tubos de reaccion Eppendorf de 1,5 ml (incubacion durante 16 horas a 37 °C,
agitacion a 1400 rpm). Después de procesar las muestras, estas se centrifugaron, el sobrenadante se recogio, el
sedimento se lavo con PBS y tanto los sobrenadantes como el lavado aclarado se agruparon.

La muestra digerida se aplicé de nuevo a dos columnas de HiTrap MabSelectSuRe unidas (2x5 ml) permitiendo la
separacion de material Fc y Fab. Las fracciones aisladas y agrupadas de Fab B se concentraron por ultrafiltracion a
aproximadamente 8 mg/ml (rendimiento total de 120 mg). Adicionalmente, Para una purificacion adicional, se utilizé
cromatografia por exclusion de tamafo con Superdex75 (columna 26/60, caudal 2,5 ml/min con PBS). Después de
una concentracion adicional y una filtracion estéril, el rendimiento final del Fab B fue de 115 mg a una concentracion
de 8,5 mg/ml.

14



10

15

20

25

30

35

40

ES 2722 824 T3

Para demostrar la formacién del complejo Fab B/TFPI KD1+2 (Figura 1), se utilizé cromatografia analitica por exclusion
de tamafio (sistema Akta Micro, columna S75 5/150, Tris HCI 100 mM, pH 7,5). Para Fab B se observé un tiempo de
retencion inesperadamente largo en la columna SEC correspondiente a un peso molecular aparente de 20 kDa, que
es muy similar al peso molecular detectado para TFPI KD1+2.

Ejemplo 4. Produccion del complejo dominio 1+2 de Kunitz del TFPI con Fab B

Para formar el inmunocomplejo, el dominio 1+2 de Kunitz del TFPIy el Fab B se combinaron en una proporcion de
aproximadamente 1: 1,5 (p/p). Por lo tanto, se mezclaron 3,85 mg de la proteina monomeérica, concentrada del dominio
1+2 de Kunitz del TFPI (de las fracciones agrupadas de S100) con 7,4 mg de Fab B (de SEC Superdex75) y se
incubaron durante 16 horas a 21 °C. La formacion del complejo se demostré mediante SEC analitica (S200/150) y
transferencia de Western. El complejo se purifico adicionalmente por SEC (S200 26/26) en Tris HCI 10 mM, pH 7,4
con NaCl 150 mM, concentrado por ultrafiltracion (Amicon, unidad con un intervalo limite de 5 kDa) a 10,3 mg/mF, que
se utilizé para la cristalizacion.

Ejemplo 4. Cristalizaciéon y determinacion de la estructura por rayos X del complejo TFPI-Fab B
Cristalizacion

Utilizando el procedimiento de gota asentada, se hicieron crecer co-cristales, a una temperatura de 4 °C, de una
construccion de proteina que comprendia el dominio 1 de Kunitz (KD1) y el dominio 2 de Kunitz (KD2) del TFPIly el
anticuerpo monoclonal Fab B contra TFPI. El complejo de proteina se concentré a 10 mg/ml y se cristalizé mezclando
los mismos volumenes de solucion de proteina y solucion de pocillo (PEG8000 al 20 %) como precipitante. Los
cristales aparecieron después de tres dias.

Recogida y procesamiento de datos

Los cristales se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido en glicerol al 30 % en un tampdn de cristalizacién
para la crioproteccion. Los datos de un cristal se recogieron en la linea de haz BL14.1, del sincroton BESSY (Berlin)
en un detector MAR CCD. Los datos se indexaron e integraron con IMOSFLM (A.G.W. Leslie, (1992), Joint CCP4 +
ESF-EAMCB Newsletter on Protein Crystallography, No. 26), se prepararon para su adaptacion con POINTLESS (P.R.
Evans, (2005) Acta Cryst. D62, 72-82), y se adaptaron con SCALA (P.R. Evans, (2005) Acta Cryst. D62, 72-82). El
cristal difractd hasta 2,3 A y poseia el grupo espacial P2 con las constantes de celda a = 80,3, b=71,9, c= 108,8;
B=92,5°y dos complejos TFPI-KD1, -KD2 - Fab en la unidad asimétrica.

Determinacion y refinado de la estructura

La coestructura de TFPI-KD1, -KD2 y el anticuerpo monoclonal Fab se resolvi6 mediante reemplazo molecular
utilizando PHASER (A.J. McCoy y col. (2007) J. Appl. Cryst. 40, 658-674), MOLREP (A.Vagin y A.Teplyakov (1997) J.
Appl. Cryst. 30, 1022-10) y estructuras internas y publicadas de rayos X de TFPI-KD2 (codigo pdb Itfx) y un fragmento
Fab (cddigo pdb 1w72) como modelos de busqueda. Antes de la sustitucion molecular, los modelos Fab y KD1 se
procesaron con CHAINSAW (N. Stein, (2008) J. Appl. Cryst. 41, 641 - 643). El modelo se completé con rondas
iterativas de construccion de modelos con COOT (P. Emsley y col. (2010) Acta Cryst. D66: 486-501) y el refinamiento
de maxima verosimilitud usando REFMAC5.5 (GN Murshudov y col. (1997) Acta Cryst. D53, 240-255). La region
hc_Ser131-hc_Ser136 de ambos Fab, los restos Asp1-Leu21, Asp149-Phe154 del TFPI, y los restos Arg78-Glu92
enlazadores de KD1-KD2, mostraron una densidad electronica débil y no se incluyeron en el modelo. En la Tabla 1 se
resume el conjunto de datos y las estadisticas de refinamiento.

Tabla 1. Conjunto de datos y estadisticas de refinamiento del complejo TFPI-Fab B.

Longitud de onda 0,9184 A
Resolucion (proteccion mas alta) 47-2,3 (2,4-2,3) A
Reflexiones (observadas/unicas) 165457 (56223)
Integridad® 97,8 % (97,8 %)
l/o? 5,8 (2,0)
Rcombinadoa'b 0,1 3 (0,52)
Rcombinadoa’
Grupo espaciador P2,
Parametros de celda unitaria
a 80,3 A
b 71,9 A
c 108,8 A
B 92,5°
RcristC 0,20
Ribre? 0,27
Factor de temperatura de Wilson 16,7 A2
Longitud de enlace RMSD® 0,008 A
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(continuacion)

Angulos de enlace RMSD 1,3°
Atomos de proteina 8205
Moléculas de agua 599

@ Los valores entre paréntesis son para la proteccion de alta
resolucion.

b Rcombinado = 2hKI ||th - <|hkl>| [ Zhkl <lp> siendo |y la intensidad de
reflexion hkl y <ly> la intensidad promedio de multiples
observaciones.

¢ Rerist = Z |Fobs=Faic| / £ Fobs siendo Fops Y Feaic las amplitudes del
factor de estructura observada y calculada, respectivamente.

9 conjunto de ensayo al 5%

¢ RMSD, desviacion cuadratica media (acrénimo del inglés root
mean square deviation) del conjunto de parametros para la
estereoquimica ideal

Ejemplo 5. Mapeo epitopico basado en estructura de rayos X

El complejo de TFPI-KD1, -KD2 y Fab B (Figura 2), cristalizé como dos copias del complejo por unidad asimétrica. Las
cadenas principales de los complejos se superponen con una RMSD global de 1,0 A con cada Fab B unido al epitopo
del TFPI-KD1 y - KD2 asociado. Ambos dominios de Kunitz interaccionan directamente o a través de interacciones
mediadas por agua con Fab B. KD1 y KD2 también interaccionan entre si. Los restos de TFPI en contacto con Fab B
(el epitopo) y la superficie oculta respectiva se analizaron con el programa CCP4 AREAIMOL (P.J. Briggs (2000) CCP4
Newsletter No. 38). Los restos con un minimo de 5 A2 de superficie oculta 0 mas del 50 % de la superficie oculta se
han considerado como que estan en contacto (Tabla 2). Los restos de Fab B en contacto con TFPI (el paratopo) y la
superficie oculta respectiva se analizaron con AREAIMOL. Los restos con un minimo de 5 A2 de superficie oculta o
mas del 50 % de la superficie oculta se han considerado como que estan en contacto (Tabla 3).

Tabla 2: Restos de TFPI en contacto con Fab B. Las cadenas C, D y las cadenas N, O corresponden a los dominios
1y 2 de Kunitz del TFPI del complejo respectivo en la unidad asimétrica.

Resto Nr | superficie oculta en A2 | superficie oculta en %
Phe C 28| 3,4 4,1
Asp C31 | 26,2 47,3
Asp C 32 6,8 73,9
GlyC33|7,6 100,0
Pro C 34 | 87,2 97,2
Cys C 35|45,7 93,4
Lys C 36 | 139,6 72,4
AlaC 37 [0,9 2,2
lleC38 |[3,0 2,1
CysC59|11,3 34,7
GluC 60 | 83,9 60,4
GlyC61 (0,5 1,4
Asn C 62 | 4,1 1,2
Resto Nr | superficie oculta en A2 | superficie oculta en %
GluD 100 | 83,2 53,9
GluD 101 | 80,8 93,4
ProD 103 | 57,4 85,7
GlyD 104 | 16,6 68,3
lleD105 |11,4 61,2
Cys D 106 | 12,5 32,2
Arg D 107 | 116,8 73,2
GlyD 108 | 18,6 49,4
TyrD 109 | 133,5 74,6
Phe D 114 (8,5 72,0
AsnD 116 | 8,3 24,5
GluD 123 | 45,5 56,5
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(continuacion

Resto Nr | superficie oculta en A2 | superficie oculta en %
ArgD 124 | 9,9 6,0
Phe D 125 0,1 0,9
Lys D 126 | 29,2 39,0
TyrD 127 |1,3 7.1
GlyD 128 | 6,5 67,0
Resto Nr Ztrip’gﬂme oculta Ztripozrﬂme oculta
Lys N 29 1,1 1,2
Asp N 31 28,9 49,4
Asp N 32 10,2 91,8
Gly N 33 12,5 100,0
Pro N 34 87,9 97,2
Cys N 35 421 86,0
Lys N 36 142,5 74,2
lle N 38 4,3 3,2
Cys N 59 11,9 38,5
GluN 60 71,7 53,0
Gly N 61 0,4 1,0
Asn N 62 7,0 20,2

superficie oculta | superficie oculta

Resto Nr en A2 en %
Glu O 100 65,1 44,3
Glu O 101 84,8 97,0
Pro O 103 60,2 84,0
Gly O 104 13,6 64,7
lle O 105 11,6 67,4
Cys O 106 12,7 37,0
Arg O 107 101,3 69,1
Gly O 108 19,7 52,5
Tyr O 109 139,6 76,4
Thr O 111 0,1 0,1
Phe O 114 11,5 78,2
Asn O 116 13,4 34,6
Glu O 123 24 1 35,9
Arg O 124 11,1 6,7
Phe O 125 0,1 1,2
Lys O 126 35,0 52,6
Tyr O 127 1,2 8,1
Gly O 128 6,4 58,1

Tabla 3: Restos de Fab B en contacto con TFPI. Las cadenas A, B y las cadenas L, M representan las cadenas ligera
5 y pesada de Fab B del complejo respectivo en la unidad asimétrica.

Resto Nr | superficie oculta en A2 | superficie oculta en %
LeuA27|1,8 39,1
Arg A 28 | 20,7 13,5
Asn A 29|44,6 38,6
Tyr A 30 | 56,0 57,7
TyrA 31 96,9 76,7
Tyr A48 | 43,0 75,8
TyrA49 | 39,2 90,7
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Resto Nr | superficie oculta en A2 | superficie oculta en %
Asp A50 |16,5 56,7
Asn A52 |10,3 16,8
ProA54 |10,4 34,2
SerA55 |5,0 3,9
AsnA65 |6,3 13,4
Trp A90 |[19,2 45,9
Asp A92 | 13,6 10,2
GlyA93 |8,7 37,8
GInB 1 12,6 6,8
GlyB26 |29,6 58,6
Phe B 27 | 21,1 57,9
ThrB 28 |56,9 65,0
ArgB 30 |32,0 19,2
SerB31 |52,2 65,9
TyrB32 |54,0 94,9
ArgB52 |8,0 6,2
ArgB98 |7,0 49,2
Tyr B 100 | 92,2 98,6
Arg B 101 | 106,6 71,6
TyrB 102 | 80,2 79,4
Trp B 103 | 21,7 87,7
Asp B 105| 15,3 42,6
TyrB 106 | 13,7 15,2
Resto Nr | superficie oculta en A2 | superficie oculta en %
LeulL 27 (4,2 61,7
ArgL 28 |22,2 15,5
AsnL 29 |43,0 33,6
TyrL30 |58,2 67,3
TyrL 31 103,4 80,3
TyrL48 |48,7 83,8
TyrL49 |37,5 88,8
AspL50 |15,5 59,1
AsnlL 52 |8,6 14,8
ProL54 |12,9 45,4
SerL55 (9,8 8,0
AsnL65 |3,9 7,7
GlyL67 (0,1 0,3
TrpL90 |20,3 48,3
AspL92 |1,9 1,5
GlyL93 (184 49,4
Val M 2 1,6 4,3
GlyM26 |[34,2 62,2
Phe M 27 | 18,2 62,1
ThrM 28 |64,4 69,7
Arg M 30 | 27,1 18,8
SerM31 [51,5 63,7
TyrM 32 |55,3 95,3
ArgM52 |7,4 6,2
ArgM 98 |8,5 57,0
Tyr M 100 | 86,9 98,3
Arg M 101|110,8 74,4
Tyr M 102 | 82,8 81,0
Trp M 103 | 18,5 91,1
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(continuacion
Resto Nr | superficie oculta en A? | superficie oculta en %
Asp M 105|17,3 48,7
TyrM 106 | 13,5 15,0

El Fab B reconocio un epitopo no lineal de KD1 y KD2 que se define por los restos Asp31 - Lys36, Cys59 (que forma
un puente disulfuro con Cys35), Glu60 y Asn62 de TFPI-KD1 y Glu100, Glu101, La regién Pro103 - Cys106 (que forma
un puente disulfuro con Cys130), los restos Arg107- Tyr109, Phe114, Asn116, Glu123, Arg124, y los restos Lys126 -
Gly128 de TFPI-KD2. El paratopo en Fab B que interacciona con TFPI-KD1 incluye Ic_Leu27- Ic_Tyr31, Ic_Asp50,
Ic_Asn65, Ic_Trp90, Ic_Asp92, Ic_Gly93, y hc_Arg101 y hc_Tyr102. El paratopo en Fab B que interacciona con TFPI-
KD2 incluye Ic_Tyr31, Ic_Tyr48 y Ic_Tyr49, y hc_Thr28, hc_Arg30 - hc_Tyr32, hc_Tyr100, hc_Arg101, hc_Trp103 y
hc_Asp105. Las CDR de cadena ligera parecen ser los principales sitios de interaccion para TFPI-KD1, las CDR de
cadena pesada parecen ser los principales sitios de interaccion para TFPI-KD2, basandose en el nimero de contactos.

El epitopo no lineal en TFPI-KD1 consiste en dos regiones de bucle unidas por un puente disulfuro entre Cys35 y
Cys59. El epitopo se caracteriza por una interaccion hidréfoba central de Pro34 rodeada por un triangulo de
interacciones polares de Asp31, Asp32, Glu60 y Lys36 con Fab B (Figura 3).

Pro34 se encuentra en una hendidura hidréfoba creada por Ic_Tyr30 y Ic_Tyr31 de CDR-L1, Ic_Trp90 de CDR-L3 y
hc_Tyr102 de CDR-H3. Asp31 y Asp32 poseen interaccion polar con CDR-H3 y una red de enlaces de hidrégeno con
hc_Arg101, hc_Tyr102, y una molécula de agua. La cadena lateral Hc_Tyr102 esta bien orientada para poseer
interaccion hidréfoba con Pro34, interaccién polar con Asn31, e interaccion -1 aromatica con Ic_Trp90 de CDR-L3.

La interaccion de Asp31 y Asp32 con CDR-H3 es una caracteristica clave del epitopo y las orientaciones e
interacciones de hc_Tyr102 y hc_Arg101 parecen ser cruciales. La mutacion del resto de tipo silvestre hc_Lys99 a
leucina produjo un aumento de afinidad de 20 veces. Hc_Leu99 se encuentra en la interfaz hidréfoba entre la cadena
ligera y pesada y esta seguido por el bucle CDR-H3. Una cadena lateral de lisina polar y flexible es una desventaja en
esta posicion e interfiere con la conformacion éptima de CDR-H3 y las interacciones de antigeno.

Glu60, que forma el segundo angulo del triangulo polar, Interacciona con las cadenas laterales de Ic_Tyr30 (CDR-L1),
Ic_Trp90 y el nitrégeno de la cadena principal de Ic_Gly93 (CDR-L3).

El tercer angulo del triangulo esta formado por Lys36. Lys36 es un resto esencial para la inhibicion del complejo de
factor Vlla/factor tisular por TFPI (M.S. Bajaj y col. (2001) Thromb Haemost 86(4):959-72.). En complejo con Fab B,
Lys36 esta significativamente en contacto y ocultado por CDR-L1 Ic_Leu27, Ic_Arg28, Ic_Asn29, Ic_Tyr31, CDR-L2
Ic_Asp50, y una molécula de agua. La interaccion de Lys36 con el complejo factor Vlla/factor tisular se produce
mientras esta unido a Fab B y su inhibicion parece excluida.

El epitopo no lineal en TFPI-KD2 consiste en tres secciones que comprenden los restos Glu100, Glu101, Pro103 -
Tyr109, Phe114; Asn116 y Glu123; Arg124, Lys126 - Gly128. El epitopo KD2 forma interacciones polares e hidréfobas
con Fab B CDR-L1, -L2, -H1 y -H3 (Figura 4).

Glu100, Glu101, Arg107 y Tyr109 son restos de epitopos clave que proporcionan fuertes puntos de anclaje polares o
hidréfobos en contacto con tres regiones de superficie separadas de Fab B creadas por CDR-H1 (interaccion con
Glu100 y Glu101) CDR-L1, -L2, -H3 (interaccion con Arg107), y CDR-L2, -H3 (interaccion con Tyr109).

Arg107 esta significativamente en contacto por Ic_Tyr31, Ic_Tyr49, hc_Arg101 y hc_Tyr102 de CDR-L1, -L2, -H3,
respectivamente, y ademas interacciona con Gly33 y Cys35 de KD1. Se ha demostrado que Arg107 es esencial para
la inhibicion del factor Xa.(M. S. Bajaj y col. (2001) Thromb Haemost 86(4):959-72.). El Fab B ocupa este resto critico
y excluye la funciéon de Arg107 en la inhibicion del factor Xa.

Glu100 y Glu101 forman enlaces de hidrégeno con los restos de CDR-H1 hc_Arg30, hc_Ser31, y hc_Thr28 y hc_Tyr32.

Tyr109 se encuentra en un nicho hidréfobo creado por los restos CDR-L2 Ic_Tyr48, y CDR-H3 hc_Tyr100, y
hc_Trp103, y forma un enlace de hidrogeno con hc_Asp105.

Ejemplo 6. Comparacion de paratopos de Fab B y su variante optimizada Fab D

Para evaluar la consistencia de la union del epitopo de TFPI por la variante optimizada de Fab B, Fab D, se analizaron
alineamientos de secuencia de las cadenas ligeras y pesadas (Figura 7A) y los modelos de homologia de Fab D
(Figura 7B) para la conservacion de los restos paratépicos Fab B en Fab D. Los modelos de homologia se calcularon
con DS MODELER (ACCELRYS, Inc; Fiser, A. y Sali A. (2003) Methods in Enzymology, 374:463-493) utilizando, como
estructura de molde de entrada, nuestra estructura de rayos X de TFPI - Fab B. Los modelos de homologia muestran
conformaciones de esqueleto casi idénticas en comparacion con Fab B con RMSD <0,5 A. De los 29 restos paratdpicos
observados en el complejo TFPI-Fab B, siete restos (cinco restos de cadena ligera, dos restos de cadena pesada)
difieren en Fab D (Figura 7). Lc_Arg28; Ic_Asn29, Ic_Asp92 y Ic_Gly93 muestran las principales interacciones de la
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cadena con los restos del epitopo de TFPI. No se espera que los intercambios de estos restos en Fab D induzcan la
union con un epitopo de TFPI diferente. El reemplazo de Ic_Tyr48 y hc_GInl por una fenilalanina y glutamato en Fab
D es insignificante ya que no se observan interacciones de la cadena lateral polar en la estructura de rayos X.
Hc_Arg30 muestra una interaccion polar con Glu100 de TFPIy se intercambia a una serina en Fab D. En esta posicion,
una arginina debe ser favorable sobre una serina para interaccionar con TFPI. Basandose en el impacto esperado de
los intercambios analizados entre los restos paratdpicos de Fab B y los de Fab D, en la conservacién de la secuencia
global y en la baja RMSD del modelo de homologia de Fab D, se contempla que Fab D reconoce el mismo epitopo de
TFPI que Fab B.

Ejemplo 7. Fundamentos basados en la estructura de rayos X para la inhibicion de la interaccion de TFPI con
el Factor Xa y el complejo Factor Vlla/factor tisular

Fab B se una tanto a KD1 como a KD2 de TFPI. KD2 se une e inhibe al factor Xa. KD1 se une e inhibe al complejo
factor Vlla/factor tisular. Se han descrito las estructuras de rayos X de KD2 en complejo con tripsina (MJ Burgering y
col (1997) J Mol Biol. 269 (3): 395-407) y BPTI en complejo con una parte extracelular del TF y factor Vlla (E. Zhang
y col (1999) J Mol Biol 285 (5): 2089-104.). La tripsina es un sustituto del factor Xa, BPTIl es un homdlogo de TFPI-
KD1. La superposicion del complejo TFPI-Fab B con KD2-tripsina o BPTI-factor Vlla/factor tisular revela que la union
del anticuerpo excluye la uniéon de KD1 y KD2 con sus ligandos naturales, factor Vlla/factor tisular y factor Xa,
respectivamente (Figura 5, Figura 6).

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Bayer Healthcare LLC Wang, Zhuozhi Murphy, John Marquardt, Tobias Moosmayer, Dieter
<120> Anticuerpos monoclonales contra el inhibidor de la ruta del factor tisular (TFPI)
<130> BHC 11 5 001
<160> 9
<170> Patentln version 3.5
<210> 1
<211> 276

<212> PRT
<213> Homo Sapiens
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Lys

120

Asn

Asn

Thr

Phe

25

Arg

Gly

Lys

Leu

Ile

105

Gln

Phe

Gly

21

Ile

10

Cys

Phe

Gly

Lys

Gln

90

Cys

Cys

Glu

Phe

Ile

Ala

Phe

Cys

Met

75

Gln

Arg

Glu

Thr

Gln
155

Thr

Phe

Phe

Glu

60

Cys

Glu

Gly

Arg

Leu

140

Val

Asp

Lys

Asn

45

Gly

Thr

Lys

Tyr

Phe

125

Glu

Asp

Thr

Ala

30

Ile

Asn

Arg

Pro

Ile

110

Lys

Glu

Asn

Glu

15

Asp

Phe

Gln

Asp

Asp

95

Thr

Tyr

Cys

Tyr

Leu

Asp

Thr

Asn

Asn

80

Phe

Arg

Gly

Lys

Gly
160



Thr

Val

Ala

Ser

Asn

225

Lys

Arg

Val

<210> 2

<211> 219
<212> PRT

Gln

Pro

Asp

Val

210

Glu

Gly

Lys

Lys

Leu

Ser

Arg

195

Ile

Asn

Phe

Arg

Asn
275

<213> Homo Sapiens

<400> 2

Asp Ile Val

1

Glu

Asp

Pro

Pro

Gly

Gln
50

Asp Arg

Ser Arg

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

ES 2722 824 T3

Asn Ala Val

Leu
180

165

Phe

Glu

Gly Leu Cys

Gly

Asn

Ile

Lys

260

Met

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Lys

Phe

Gln

245

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

Cys

Thr

230

Arg

Gln

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Asn

Phe

Arg

Arg

215

Ser

Ile

Arg

Ser

Cys

Asn

Lys

55

Gly

Asp

Asn

His

Ala

200

Pro

Lys

Ser

Val

Pro

Arg

Trp

40

Gly

Ser

Val

Ser

Gly

185

Asn

Phe

Gln

Lys

Lys
265

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

22

Leu

170

Pro

Glu

Lys

Glu

Gly

250

Ile

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val
90

Thr

Ser

Asn

Tyr

Cys

235

Gly

Ala

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Pro

Trp

Arg

Ser

220

Leu

Leu

Tyr

Pro

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

Gln

Cys

Phe

205

Gly

Arg

Ile

Glu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Ser

Leu

190

Tyr

Cys

Ala

Lys

Glu
270

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr

175

Thr

Tyr

Gly

Cys

Thr

255

Ile

Pro

15

Phe

Gln

Val

Lys

Gln
95

Lys

Pro

Asn

Gly

Lys

240

Lys

Phe

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Tyr



Asp

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

<210> 3

<211> 225
<212> PRT

Ser

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

Tyr

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 3
Gln
1

Thr

Ser

Trp

Val

65

Gln

Val

Leu

Ala

Leu

50

Ser

Phe

Gln

Ser

Ala

35

Gly

Val

Ser

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Lys

Leu

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Gln

Thr

Ser

Ile

Ser

Gln
85

ES 2722 824 T3

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Gln

Cys

Trp

Tyr

Arg

70

Leu

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Ser

Ala

Ile

Lys

55

Ile

Asn

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Gly

Ile

Arg

40

Arg

Thr

Ser

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Pro

Ser

25

Gln

Ser

Ile

Val

23

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Gly

10

Gly

Ser

Lys

Asn

Thr
90

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Ala

Leu

Asp

Pro

Trp

Pro

75

Pro

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Asp

Glu

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Lys

Val

Arg

45

Asn

Thr

Asp

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Pro

Ser

30

Gly

Arg

Ser

Thr

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Ser

15

Ser

Leu

Tyr

Lys

Ala
95

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Gln

Asn

Glu

Ala

Asn

80

Val



Tyr

Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser
225

<210> 4
<211> 212
<212> PRT

Tyr

Gly

Ser

130

Ala

Val

Ala

Val

His
210

Cys

Gln

115

Val

Ala

Ser

Val

Pro

195

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 4

Asp Ile Glu

1

Thr Ala Arg

His Trp Tyr

35

Tyr Asp Asn

50

Asn Ser Gly

65

Ala

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Leu

Ile
20

Arg

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Thr
5

Ser

Gln Gln

Asn Arg

Asn

Thr

ES 2722 824 T3

Trp

Leu

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala
70

His

Vval

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
215

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Ser

Thr

120

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Asp

105

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

185

Thr

Val

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

24

Lys

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

His

Ser

Lys

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser
75

Trp

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys
220

Val

Arg

Val

Arg

Gly

Gly

Ser

125

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

205

Val

Ala

Asn

Val

45

Phe

Thr

Phe

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Pro

Tyr

30

Val

Ser

Gln

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

175

Val

Asn

Pro

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr

Gly

Gly

Val

160

Phe

Val

Val

Lys

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu
80



Asp

Phe

Pro

Lys

Thr

145

Thr

Tyr

Cys

Thr

<210>5

<211> 224
<212> PRT

Glu Ala

Gly Gly

Ser Val
115

Ala Thr
130

Val Ala

Thr Thr

Leu Ser

Gln Val

195

Glu Cys
210

<213> Homo sapiens

<400> 5
Gln

1

Ser

Gly

Ser

Lys
65

Val Glu

Leu Arg

Met Ser
35

Ser Ile
50

Gly Arg

Asp

Gly

100

Thr

Leu

Trp

Pro

Leu

180

Thr

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Phe

Tyr

85

Thr

Leu

Val

Lys

Ser

165

Thr

His

Val

Ser

Val

Gly

Thr

ES 2722 824 T3

Tyr

Lys

Phe

Cys

Gly

150

Lys

Pro

Glu

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile
70

Cys

Leu

Pro

Leu

135

Asp

Gln

Glu

Gly

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Gln

Thr

Pro

120

Ile

Ser

Ser

Gln

Ser
200

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Val

105

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

185

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

25

Trp

90

Leu

Ser

Asp

Pro

Asn

170

Lys

Val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

Glu

Phe

Val

155

Lys

Ser

Glu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser
75

Asp

Gln

Glu

Tyr

140

Lys

Tyr

His

Lys

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Gly

Pro

Leu

125

Pro

Ala

Ala

Arg

Thr
205

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Lys

110

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

190

Val

Pro

Arg

30

Glu

Asp

Thr

Pro

95

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

175

Tyr

Ala

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Val

Ala

Asn

Val

Glu

160

Ser

Ser

Pro

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr
80



Leu

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

<210> 6

<211> 219
<212> PRT

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys
210

Met

Leu

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

<213> Homo sapiens

<400> 6

Asp Ile Val

1

Glu Pro Ala

Asp Gly Ile

35

Pro Gln Leu

50

Asp Arg Phe

65

Asn

Tyr

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Ser

85

Arg

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

ES 2722 824 T3

Leu

Tyr

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser
70

Arg

Trp

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

Val
215

Ser

Cys

Asn

Lys

55

Gly

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Pro

Arg

Trp

40

Gly

Ser

Glu

Asp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

26

Asp

90

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp
75

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Cys
220

Pro

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Asp

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Lys

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Thr

Pro

15

Phe

Gln

Val

Lys

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

His

Gly

Arg

Ser

Pro

Ile
80



Ser

Asp

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

<210>7

<211> 225
<212> PRT

Arg

Ser

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

Val

Tyr

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 7

Gln Val Gln

1

Thr

Leu

Ser Ala

Trp

Val
65

Leu

Ser

Ser

Ala

35

Gly

Val

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Lys

Ala

85

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Gln

Thr

Ser

Ile

Ser

ES 2722 824 T3

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Gln

Cys

Trp

Tyr

Arg
70

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Ser

Ala

Ile

Tyr

55

Ile

Val

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Gly

Ile

Arg

40

Arg

Thr

Gly

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Pro

Ser

25

Gln

Ser

Ile

27

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Gly

10

Gly

Ser

Lys

Asn

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Leu

Asp

Pro

Trp

Pro
75

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Val

Ser

Ser

Tyr

60

Asp

Cys

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Lys

Val

Arg

45

Asn

Thr

Gln

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Pro

Ser

30

Gly

Arg

Ser

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Ser

15

Ser

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Gln

Asp

Glu

Ala

Asn
80



Gln Phe

Tyr Tyr

Trp Gly

Pro Ser
130

Thr Ala
145

Thr Val

Pro Ala

Thr Val

Asp His
210

Cys
225

<210> 8
<211> 212
<212> PRT

Ser

Cys

Gln

115

Val

Ala

Ser

Val

Pro

195

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 8

Ser Tyr
1

Glu

Thr Ala Arg

His Trp

Tyr
35

Tyr Asp Val

50

Leu

Ala

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Gln

85

Arg

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Thr

Thr

Gln

Arg

ES 2722 824 T3

Leu

Trp

Leu

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Asn

Asn

Gln

Cys

Lys

Pro

Asn

His

Val

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr
215

Pro

Ser

Pro

Ser
55

Ser

Ser

Thr

120

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Val

Asp

105

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

185

Thr

Val

Ser

Asp

25

Gln

Ile

28

Thr

90

Lys

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Val

10

Asn

Ala

Pro

Pro

His

Ser

Arg

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Ser

Leu

Pro

Glu

Glu

Trp

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Thr
220

Val

Pro

Val

Arg
60

Asp

Gly

Ser

125

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

205

Val

Ser

Lys

Val

45

Phe

Thr

Phe

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Pro

Tyr

30

Val

Ser

Ala

95

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

175

Val

Asn

Arg

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Val

Asp

Gly

Ser

Val

160

Phe

Val

Val

Lys

Gln

Ala

Phe

Ser



Asn

65

Asp

Phe

Pro

Lys

Thr

145

Thr

Tyr

Cys

Thr

<210>9

<211> 219
<212> PRT

Ser

Glu

Gly

Ser

Ala

130

Val

Thr

Leu

Gln

Glu
210

Gly

Ala

Gly

Val

115

Thr

Ala

Thr

Ser

Val

195

Cys

<213> Homo sapiens

<400> 9

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Gly Met Asp

35

Ser Ser Ile

50

Asn

Asp

Gly

100

Thr

Leu

Trp

Pro

Leu

180

Thr

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Thr

Tyr

85

Thr

Leu

Val

Lys

Ser

165

Thr

His

Val

Ser

Val

Gly

ES 2722 824 T3

Ala

70

Tyr

Lys

Phe

Cys

Ala

150

Lys

Pro

Glu

Glu

Cys

Arg

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu

135

Asp

Gln

Glu

Gly

Ser

Ala

Gln

Arg
55

Leu

Gln

Thr

Pro

120

Ile

Ser

Ser

Gln

Ser
200

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ala

Val

105

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

185

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

29

Ile

Trp

90

Leu

Ser

Asp

Pro

Asn

170

Lys

Val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Ser

75

Trp

Gly

Glu

Phe

Val

155

Lys

Ser

Glu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Gly

Ser

Gln

Glu

Tyr

140

Lys

Tyr

His

Lys

Val

Thr

Gly

Tyr
60

Thr

Ser

Pro

Leu

125

Pro

Ala

Ala

Arg

Thr
205

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Gln

Thr

Lys

110

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

190

Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ala

Pro

95

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

175

Tyr

Ala

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Met

80

Val

Ala

Asn

Val

Glu

160

Ser

Ser

Pro

Gly

Tyr

Val

Val



Lys

65

Leu

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Phe

Thr

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys
210

Arg

Met

Leu

Val

115

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Phe

Asn

Tyr

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Thr

Ser

85

Arg

Ser

Arg

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

ES 2722 824 T3

Ile

70

Leu

Tyr

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Thr

Ser

Arg

Trp

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Thr

val
215

Arg

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

30

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

185

Asn

Arg

Asn

Asp

90

Tyr

Gly

Ser

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Ser

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Cys

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Asn

Val

Gln

Val

125
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Trp
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Leu
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Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Tyr

80

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Asn

Asn
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal aislado que se une a un epitopo del inhibidor de la ruta del factor tisular humano (SEQ
ID NO: 1),

en el que dicho epitopo comprende uno o mas restos del dominio 1 de Kunitz, seleccionado del grupo que consiste en
Asp31, Asp32, Gly33, Pro34, Cys35, Lys36, Cys59, Glu60 y Asn62, y en el que dicho epitopo comprende uno o mas
restos del dominio 2 de Kunitz, seleccionado del grupo que consiste en Glu100, Glu101, Pro103, Gly104, lle105,
Cys106, Arg107, Gly106, Tyr109, Phe114, Asn116, Glu123, Arg124, Lys126, Tyr127 y Gly128

y en el que el anticuerpo monoclonal aislado comprende una cadena ligera variable (V) de SEQ ID NO: 4 y una
cadena pesada variable (V) de SEQ ID NO: 5.

2. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo monoclonal de
la reivindicacion 1 y un transportador farmacéuticamente aceptable.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5

KD1 KD2
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Figura 6

Impedimento estérico

de KD1 y tripsi
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Impedimento estérico
de Fab B y tripsina
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Figura 7

A

Cadena ligera:
* % *
Fab B: 1  DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNLRNYYAHWYQOKPGOAPVVVIYYDNNRPSGIPER 60
ELTQPPSVSV+PGOTARI+CSGDNL | YYAHWYQOKPGQAPVVVIHYD NRPSGIPER
Fab D: 1 SYELTQPPSVSVSPGQTARITCSGDNLPKY YAHWYQQKPGQAPVVVIEYDVNRPSGIPER 60

* %

Fab B: 61 FSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQSWDDGVPVFGGGTKLTVLGOPKAARPSVTLFPP 120
FSGSNSGNTATLTISGTQA DEADYYCQ+W © @ PVFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPP
Fab D: 61 FSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCQAWWSSTPVFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPP 120

Fab B: 121 SSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKGDSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSL 180
SSEELOANKATLVCLISDFYPGAVTVAWK DSSPVKAGVETTTPSKQOSNNKYAASSYLSL
Fab D: 121 SSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSL 180

Fab B: 181 TPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS 212
TPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS
Fab D: 181 TPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS 212

Cadena pesada:
* *
Fab B: 1 QVELVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSYGCMSWVROAPGKGLEWVSSTIRGSSSSTYY 60
+V+LVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTF. SYGM WVRQAPGKGLEWVSSIRGS STYY
Fab D: 1 EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMDWVROAPGKGLEWVSSIRGSRGSTYY €0

Fab B: 61 ADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARLYRYWFDYWGQGTLVTVSSAST 120
ADSVEGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARLYRYWEFDYWNGQGTLVTVSSAST
Fab D: 61 ADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARLYRYWEDYWGQGTLVTVSSAST 120

Fab B: 121 KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY 180
KGPSVFPLAP S+STS TAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
Fab D: 121 KGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVEDYFPEPVTIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY 180

Fab B: 181 SLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKEVEPKSC 220
SLSSVVTVPSS+ GTQTY CNV+HEPSNTKVDK VE K C
Fab D: 181 SLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCC 220
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Figura 7

B
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