ES 2757930 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 757 930
Eint. a1

A61K 38/36 (2006.01)
CO7K 14/16 (2006.01)
CO7K 14/745 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 02.03.2012  PCT/EP2012/053619
Fecha y numero de publicacién internacional: 07.09.2012 WO012117091

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  02.03.2012 E 12707095 (1)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 23.10.2019  EP 2680875

Tl'tulo: Direccionamiento de factores de coagulaciéon al TLT-1 en plaquetas activadas

Prioridad: @ Titular/es:
02.03.2011 EP 11156682 NOVO NORDISK HEALTH CARE AG (100.0%)
04.03.2011 US 201161449254 P Thurgauerstrasse 36/38
8050 Zzirich, CH
Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: .
30.04.2020 HILDEN, IDA;

PESCHKE, BERND;
BREINHOLT, JENS y
KOFOD-HANSEN, MIKAEL

Agente/Representante:
PONS ARINO, Angel

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757930 T3

DESCRIPCION
Direccionamiento de factores de coagulacién al TLT-1 en plaquetas activadas
Campo de la invencion

En la presente descripcion se describen proteinas procoagulantes, polinucleétidos que codifican proteinas de fusion
procoagulantes, células que expresan proteinas de fusion procoagulantes, un proceso para preparar proteinas
procoagulantes y usos de dichas proteinas procoagulantes.

Antecedentes de la invencion

Las plaquetas normales en reposo fluyen libremente a lo largo de la circulaciéon sanguinea cuando el endotelio esta
intacto. Cuando la barrera endotelial de una sola capa se dafia, las plaquetas en reposo se adhieren a las estructuras
subendoteliales por medio de receptores de glicoproteina (GP). Por ejemplo, GPlalla y GP-VI se unen al colageno;
GPIclla se une a la fibronectina; GPIclla se une a la laminina y GPIb-V-IX se une a polimeros del Factor von Willebrand
(VWF). La adhesién a los componentes del tejido extravascular expuesto después de una lesién en los vasos, junto
con la influencia de factores producidos localmente en el sitio de la lesion, por ejemplo, la serina proteasa trombina,
conduce a la activacién de las plaquetas. En el proceso complejo de activacion, las plaguetas cambian de forma y
exponen determinados fosfolipidos en su superficie. Ademas, los receptores ya presentes en la superficie de la
plaqueta en estado de reposo se activan después de la activacién de las plaquetas. Adicionalmente, la activacion
plaquetaria conduce a la liberaciéon y exposicion en la superficie de moléculas que en el estado de reposo se
almacenan intracelularmente en granulos alfa y granulos densos y por lo tanto no se presentan en la superficie de
plaquetas en el estado de reposo. El GPIlIbllla es un ejemplo de un receptor plaquetario presente en la superficie de
plaquetas tanto en reposo como activadas. El GPIIbllla existe en plaquetas en reposo en una conformacion cerrada e
inactiva y durante la activacion plaquetaria asume una conformacién abierta y activa capaz de unir sus ligandos, lo
que incluye fibrindgeno vy fibrina. Un ejemplo de un receptor almacenado intracelularmente en los granulos alfa en
plaquetas en reposo, pero liberado y expuesto en la superficie de la plaqueta activada, es el transcripto 1 similar a
TREM (TLT-1) (Washington y otros, Blood, 104, 1042—1047 (2004), Gattis y otros, Journal of Biological Chemistry,
281, 13396-13403 (2006)) al cual se refiere la presente solicitud.

La cascada de la coagulacion sanguinea se inicia cuando las células que portan el factor tisular (TF) en el subendotelio
se exponen a componentes que circulan en la sangre. La exposicion del TF al factor de coagulaciéon circulante Vila
(FVlla) desencadena la formacion de pequefas cantidades de trombina, que sirve como una sefial procoagulante que
conduce al reclutamiento y activacion posterior de las plaquetas adheridas al sitio de la lesion. La coagulacion se
propaga y se amplifica posteriormente en la superficie de las plaquetas activadas, lo que conduce eventualmente a
una explosion de la generacién de trombina, que a su vez conduce a la activacién y polimerizacion del fibrinégeno a
fibras de fibrina, la reticulacion y la estabilizacién del coagulo hemostético. Una caracteristica atribuida a varios de los
componentes de la cascada de coagulacion es su capacidad para asociarse especificamente con la membrana
fosfolipidica de las plaquetas activadas. Con este fin, el FVlla, asi como también, por ejemplo, los factores de
coagulaciéon IX y X (FIX y FX, respectivamente) y sus formas activadas correspondientes (FVlla, FIXa y FXa,
respectivamente), poseen una region rica en acido y-carboxiglutamico (dominio Gla) que les permite dirigirse y unirse
a la superficie de plaquetas activadas. El factor de coagulacién VIl (FVIII) se asocia con plaquetas activadas mediante
la union a través de su cadena ligera. El mecanismo de uniéon del factor de coagulacion Xl (FXI) a las plaquetas es
mas controvertido, pero evidencia creciente sugiere que las plaquetas afectan al FXl y al FXla y que la unién del FXI
a las plaquetas requiere residuos en el dominio FXI A3 (Emsley y otros, 2010, Blood, Vol. 115, p. 2569).

La union a la membrana aumenta fuertemente la actividad de los factores de coagulacién tales como FVlla. Sin
embargo, sus interacciones con las membranas plaquetarias son de afinidad variable. Por ejemplo, la constante de
unién (Kp) para el FVlla a la superficie de las plaquetas esta en el intervalo micromolar bajo. La mejora de la unién a
las plaquetas y la localizaciéon de los factores de coagulacién en la superficie de las plaquetas activadas puede
aumentar su actividad. Por lo tanto, es conveniente un medio para hacerlo.

En sujetos con una coagulopatia, tales como seres humanos con hemofilia A, B o C, diversas etapas de la cascada
de coagulacioén se tornan disfuncionales debido a, por ejemplo, la ausencia o presencia insuficiente de un factor de
coagulacioén funcional. Dicha disfuncion de una parte de la coagulacion resulta en una coagulacion insuficiente de la
sangre, lo que conduce a sangrados espontaneos, por ejemplo, en articulaciones y potencialmente un sangrado
peligroso para la vida.

Un objeto de la presente invencidn es proporcionar un compuesto que sea adecuado para su uso como un farmaco
procoagulante en dichos sujetos. Un segundo objeto de la presente invencion es proporcionar moléculas
procoagulantes que tengan mayor actividad, en comparacion con los factores de coagulacion a partir de los que se
derivan. Un tercer objeto de la presente invencion es proporcionar moléculas que regulen positivamente la coagulacion
sanguinea en un microambiente adecuado fisiol6gicamente. Un cuarto objeto de la presente invencion es proporcionar
moléculas procoagulantes que tengan vidas medias mas largas que el factor de coagulacion del que se derivan. Un
quinto objeto de la presente invencién es proporcionar moléculas procoagulantes que no den lugar a una caida en el
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conteo de plaquetas. Un objeto adicional de la presente invencién es dirigir un factor de coagulacion a la superficie de
plaquetas activadas. Un objeto particular de la invencién es aumentar la generacion de FIXa y/o FXa en la superficie
de la plaqueta activada. Por lo tanto, el objeto es permitir la iniciacion de la coagulacion de la sangre en la superficie
de plaquetas activadas que se localizan intravascular o extravascularmente.

El documento WO06/096828 describe proteinas quiméricas que comprenden el factor tisular soluble (sTF) y un
dominio de union a fosfatidil serina (PS), tal como Anexina V. La PS se expone en la superficie de células activadas,
tales como monocitos, células endoteliales y células que experimentan apoptosis, asi como también en plaquetas
activadas y en reposo. Las proteinas quiméricas son tanto procoagulantes como anticoagulantes; esto ultimo debido
al hecho de que, en dosis mas altas, los constructos compiten con factores de coagulacion en la unién al PS en las
plaquetas activadas. Por lo tanto, las proteinas quiméricas del documento WO06/096828 tienen un conjunto diferente
de propiedades que las proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcion.

El documento US 2008/0131423 describe anticuerpos para TLT-1 monocatenarios, o fragmentos funcionales o
variantes de estos, para modular la actividad plaquetaria en un sujeto. El contexto presentado es una enfermedad o
trastorno asociado con la agregacion plaquetaria, tal como enfermedades cardiovasculares, enfermedades
inflamatorias, cancer y sepsis; particularmente trombosis, ataque cardiaco, aterosclerosis y accidente cerebrovascular.
Los Fv sc anti-TLT-1 que se describen especificamente son capaces de inhibir la agregacion plaquetaria mediada por
trombina. Por lo tanto, los anticuerpos para TLT-1 de cadena simple descritos en el documento US 2008/0131423
tienen un conjunto de propiedades diferente que los anticuerpos, y fragmentos de estos, comprendidos en las
proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcion.

Breve descripcion de la invencion

Las proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcion se dirigen especificamente a plaquetas activadas,
presentes en los sitios de lesion. Las proteinas descritas se basan en la identificacién de receptores particulares y
epitopos componentes que aparecen en las membranas plaquetarias cuando las plaquetas ya no estan en reposo
sino activas o en el proceso de activarse. Se describe por lo tanto, ademas, un método para aumentar la coagulacion
en la superficie de plaquetas activadas.

Las proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcion comprenden (i) al menos un factor de coagulacion,
unido covalentemente a (ii) un anticuerpo o un fragmento de este que es capaz de unirse a (iii) un receptor, y/o un
fragmento o variante de este, que se expone en la superficie de plaquetas activadas y se expone en un menor grado
(y en algunos ensayos no se expone de manera detectable) en la superficie de plaquetas en reposo. El TLT-1 es un
ejemplo de dicho receptor y las proteinas procoagulantes pueden, por ejemplo, unirse, al TLT-1 (16-162), TLT-1 (20-
125) o TLT-1 (126-162). El factor de coagulacion puede ser una serina proteasa en forma de zimégeno, por ejemplo,
FVII, FIX o FX o la forma activada correspondiente FVlla, FIXa y FXa, o un derivado de una serina proteasa; FV o un
derivado de este, FVIII o un derivado de este o FXI o un derivado de este. El factor de coagulacion y el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo se unen opcionalmente por medio de un enlazador. Las proteinas procoagulantes descritas
en la presente descripcion pueden ser proteinas de fusién o conjugados quimicos. Por lo tanto, la invencion se refiere,
ademas, a su fabricacién. Un proceso para preparar una composicion que comprende al menos una proteina
procoagulante descrita en la presente descripcidon implica conjugar quimicamente (i), un anticuerpo para TLT-1 o un
fragmento de este, con un grupo reactivo (RS1) de un enlazador y hacer reaccionar (ii), el factor de coagulacién, con
otro grupo reactivo (RS2) de dicho enlazador.

En este caso, dicho enlazador puede ser un polimero, tal como polietilenglicol (PEG).

Ademas, se proporciona: una secuencia de nucledtidos aislada que codifica una cualquiera de las proteinas
procoagulantes descritas en la presente descripcion; un vector que comprende una secuencia de nucledtidos aislada
que, a su vez, codifica una cualquiera de las proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcidn; una célula
aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una cualquiera de las proteinas procoagulantes
descritas en la presente descripcidon. Dicha secuencia de nucleétidos puede expresarse, a su vez, mediante un vector
intracelular. Dicha célula aislada puede ser una célula eucariota, tal como una célula de mamifero, tal como una célula
BHK o una CHO o una HEK.

De manera similar, se describe una proteina procoagulante para su uso como un medicamento y para el tratamiento
de una coagulopatia. En una modalidad, una cantidad eficaz terapéuticamente de dicha proteina se administra por via
parenteral, tal como administrada por via intravenosa o subcutanea, a un individuo que lo necesita. Dicho individuo
que lo necesita puede tener cualquier coagulopatia congénita, adquirida y/o iatrogénica.

Descripcion de los dibujos
Figura 1:Secuencias de aminoacidos y nucleétidos del TLT-1 humano. En la Figura 1, se muestran las secuencias de

aminoacidos y nucleétidos que representan el hTLT-1. Aqui, la secuencia de nucleétidos en la posicion 1-45 codifica
el péptido sefial predicho, la secuencia de nucledétidos en la posicién 46-486 codifica el dominio extracelular del hTLT-
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1, la secuencia de nucleétidos en la posicion 487-555 codifica la regidon transmembrana y la secuencia de nucleétidos
en la posicién 556-933 codifica el dominio intracelular del hTLT-1.

Figura 2:Secuencias de aminoacidos y nucleétidos que representan el dominio extracelular del TLT-1 humano que
contiene una etiqueta His-6 C-terminal. En la Figura 2, se muestran las secuencias de aminoacidos y nucleétidos que
representan el dominio extracelular del hTLT-1 con una etiqueta His C-terminal. Aqui, la secuencia subrayada (7-15)
indica las posiciones de una secuencia kozak, la secuencia de nucledtidos en la posicién 16-60 codifica el péptido
sefial predicho, la secuencia de nucleétidos en la posicion 61-501 codifica el dominio extracelular del hTLT-1 y la
secuencia de nucledtidos en la posicién 502-519 codifica la etiqueta 6xHis (en negritas). Ademas, se muestran los
sitios de enzima de restriccion Hindlll (secuencia de nucleoétidos en la posicién 1-6) y EcoRI (secuencia de nucleétidos
en la posicién 523-528) y el codén de parada se marca con un asterisco (520-522).

Figura 3A-D:El dominio variable de 0012LC y 0012HC, lo que incluye la numeracion de Kabat:3A) El dominio variable
de 0012LC; 3B) EI dominio variable de 0012LC — numeracién de Kabat; 3C) El dominio variable de 0012HC; 3D) El
dominio variable de 0012HC — numeracion de Kabat.En la Figura 3A, la secuencia de nucleétidos en la posicion 1-57
codifica la secuencia del péptido sefal LC; las secuencias de nucleétidos en la posicion 58-396 codifican el dominio
variable de 0012LC. En la Figura 3B, las secuencias en negritas y gris representan las posiciones de las CDR de
0012LC de acuerdo con la numeracion de Kabat. En la Figura 3C, la secuencia de nucleétidos en la posicion 1-54
codifica el péptido sefal 0012HC, la secuencia de nucledtidos en la posicion 55-396 codifica el dominio variable de
0012HC. En la Figura 3D, las secuencias en negritas y gris representan las posiciones de las CDR de 0012HC de
acuerdo con la numeracion de Kabat.

Figura 4:El dominio variable de 0012LC junto con la regién constante de la LC kappa humana, y una etiqueta HPC4
(codificada por pTT-0012LC.HPC4). En la Figura 4, las secuencias de nucleétidos en la posicion 1-57 codifican el
péptido sefial LC, la secuencia de nucledtidos 58-396 codifica el dominio variable de 0012LC, la secuencia de
nucleostidos 397-714 codifica la region constante de la 0012LC kappa humana, y la secuencia de nucleétidos 715-750
codifica una etiqueta HPCA4.

Figura 5:El dominio variable de 0012HC junto con la regién constante de la IgG4 humana (pTT-0012HC). En la Figura
5, la secuencia de nucledtidos 1-54 codifica el péptido sefial HC, la secuencia de nucleétidos 55-396 codifica el dominio
variable de 0012HC y la secuencia de nucledtidos 397-1377 codifica la regidon constante de la IgG4 humana (en
negritas).

Figura 6:Cobertura de secuencias de péptidos del TLT-1 analizados por HX en presencia y ausencia del mAb0023. La
secuencia primaria del hTLT-1 se muestra por encima de los péptidos analizados por HX (se muestra como barras
horizontales). Los péptidos que muestran patrones de intercambio similares tanto en presencia como en ausencia de
0023 se muestran en blanco, mientras que los péptidos que muestran una incorporacién reducida de deuterio tras la
unién de 0023 son de color negro.

Figura 7:Cobertura de secuencias de péptidos del TLT-1 analizados por HX en presencia y ausencia del mAb0051. La
secuencia primaria del hTLT-1 se muestra por encima de los péptidos analizados por HX (se muestra como barras
horizontales). Los péptidos que muestran patrones de intercambio similares tanto en presencia como en ausencia de
0051 se muestran en blanco, mientras que los péptidos que muestran una incorporacion reducida de deuterio tras la
union de 0051 son de color negro.

Figura 8:Cobertura de secuencias de péptidos del TLT-1 analizados por HX en presencia y ausencia del mAb0062. La
secuencia primaria del hTLT-1 se muestra por encima de los péptidos analizados por HX (se muestra como barras
horizontales). Los péptidos que muestran patrones de intercambio similares tanto en presencia como en ausencia de
0062 se muestran en blanco, mientras que los péptidos que muestran una incorporacion reducida de deuterio tras la
union de 0062 son de color negro.

Figura 9:Cobertura de secuencias de péptidos del TLT-1 analizados por HX en presencia y ausencia del mAb0061
(mAb0012). La secuencia primaria del hTLT-1 se muestra por encima de los péptidos analizados por HX (se muestra
como barras horizontales). Los péptidos que muestran patrones de intercambio similares tanto en presencia como en
ausencia de 0061 se muestran en blanco, mientras que los péptidos que muestran una incorporacion reducida de
deuterio tras la unidon de 0061 son de color negro.

Figura 10:Cobertura de secuencia de péptidos de la regiéon 126-162 del TLT-1 analizados por HX.La secuencia
primaria del hTLT-1 se muestra por encima de los péptidos analizados por HX (se muestra como barras horizontales).
Todos los péptidos mostraron una incorporacion reducida de deuterio tras la unién de mAb0061 (mAb0012).

Figura 11A:Efecto del FVlla-Fab1029 sobre la formaciéon de un coagulo de fibrina inducida por TF en sangre total
humana (HWB) a partir de un donante normal medido por tromboelastografia (TEG). La formacion del coagulo en
HWB recalcificada (curva HWB) se induce mediante TF 0,03 pM (Innovin®). La curva “Hemofilia” muestra la formacion
de coagulos retrasada e inadecuada cuando la HWB se suplementa con anticuerpo anti-FVIIl 10 ug/ml. Otras curvas
muestran las curvas obtenidas cuando la condicion similar a la hemofilia inducida por el anticuerpo contra el FVIII se
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revierte mediante diversas concentraciones (0; 0,25; 0,5; 1,0 nM) de ya sea FVlla-Fab1029 o rFVlla, como se indica.
La actividad de puenteo de FVIII de FVlla-Fab1029 se muestra mas potente que la de rFVlla.

Figura 11B:Efecto del FVlla-Fab1029 sobre la formaciéon de un coagulo de fibrina inducida por TF en sangre total
humana (HWB) a partir de un donante normal medido por tromboelastografia (TEG). Tiempo R determinado a partir
de los trazos de TEG del experimento mostrado en la Figura 11A.

La sangre total humana estabilizada con citrato (HWB) se extrae a partir de donantes normales. Las condiciones
similares a hemofilia se obtienen mediante la incubacién de HWB con anticuerpo anti-FVIII 10 ug/ml (anti-Factor VIII
humano de oveja; Hematologic Technologies Inc) durante 30 min a temperatura ambiente. La formacién de coagulos
se mide mediante tromboelastografia (analizador TEG serie 5000, Haemoscope Corporation, Niles, IL, EE.UU.). Se
afaden diversas concentraciones (0; 0,25; 0,5; 1,0 nM) del FVIla-Fab1029 o rFVlla a la HWB con citrato similar a
hemofilia. La coagulacion se inicia cuando se transfieren 340 yl de HWB normal o similar a hemofilia a un recipiente
del tromboelastografo que contiene 20 pl de CaCl2 0,2 M con TF lipidado 0,03 pM (Innovin®, Dade Behring Gmbh
(Marburg, Alemania). El trazo de TEG se sigue continuamente por hasta 120 min. Se registran las variables de TEG
siguientes: Tiempo R (tiempo de coagulacion, es decir, el tiempo desde el inicio de la coagulacion hasta que se obtuvo
una amplitud de 2 mm), angulo a (desarrollo de coagulos medido como el angulo entre el valor de R y el punto de
inflexion del trazo de TEG), K (velocidad de la cinética del coagulo para alcanzar un cierto nivel de resistencia del
coagulo, amplitud = 20 mm), y MA (amplitud maxima del trazo de TEG que refleja la resistencia mecanica maxima del
coagulo).

Figura 12:Efecto del FIX-Fab0135 en la formacién de un coagulo de fibrina inducida por TF en sangre total humana
(HWB) a partir de un donante normal medido mediante tromboelastografia (TEG). La formacion del coagulo en HWB
recalcificada (curva HWB) se induce mediante TF 0,03 pM (Innovin®). La curva “Hemofilia” muestra la formacion de
coagulos retrasada e inadecuada cuando la HWB se suplementa con anticuerpo anti-FVIII 10 ug/ml. Otras curvas
muestran los trazos de TEG obtenidos cuando la condicién similar a hemofilia A inducida por el anticuerpo FVIII se
revierte mediante diversas concentraciones (0,1; 0,2; 1,0; 5,0; 10 nM) del FIX-Fab0135. Las curvas de TEG obtenidas
cuando la proteina de fusién FIX se reemplaza por rFVIla 1 nM o rFIX 10 nM se muestran para la comparacion.

Figura 13: El FIX-Fab0135 dirigido a las vesiculas fosfolipidicas enriquecidas con TLT-1 promueve notablemente la
activacion de FX inducida por FVlla en ausencia del FVIIl. Diversas concentraciones (0,05 — 100 nM) de rFVlla se
incuban durante 15 min en tampén Hepes (0) o en tampdn Hepes que contiene FIX 10 nM (o); FIXa 10 nM (m) o FIX-
Fab0135 10 nM (A). A continuacién, esto se mezcla y se incuba durante 3 min con FX 100 nM y vesiculas fosfolipidicas
enriquecidas con TLT-1 a una dilucion de 1:4000 en ausencia o en presencia de FVIIl 5 nM, como se indica. La
reaccion se detiene con EDTA, y la generacién del FXa se mide en un ensayo cromogénico.

Figura 14:Expresion del TLT-1 en plaquetas humanas. La figura muestra la cantidad de TLT-1 en plaquetas en sangre
total dividida en ventanas de andlisis en dispersion frontal y lateral en el analisis de citometria de flujo. La fluorescencia
media dentro de la ventana de andlisis de plaquetas se usd para calcular la cantidad de TLT-1 mediante el uso de una
curva estandar obtenida a partir de perlas con un nimero definido de sitios de unién para el anticuerpo de deteccion.
Las plaquetas se activaron con el péptido activador del receptor activado por proteasas-1 SFLLRN (0,3-30 uM). Para
asegurar la expresion maxima del TLT-1 se usé una combinaciéon de SFLLRN (30 uM) y Convulxina (Cvixn) (100
ng/ml) como control. La expresion del TLT-1 se midi6 mediante dos anticuerpos anti-TLT-1 diferentes, mAb0136;
grafico de barras izquierdo y mAb0123; grafico de barras derecho. Los datos se presentan como mediatsem con el
numero de donantes de sangre que varia de 2 a 4 en los diferentes grupos.

Figura 15: Tiempo de sangrado reducido en dependencia de la dosis de FVIla-Fab9015 (izquierda) y pérdida de sangre
(derecha) en ratones KOKI TLT-1 con hemofilia inducida por anticuerpo en comparacion con ratones hemofilicos que
recibieron vehiculo. Una dosis de FVlla-Fab9015 20 nmol/kg fue significativamente mas eficaz en comparacion con
20 nmol/kg de rFVlla.

Figura 16: Conteo de plaquetas en ratones KOKI TLT-1 hemofilicos transitorios dosificados con FVIla-Fab9015 (20 o
4 nmol/kg), rFVIla (20 nmol/kg) o vehiculo. Los ratones se dosificaron a los -5 min, se observé el sangrado de 0 a 30
min, y se observo el conteo de plaquetas durante 120 min después de la induccion del sangrado.

Figura 17A: El gréafico de barras muestra la cantidad maxima de trombina generada por 25 nM de rFVlla (barra sin
rellenar) o FVlla-Fab9015 (barra rellena). La generacion de trombina se midié en condiciones de hemofilia A inducida
(anticuerpos policlonales anti-FVIII humano de oveja) con una concentracion de plaquetas establecida de 150 000
plt/ul. La reaccidn se inicié con la activacion de plaguetas mediante la adicion del péptido activador del PAR-1 SFLLRN
(30 um) y el agonista del GPIV Convulxina (100 ng/ml).

Figura 17B: El grafico de barras muestra la cantidad méaxima de trombina generada por 5 nM de rFVIlla (barra sin
rellenar) o FVlla-Fab9015 (barra rellena). La generacién de trombina se midié en condiciones de hemofilia A con una
concentracion de plaquetas establecida de 150 000 plt/ul. La reaccidn se inicid con la activacion de plaguetas mediante
la adicion del péptido activador del PAR-1 SFLLRN (30 uM) y el agonista del GPIV Convulxina (100 ng/ml).
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Figura 18: La figura muestra que el efecto del FVlla-Fab9015 dependio de la activacion de plaquetas. Se ahadié FVlla-
Fab9015 25 nM a plasma humano rico en plaquetas (150 000 plt/ul) hecho similar a hemofilia A mediante la adicion
de anticuerpos anti-FVIIl humano de oveja. Las muestras con plaquetas no activadas muestran una deficiente
generacioén de trombina (linea punteada), el péptido activador del PAR-1 SFLLRN (10 pM) proporciona algun aumento
en la generacién de trombina (linea discontinua) y las plaquetas activadas tanto con SFLLRN (30 pM) como con el
agonista del GPVI Convulxina (100 ng/ml) proporcionan la mayor generacion de trombina (linea solida).

Figura 19: La figura muestra que el aumento en la generaciéon de trombina con FVlla-Fab9015 en comparacién con
rFVlla fue dependiente del TLT-1. Los trazos originales muestran la generaciéon de trombina en plasma humano rico
en plaquetas (150 000 plt/ul) hecho similar a hemofilia A mediante la adicion de anticuerpos policlonales anti-FVIlII
humano de oveja. La generacion de trombina se inicié mediante la adicion del péptido activador del PAR-1 SFLLRN
(30 uM) y el agonista del GPVI Convulxina (100 ng/ml). Como se muestra por los trazos, el FVlla-Fab9015 (5 nM)
(linea solida) proporciona un pico de trombina significativamente mayor que el rFVila (5 nM) (linea punteada). Al
incubar previamente las muestras con TLT-1 soluble (100 nM) la capacidad generadora de trombina del FVlla-Fab9015
se redujo significativamente (linea discontinua). Esto confirma que el efecto del 9015 depende de la unién al TLT-1 en
la plagueta activada.

Figura 20: La figura muestra que el aumento en la generacion de trombina con FIX-Fab0155 en comparacion con rFIX
fue dependiente del TLT-1. Los trazos originales muestran la generacion de trombina en plasma deficiente en FIX que
contiene plaquetas humanas (150 000 plt/ul). La generacién de trombina se inici6 mediante la adicion del péptido
activador del PAR-1 SFLLRN (30 uM) y el agonista del GPVI Convulxina (100 ng/ml). Como se muestra por los trazos,
el FIX-Fab0155 1 nM (linea sélida) proporciona un pico de trombina significativamente mayor que el rFIX (linea gris).
La preincubacion del TLT-1 soluble (100 nM) redujo significativamente la capacidad generadora de trombina del FIX-
Fab0155 (linea discontinua) lo que confirma la dependencia del TLT-1.

Figura 21: Autoactivaciéon de la proteina de fusién FVII-Fab5001 en presencia del Factor Tisular soluble (sTF). La
actividad proteolitica se midi6 en presencia de fosfolipidos (PC:PS) y sTF. Los resultados son los promedios de dos
mediciones independientes y se dan en valores de keat/Km relativos en comparacion con wtFVlla.

Figura 22A:Ninguno de los anticuerpos para TLT-1 (mAb0023, mAb0051, mAb0061, mAb0062) afectan la agregacion
plaquetaria. La figura muestra trazos originales de mediciones de transmisién de la luz en plasma rico en plaquetas
donde las plaquetas se han activado con SFLLRN (1 uM). Las muestras se incubaron previamente con anticuerpo
anti-TLT-1 o anticuerpo control irrelevante (10 nM) 3 min antes de la activacién de plaquetas.

Figura 22B:Ninguno de los anticuerpos para TLT-1 (mAb0023, mAb0051, mAb0061, mAb0062) afecta la agregacion
plaquetaria. La figura muestra trazos originales de mediciones de transmision de la luz en plasma rico en plaquetas
en el que las plaquetas se han activado con SFLLRN (10 pM). Las muestras se han incubado previamente con
anticuerpo anti-TLT-1 o anticuerpo control irrelevante (10 nM) 3 min antes de la activacion de plaquetas

Figura 23:Efecto del FIX-mAb0145 sobre la formacion de coagulos de fibrina inducida por TF en sangre total humana
(HWB) a partir de un donante normal medida por tromboelastografia (TEG). Se muestran el tiempo R obtenido a partir
de los trazos del TEG con HWB normal y sangre con “hemofilia” suplementada con diversas concentraciones de FIX-
mAb0145 o rFIX.

Figura 24: El grafico de barras muestra la cantidad maxima de trombina generada por 25 nM de FVlla-Fab9015, FVlla-
Fab1029 y FVlla-Fab1001. Los tres constructos mostraron aumento de potencia en comparacién con rFVlila (25 nM).
La generacion de trombina se midio en condiciones de hemofilia A inducida (anticuerpos policlonales anti-FVIII humano
de oveja) con una concentracién de plaquetas establecida de 150 000 plt/ul. La reaccion se inici6 con la activacion de
plaquetas mediante la adicion del péptido activador del PAR-1 SFLLRN (30 uM) y el agonista del GPIV Convulxina
(100 ng/ml). Las barras muestran la mediazSD de la generacién de trombina maxima (n=2-5).

Figura 25: La figura muestra el aumento en potencia del FVIla-Fab5001 en comparacion con el rFVlla de tipo silvestre.
Los trazos originales muestran la generacion de trombina en plasma deficiente en Factor VIII que contiene plaquetas
humanas lavadas (150 000 plt/pl). En las muestras activadas la generacion de trombina se inicié por la adicién del
péptido activador del PAR-1 SFLLRN (30 uM) y el agonista del GPVI Convulxina (100 ng/ml). Como se muestra por
los trazos, el FVIla-Fab5001 (25 nM) (linea sdlida) proporciona aproximadamente un pico de trombina cuatro veces
mayor que el rFVlla de tipo silvestre (25 nM) (linea punteada). No hubo aumento de la potencia con las plaquetas
inactivadas (linea discontinua).

SECUENCIAS

Las secuencias son las siguientes:

La SEQ ID NO: 1 proporciona la secuencia de nucleétidos del (h)TLT-1 humano.

La SEQ ID NO: 2 proporciona la secuencia de aminoacidos del hTLT-1.
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La SEQ ID NO: 3 proporciona la secuencia de nucleétidos del dominio extracelular del hTLT-1-His6.
La SEQ ID NO: 4 proporciona la secuencia de aminoacidos del dominio extracelular del hTLT-1-His6.

Las SEQ ID NO: 5 a 8 proporcionan las secuencias de aminoacidos de los fragmentos del hTLT-1: hTLT-1.20-125,
hTLT-1.16-162, hTLT-1.126-162 y hTLT-1.129-142.

La SEQ ID NO: 9 proporciona la secuencia de nucleétidos del dominio variable de la LC del mAb0012.

La SEQ ID NO: 10 proporciona la secuencia de aminoacidos del dominio variable de la LC del mAb0012.
La SEQ ID NO: 11 proporciona la secuencia de nucleétidos del dominio variable de la HC del 0012.

La SEQ ID NO: 12 proporciona la secuencia de aminoacidos del dominio variable de la HC del 0012.

La SEQ ID NO: 13 proporciona la secuencia de nucleétidos de la cadena pesada del mAb0012.

La SEQ ID NO: 14 proporciona la secuencia de nucleétidos de la cadena ligera del mAb0012 y el Fab0012.
La SEQ ID NO: 15 proporciona la secuencia de nucleétidos de la cadena pesada del mAb0023.

La SEQ ID NO: 16 proporciona la secuencia de nucleétidos de la cadena ligera del mAb0023 y el Fab0023.
La SEQ ID NO: 17 proporciona la secuencia de nucleétidos de la cadena pesada del mAb0051.

La SEQ ID NO: 18 proporciona la secuencia de nucleétidos de la cadena ligera del mAb0051 y el Fab0051.
La SEQ ID NO: 19 proporciona la secuencia de nucleétidos de la cadena pesada del mAb0052.

La SEQ ID NO: 20 proporciona la secuencia de nucleétidos de la cadena pesada del mAb0062.

La SEQ ID NO: 21 proporciona la secuencia de nucledtidos de la cadena ligera del mAb0052, el Fab0052 y el
mAb0062.

La SEQ ID NO: 22 proporciona la secuencia de nucleétidos de la cadena pesada del mAb0061.
La SEQ ID NO: 23 proporciona la secuencia de nucleétidos de la cadena pesada del mAb0082.

La SEQ ID NO: 24 proporciona la secuencia de nucleétidos de la cadena ligera del mAb0061, el Fab0061, el mAb0082
y el Fab0082.

La SEQ ID NO: 25 proporciona la secuencia de nucleétidos de la VH-CH1 del Fab0012.
La SEQ ID NO: 26 proporciona la secuencia de nucleétidos de la VH-CH1 del Fab0023.
La SEQ ID NO: 27 proporciona la secuencia de nucleétidos de la VH-CH1 del Fab0051.
La SEQ ID NO: 28 proporciona la secuencia de nucledtidos de la VH-CH1 del Fab0052.
La SEQ ID NO: 29 proporciona la secuencia de nucleétidos de la VH-CH1 del Fab0061.
La SEQ ID NO: 30 proporciona la secuencia de nucleétidos de la VH-CH1 del Fab0082.
La SEQ ID NO: 31 proporciona la secuencia de nucleétidos de la bisagra-CH2-CH3 de higG4.

La SEQ ID NO: 32 proporciona la secuencia de aminoacidos del mAb0012, HC (VH de raton-CH1-CH2-CH3 de IgG4
humana).

La SEQ ID NO: 33 proporciona la secuencia de aminoacidos del mAb0012, LC (VL de ratén - CL Kappa humana) y
Fab0012, LC (VL de ratén - CL Kappa humana).

La SEQ ID NO: 34 proporciona la secuencia de aminoacidos del mAb0023, HC (VH de raton-CH1-CH2-CH3 de IgG4
humana).

La SEQ ID NO: 35 proporciona la secuencia de aminoacidos del mAb0023, LC (VL de ratdon - CL Kappa humana) y
Fab0023, LC (VL de raton - CL Kappa humana).
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La SEQ ID NO: 36 proporciona la secuencia de aminoacidos del mAb0051, HC (VH de raton-CH1-CH2-CH3 de IgG4
humana).

La SEQ ID NO: 37 proporciona la secuencia de aminoacidos del mAb0051, LC (VL de ratén - CL Kappa humana) y
Fab0051, LC (VL de ratén - CL Kappa humana).

La SEQ ID NO: 38 proporciona la secuencia de aminoacidos del mAb0052, HC (VH de raton-CH1-CH2-CH3 de IgG4
humana).

La SEQ ID NO: 39 proporciona la secuencia de aminoacidos del mAb0052, LC (VL de ratéon - CL Kappa humana);
Fab0052, LC (VL de ratén - CL Kappa humana); mAb0062, LC (VL de ratén - CL Kappa humana).

La SEQ ID NO: 40 proporciona la secuencia de aminoacidos del mAb0061, HC (VH de raton-CH1-CH2-CH3 de IgG4
humana).

La SEQ ID NO: 41 proporciona la secuencia de aminoacidos del mAb0061, LC (VL de raton - CL Kappa humana);
Fab0061, LC (VL de ratén - CL Kappa humana) y mAb0082, LC (VL de ratdon - CL Kappa humana); Fab0082, LC (VL
de raton - CL Kappa humana).

La SEQ ID NO: 42 proporciona la secuencia de aminoacidos del mAb0062, HC (VH de raton-CH1-CH2-CH3 de 1gG4
humana).

La SEQ ID NO: 43 proporciona la secuencia de aminoacidos del mAb0082, HC (VH de raton-CH1-CH2-CH3 de IgG4
humana).

La SEQ ID NO: 44 proporciona la secuencia de aminoacidos del Fab0012, VH de raton - CH1 de IgG4 humana.
La SEQ ID NO: 45 proporciona la secuencia de aminoacidos del Fab0023, VH de ratdon - CH1 de IgG4 humana.
La SEQ ID NO: 46 proporciona la secuencia de aminoacidos del Fab0051, VH de ratdon - CH1 de IgG4 humana.
La SEQ ID NO: 47 proporciona la secuencia de aminoacidos del Fab0052, VH de raton - CH1 de IgG4 humana.
La SEQ ID NO: 48 proporciona la secuencia de aminoacidos del Fab0082, VH de raton - CH1 de IgG4 humana.

Las SEQ ID NO: 49-58 proporcionan las secuencias de aminoacidos de los enlazadores opcionales L2-L10. Los
enlazadores opcionales se enumeran y se listan en la Tabla 3.

La SEQ ID NO: 59 proporciona la secuencia de aminoacidos de la etiqueta de purificacion HPC4.

Las SEQ ID NO: 60-145 proporcionan las secuencias de acidos nucleicos de los cebadores usados durante el
desarrollo de los constructos de expresion descritos en los ejemplos 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 19,
20, 24, 25.

La SEQ ID NO: 146 proporciona la secuencia de aminoacidos de VH-CH1 del Fab0061.

La SEQ ID NO: 147 proporciona la secuencia de aminoacidos de la bisagra-CH2-CH3 del higG4.

La SEQ ID NO: 148 proporciona la secuencia de aminoacidos de una etiqueta His6.

La SEQ ID NO: 149 proporciona la secuencia de aminoacidos del hTLT-1.18-188.

La SEQ ID NO: 150 proporciona la secuencia de acidos nucleicos del cebador num. 1004.

La SEQ ID NO: 151 proporciona la secuencia de acidos nucleicos del cebador num. 1005.

La SEQ ID NO: 152 proporciona la secuencia de aminoacidos de la HC del Fab0100.

La SEQ ID NO: 153 proporciona la secuencia de aminoacidos de la LC del Fab0100.

La SEQ ID NO: 154 proporciona la secuencia de acidos nucleicos del Factor FV humano de tipo silvestre.

La SEQ ID NO: 155 proporciona la secuencia de aminoacidos del Factor FV humano de tipo silvestre.

La SEQ ID NO: 156 proporciona la secuencia de acidos nucleicos del Factor FVII humano de tipo silvestre.
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La SEQ ID NO: 157 proporciona la secuencia de aminoacidos del Factor FVII humano de tipo silvestre.

La SEQ ID NO: 158 proporciona la secuencia de acidos nucleicos del Factor FVIII humano de tipo silvestre.
La SEQ ID NO: 159 proporciona la secuencia de aminoacidos del Factor FVIII humano de tipo silvestre.

La SEQ ID NO: 160 proporciona la secuencia de acidos nucleicos del Factor FIX humano de tipo silvestre.
La SEQ ID NO: 161 proporciona la secuencia de aminoacidos del Factor FIX humano de tipo silvestre.

La SEQ ID NO: 162 proporciona la secuencia de acidos nucleicos del Factor FX humano de tipo silvestre.
La SEQ ID NO: 163 proporciona la secuencia de aminoacidos del Factor FX humano de tipo silvestre.

La SEQ ID NO: 164 proporciona la secuencia de acidos nucleicos del Factor FXI humano de tipo silvestre.
La SEQ ID NO: 165 proporciona la secuencia de aminoacidos del Factor FXI humano de tipo silvestre.

La SEQ ID NO: 166 proporciona la secuencia de ADN del 0012LC.C36A-HPC4.

La SEQ ID NO: 167 proporciona la secuencia de aminoacidos del 0012LC.C36A-HPC4.

La SEQ ID NO: 168 proporciona la secuencia de ADN del 0012VH-CH1-HPCA4.

La SEQ ID NO: 169 proporciona la secuencia de aminoacidos del 0012VH-CH1-HPC4.

La SEQ ID NO: 170 proporciona la secuencia de ADN del 0012VH.T60N-CH1-YGPPC.

La SEQ ID NO: 171 proporciona el 0012VH.T60N-CH1-YGPPC.

La SEQ ID NO: 172 proporciona la secuencia de ADN del FIX-L4b-0012LC.

La SEQ ID NO: 173 proporciona la secuencia de aminoacidos del FIX-L4b-0012LC.

La SEQ ID NO: 174 proporciona la secuencia de aminoacidos del 0003 Fab-LC: 0062Fab-LC-HPC4.

La SEQ ID NO: 175 proporciona la secuencia de aminoacidos del 0003 Fab-HC: 0062Fab-VH-CH1-YGPPC.

La SEQ ID NO: 176 proporciona la secuencia de aminoacidos del 0197-0000-0074 Fab-HC: 0197-0000-0051Fab-VH-
CH1-YGPPC.

La SEQ ID NO: 177 proporciona la secuencia de aminoacidos del 0074 Fab-LC: 0051Fab-LC-HPC4.

La SEQ ID NO: 178 proporciona la secuencia de aminoacidos del 0004 Fab-HC: 0023Fab-VH-CH1-YGPPC.

La SEQ ID NO: 179 proporciona la secuencia de aminoacidos del 0004Fab-LC: 0023Fab-LC-HPC4.

La SEQ ID NO: 180 proporciona la secuencia de aminoacidos del FVII-L4b-0062VH-CH1-HPC4 humano.

La SEQ ID NO: 181 proporciona la secuencia de aminoacidos del FVII 407C humano.

La SEQ ID NO: 182 proporciona la secuencia de aminoacidos del FIX-L4b-0061LC humano.

Descripcion de la invencion

Las proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcion comprenden al menos un factor de coagulacioén, o
variante funcional de este y un anticuerpo, o un fragmento de este, que es capaz de unirse a un receptor que solo esta
presente (en el sentido ubicuo de la palabra) en una plaqueta que experimenta los cambios morfolégicos y funcionales
asociados con la activacion o en una plaqueta activada. Dichos receptores podrian originarse a partir de los granulos
alfa o granulos densos de las plaquetas en reposo, un ejemplo particular de dicho receptor es el transcripto 1 similar
a TREM (TLT-1).

Las moléculas procoagulantes pueden ser proteinas de fusion. El término “proteina de fusidon”, en la presente
descripcion, se refiere a proteinas que se crean a través de la union en marco de dos o mas secuencias de ADN, que

originalmente codifican proteinas o péptidos separados, o fragmentos de estas. La traduccion de la secuencia de ADN
de la proteina de fusidn resultara en una secuencia de proteinas Unica, que puede tener propiedades funcionales
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derivadas de cada una de las proteinas o péptidos originales. Las secuencias de ADN que codifican proteinas de
fusiéon pueden crearse artificialmente mediante métodos de biologia molecular estandar tales como PCR solapada o
ligadura de ADN y el ensamble se realiza mediante la exclusion del codon de parada en la primera secuencia de ADN
de extremo 5’ a la vez que se retiene el codon de parada en la secuencia de ADN de extremo 3'. La secuencia de
ADN de la proteina de fusién resultante puede insertarse en un vector de expresion apropiado que soporta la expresion
de proteina de fusion heterdloga en organismos huésped estandar tales como bacterias, levaduras, hongos, células
de insectos o células de mamiferos.

Las proteinas de fusidén pueden contener una secuencia del péptido enlazador o separador que separa las partes de
proteina o péptido que definen la proteina de fusién. La secuencia del péptido enlazador o separador puede facilitar
el plegado correcto de las partes de proteina o péptido individuales y puede hacer més probable que las partes de
proteina o péptido individuales retengan sus propiedades funcionales individuales. Las secuencias del péptido
enlazador o separador pueden insertarse en secuencias de ADN de la proteina de fusion durante el ensamble en
marco de los fragmentos de ADN individuales que constituyen la secuencia de ADN completa de la proteina de fusion,
es decir, durante PCR solapada o ligadura de ADN.

Alternativamente, las proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcién pueden ser conjugados de su
factor de coagulacién constituyente y contrapartes de anticuerpo, de manera que el factor de coagulacion y el
anticuerpo se fabrican independientemente uno de otro y, después, se unen sintéticamente.

Como se menciond anteriormente, las moléculas procoagulantes descritas en la presente descripcion pueden unirse
especificamente al transcripto 1 similar a TREM (TLT-1). La activacion de receptores expresados en células mieloides
(TREM) tiene un papel bien establecido en la biologia de diversos linajes mieloides, y juegan papeles importantes en
la regulacion de la inmunidad innata y adaptativa. El TLT-1 pertenece a la misma familia de proteinas, aunque el gen
TLT-1 se expresa solo en un linaje unico, especificamente en megacariocitos y trombocitos (plaquetas) y se encuentra
exclusivamente en los granulos alfa de los megacariocitos y las plaquetas. El TLT-1 es una proteina transmembrana
que se expone en la superficie de plaquetas activadas tras la liberacion de granulos alfa. Hasta la fecha, el TLT-1 no
se ha encontrado en la superficie de plaquetas en reposo o en la superficie de cualesquiera otros tipos de células.

La porcion extracelular del TLT-1 se conoce que se compone de un Unico dominio similar a inmunoglobulinas (similar
a Ig) conectado a la membrana celular de las plaquetas mediante una region enlazadora llamada el tallo (Gattis y
otros, Jour Biol Chem, 2006, Vol. 281, Num. 19, pp. 13396-13403). El dominio similar a Ig del TLT-1 humano (hTLT-
1) se compone de 105 residuos y se une a la membrana mediante el tallo de 37 aminoacidos. Por lo tanto, se espera
que el dominio similar a Ig del TLT-1 tenga una libertad de movimiento considerable.

El segmento transmembrana putativo del hTLT-1 es de 20 aminoéacidos de longitud. EI TLT-1 tiene, ademas, un motivo
de inhibicién basado en tirosina del inmunorreceptor (ITIM) citoplasmatico, que puede funcionar como un motivo de
transduccioén de la sefial intracelular.

El papel del TLT-1 en la biologia de las plaquetas todavia no se ha dilucidado completamente; se ha demostrado que
el TLT-1 se une al fibrindgeno y se cree que el TLT-1 juega un papel en la regulacién de la coagulacion e inflamacion
en el sitio de una lesion. Se ha informado una forma soluble del TLT-1 que contiene el dominio similar a Ig (Gattis y
otros, Jour Biol Chem, 2006, Vol. 281, Num. 19, pp. 13396—13403). Las funciones especificas del TLT-1 soluble frente
al unido a plaquetas aun esta por establecerse.

Giomerarelli y otros (Thrombosis and Haemostasis (2007) 97, 955-963) informaron la generacion de moléculas scFv
anti-TLT-1 mediante el uso de técnicas de presentacion de fagos. Se encontré que algunas de las moléculas scFv
anti-TLT-1 inhibian la agregacion plaquetaria humana mediada por trombina. Por lo tanto, las moléculas scFc anti-
TLT-1 con dichas caracteristicas pueden tener propiedades antitromboticas, similares a las moléculas scFv anti-
GPIIb/llla descritas por Schwartz y otros (FASEB Journal, (2004), 18, 1704-1706).

En la presente descripcién se describen proteinas de fusién o conjugados que comprenden un factor de coagulacion
unido a un anticuerpo anti-TLT-1, o fragmentos de unién a antigeno de este, lo que incluye las scFv. El anticuerpo
anti-TLT-1 o fragmentos de este sirven para dirigir el factor de coagulacion unido a la superficie de plaquetas activadas
mediante la unién al TLT-1 con el propdsito de suministrar una actividad procoagulante en la superficie de plaquetas
activadas. En este contexto, la inhibicion de la agregacion plaquetaria no es una propiedad conveniente del anticuerpo
anti-TLT-1. Por lo tanto, se prefiere que los anticuerpos anti-TLT-1 no interfieran con las funciones del TLT-1, y en
particular no inhiban la agregacién plaquetaria.

Un receptor tal como el TLT-1 comprende epitopos que son objetivos utiles para las proteinas procoagulantes descritas
en la presente descripcion. Las proteinas procoagulantes pueden unirse a cualquier parte del TLT-1 que esté
disponible para la union in vivo, tal como residuos accesibles de la superficie del dominio similar a Ig, o parte del tallo.
Por lo tanto, las proteinas de fusién pueden unirse a uno o mas residuos dentro del TLT-1 (20-125), TLT-1 (16-162),
TLT-1 (126-162) y/o TLT-1 (129-142) (los numeros entre paréntesis se refieren a residuos de aminoacidos en la SEQ
ID NO: 2).
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En una modalidad preferida, las proteinas procoagulantes se unen al tallo del TLT-1, tal como uno o mas residuos del
TLT-1(126-162) o TLT-1 (129-142). Es poco probable que las proteinas procoagulantes que se unen al tallo del TLT-
1 interfieran con la funcién del dominio similar a Ig. En otra modalidad preferida, fusionar el factor de coagulacion al
C-terminal de un anticuerpo, o fragmento de este, posicionara el factor de coagulacion aun mas favorablemente en la
superficie celular de las plaquetas activadas, con relacién a la de FVIl y FVlla.

En otra modalidad preferida, las proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcion se unen al TLT-1 sin
interferir en la agregacion plaquetaria.

En otra modalidad, las proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcion se unen al TLT-1 sin competir
con la union del fibrinbgeno al TLT-1.

ElI TLT-1 puede ser de cualquier vertebrado, tal como cualquier mamifero, tal como un roedor (tal como un ratén, rata
0 cobayo), un lagomorfo (tal como un conejo), un artiodactilo (tal como un cerdo, vaca, oveja o camello) o un primate
(tal como un mono o un ser humano). El TLT-1 es, preferentemente, TLT-1 humano. El TLT-1 puede traducirse a partir
de cualquier genotipo o alelo de origen natural que da lugar a una proteina TLT-1 funcional. Un ejemplo no limitante
de un TLT-1 humano es la secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 2. La SEQ ID NO: 2 incluye el péptido sefal
(residuos 1-15 (MGLTLLLLLLLGLEG) de la SEQ ID NO: 2, y el polipéptido TLT-1 maduro corresponde a los residuos
16-311 de la SEQ ID NO: 2.

Las proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcién comprenden un anticuerpo, o un fragmento de este,
que se ha levantado contra el TLT-1. El anticuerpo o fragmento de este puede o no resultar en un cambio en la
estructura conformacional del TLT-1. Ademas, el anticuerpo o fragmento de este puede o no resultar en sefalizacion
intracelular, como resultado de la union al TLT-1. En una modalidad, el anticuerpo o fragmento de este es capaz de
unirse al tallo del TLT-1. Por lo tanto, el anticuerpo o fragmento de este usa un receptor de origen natural, o porcion
de este, para lograr el efecto que es Unico para y proporcionado por las proteinas procoagulantes descritas en la
presente descripcion.

El término “anticuerpo”, en la presente descripcion, se refiere a una proteina, derivada a partir de una secuencia de
inmunoglobulina de la linea germinal, que es capaz de unirse especificamente a un antigeno, que es el TLT-1 o una
porcion de este. El término incluye anticuerpos de longitud completa de cualquier isotipo (es decir, IgA, IgE, 1gG, IgM
y/o IgY) y cualquier fragmento o cadena simple de estos.

Los anticuerpos de longitud completa comprenden generalmente al menos cuatro cadenas polipeptidicas: es decir,
dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) que se interconectan mediante enlaces disulfuro. Una subclase
de inmunoglobulina de particular interés farmacéutico es la familia IgG, que puede subdividirse en isotipos IgG1, 1gG2,
IgG3 e 1gG4. Las moléculas de IgG consisten en dos cadenas pesadas, interconectadas por dos 0 mas enlaces
disulfuro, y dos cadenas ligeras, cada una unida a una cadena pesada mediante un enlace disulfuro. Una cadena
pesada puede comprender una region variable de cadena pesada (VH) y hasta tres regiones constantes de cadena
pesada (CH): CH1, CH2 y CH3. Una cadena ligera puede comprender una region variable de cadena ligera (VL) y una
region constante de cadena ligera (CL). Las regiones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Las regiones VH y VL se componen, tipicamente, de
tres CDR y cuatro FR, dispuestas del extremo amino terminal al extremo carboxilo terminal en el orden siguiente: FR1,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FRA4. Las regiones hipervariables de las cadenas pesada y ligera forman un dominio
que es capaz de interactuar con un antigeno (TLT-1), mientras que la regién constante de un anticuerpo puede mediar
la union de la inmunoglobulina a los tejidos o factores del huésped, lo que incluye diversas células del sistema
inmunitario (células efectoras), receptores Fc y el primer componente (Clq) del sistema de complemento clasico.

El componente de anticuerpo de las proteinas procoagulantes puede ser un anticuerpo monoclonal. Dicho anticuerpo
puede ser un anticuerpo quimérico, un anticuerpo injertado con CDR, un anticuerpo humano, un anticuerpo
humanizado o una porcién de unién a antigeno de cualquiera de estos. Para la produccion de anticuerpos, el animal
experimental es un mamifero adecuado, tal como una cabra, conejo, rata o ratén.

En términos estructurales, un anticuerpo monoclonal se representa por una especie molecular Unica que tiene una
especificidad de union y afinidad Unica por un epitopo en particular. Los anticuerpos monoclonales (mAb) para las
proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcion pueden producirse mediante una variedad de técnicas
bien conocidas, lo que incluye la metodologia de anticuerpos monoclonales convencional, por ejemplo, la técnica
estandar de hibridacion de células somaticas de Kohler y Milstein (1975) Nature 256: 495, o la transformacioén viral u
oncogeénica de linfocitos B. El sistema animal preferido para preparar hibridomas es el sistema murino. La produccion
de hibridomas en el ratén es un procedimiento muy bien establecido. Los protocolos y técnicas de inmunizacién para
el aislamiento de los esplenocitos inmunizados para la fusién se conocen en la técnica. Ademas, se conocen las
parejas de fusion (por ejemplo, células de mieloma murino) y los procedimientos de fusion.

Para generar hibridomas que producen anticuerpos monoclonales adecuados, los esplenocitos y/o células de nédulo
linfatico de ratones inmunizados pueden aislarse y fusionarse a una linea celular inmortalizada apropiada, tal como
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una linea celular de mieloma de ratén. Los hibridomas resultantes pueden tamizarse para determinar la produccion de
anticuerpos especificos de antigeno. Los hibridomas secretores de anticuerpo pueden volver a colocarse en placas,
tamizarse de nuevo, y si aln son positivos para la IgG adecuada, los anticuerpos monoclonales pueden subclonarse
al menos dos veces mediante dilucién limitante. A continuacién, los subclones estables pueden cultivarse in vitro para
generar pequefias cantidades de anticuerpo en medio de cultivo tisular para la caracterizacion.

Los anticuerpos para las proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcion pueden prepararse,
expresarse, crearse o aislarse por medios recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados de un animal (por
ejemplo, un ratén) que es transgénico o transcromosémico para los genes de inmunoglobulinas de interés o un
hibridoma preparado a partir de este, (b) anticuerpos aislados a partir de una célula huésped transformada para
expresar el anticuerpo de interés, por ejemplo, a partir de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados a partir de una
biblioteca recombinante y combinatoria de anticuerpos, y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados
por cualquier otro medio que implique el corte y empalme de secuencias génicas de inmunoglobulinas a otras
secuencias de ADN.

Varios anticuerpos monoclonales adecuados, mostrados en la Tabla 1, se identifican en la presente descripcion por
medio del prefijo “mAb” junto con un numero de 4 digitos. Por lo tanto, el anticuerpo monoclonal puede ser mAb0012
0 una variante de este. El anticuerpo monoclonal puede ser mAb0023 o una variante de este. El anticuerpo monoclonal
puede ser mAb0051 o una variante de este. El anticuerpo monoclonal puede ser mAb0061 o una variante de este. El
anticuerpo monoclonal puede ser mAb0062 o una variante de este. El anticuerpo monoclonal puede ser mAb0082 o
una variante de este.

Tabla 1: Ejemplos no limitantes de anticuerpos monoclonales adecuados

ID del mAb HC LC

0012 SEQ ID NO: 32 SEQ ID NO: 33
0023 SEQ ID NO: 34 SEQ ID NO: 35
0051 SEQ ID NO: 36 SEQ ID NO: 37
0052 SEQ ID NO: 38 SEQ ID NO: 39
0061 SEQ ID NO: 40 SEQ ID NO: 41
0062 SEQ ID NO: 42 SEQ ID NO: 39
0082 SEQ ID NO: 43 SEQ ID NO: 41

El término "porcién de unidén al antigeno” de un anticuerpo se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que
retienen la capacidad para unirse especificamente a un antigeno, tal como TLT-1 u otro receptor objetivo, como se
describe en la presente descripcion. Se ha demostrado que la funcién de unién al antigeno de un anticuerpo puede
realizarse por fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. EI componente anticuerpo de las proteinas
procoagulantes puede ser, por lo tanto, un fragmento de un anticuerpo, tal como un fragmento de un anticuerpo
monoclonal. Los ejemplos de fragmentos de union abarcados dentro del término "porcién de unién al antigeno" de un
anticuerpo incluyen un fragmento Fab, un fragmento F(ab')2, un fragmento Fab’, un fragmento Fd, un fragmento Fv,
un fragmento ScFv, un fragmento dAb y una regiéon determinante de la complementariedad (CDR) aislada. Los
anticuerpos monocatenarios tales como scFv y anticuerpos de cadena pesada tales como VHH y anticuerpos de
camello también pretenden abarcarse dentro del término "porcién de unién al antigeno" de un anticuerpo. Estos
fragmentos de anticuerpos pueden obtenerse mediante el uso de técnicas convencionales conocidas por los expertos
en la técnica, y los fragmentos pueden tamizarse para determinar su utilidad de la misma manera que los anticuerpos
intactos.

Un fragmento “Fab” incluye un dominio variable y un dominio constante de la cadena ligera y un dominio variable y el
primer dominio constante (Cx1) de la cadena pesada. Un fragmento Fab' incluye uno o mas enlaces disulfuro carboxi
terminales a las cadenas pesada o ligera. Los fragmentos de anticuerpo F(ab')2 comprenden un par de fragmentos
Fab que se unen de manera covalente generalmente cerca del carboxi terminal mediante cisteinas bisagra. Ademas,
se conocen en la técnica otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpos.

Un fragmento “Fv” es un fragmento de anticuerpo que contiene un sitio completo de reconocimiento y de union al
antigeno y comprende generalmente un dimero de un dominio variable de cadena pesada y un dominio variable de
cadena ligera en una asociacion estrecha que puede ser de naturaleza covalente, por ejemplo, en un fragmento del
dominio variable de cadena simple (scFv). Es en esta configuracién que las tres regiones hipervariables de cada
dominio variable interactian para definir un sitio de unién al antigeno en la superficie del dimero Vis-VL. Colectivamente,
las seis regiones hipervariables o un subconjunto de estas confieren la especificidad de unién al antigeno para el
anticuerpo. Sin embargo, incluso un Unico dominio variable que comprende solamente tres regiones hipervariables
especificas para un antigeno tiene la capacidad para reconocer y unirse al antigeno, aunque usualmente a una afinidad
menor que la del sitio de uniéon completo (Cai y Garen, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 93: 6280-6285, 1996). Por
ejemplo, los anticuerpos de camélidos de origen natural que soélo tienen un dominio variable de cadena pesada (VHH)
pueden unirse al antigeno (Desmyter y otros, J. Biol. Chem., 277: 23645-23650, 2002; Bond y otros, J. Mol. Biol. 2003;
332: 643-655).
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Los fragmentos de anticuerpos “Fv de cadena simple” o “scFv”’ comprenden los dominios Vi y VL de un anticuerpo,
donde estos dominios se presentan en una sola cadena polipeptidica. Generalmente, el polipéptido Fv comprende,
ademas, un enlazador polipeptidico entre los dominios Vu 'y VL que permite al scFv formar la estructura deseada para
la unién al antigeno. Para una revision de scFv, ver Pluckthun, 1994, En: The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,
Vol. 113, Ed. Rosenburg y Moore. Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315.

El término “diacuerpos” se refiere a fragmentos de anticuerpos pequefios con dos sitios de union a antigenos, en los
que los fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vh) conectado a un dominio variable de
cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (Vu y VL). Mediante el uso de un enlazador que es demasiado
corto para permitir el apareamiento entre los dos dominios variables en la misma cadena, los dominios variables se
fuerzan a aparearse con dominios complementarios de otra cadena, lo que crea dos sitios de union a antigenos. Los
diacuerpos se describen més completamente, por ejemplo, en los documentos EP 404,097; WO 93/11161; y Hollinger
y otros, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 90:6444-6448.

La expresién “anticuerpos lineales” se refiere a anticuerpos como se describe en Zapata y otros, 1995, Protein Eng.,
8(10):1057-1062. Brevemente, estos anticuerpos contienen un par de segmentos Fd en tandem (Vi-Cx1-Vu-Ch1) que,
junto con los polipéptidos de cadena ligera complementarios, forman un par de regiones de unién al antigeno. Los
anticuerpos lineales pueden ser biespecificos 0 monoespecificos.

El término “monocuerpo”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a una molécula de unién a antigeno con
un dominio variable de cadena pesada y ningun dominio variable de cadena ligera. Un monocuerpo puede unirse a un
antigeno en ausencia de cadenas ligeras y tiene tipicamente tres regiones hipervariables, por ejemplo, las CDR
denominadas CDRH1, CDRH2, y CDRH3. Un monocuerpo de cadena pesada de IgG tiene dos moléculas de union a
antigeno de cadena pesada conectadas mediante un enlace disulfuro. EI dominio variable de cadena pesada
comprende una o mas regiones hipervariables, preferentemente, una region CDRH3 o HVL-H3.

El término "region hipervariable”, cuando se usa en la presente descripcion, se refiere a los residuos de aminoacidos
de un anticuerpo que son responsables de la unién al antigeno. La regién hipervariable comprende residuos de
aminoacidos de una "region determinante de la complementariedad" o "CDR" (definida por secuencia como los
residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el dominio variable de cadena ligeray 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102
(H3) en el dominio variable de cadena pesada; Kabat y otros, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5ta
Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)) y/o aquellos residuos de un "bucle
hipervariable" (definido por la estructura y diferente para cada anticuerpo; ver, por ejemplo: Chothia y Lesk, 1987, J.
Mol. Biol. 196:901-917). En un ejemplo, los residuos HVL pueden incluir, 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el
dominio variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el dominio variable de cadena pesada.

En una modalidad de la invencién, la porciéon de unién al TLT-1 de la proteina procoagulante es un fragmento Fab.
Varios fragmentos Fab adecuados, mostrados en la Tabla 2, se identifican en la presente descripciéon por medio del
prefijo “Fab” junto con un numero de 4 digitos. El fragmento Fab puede ser Fab0003 o una variante de este. El
fragmento Fab puede ser Fab0004 o una variante de este. El fragmento Fab puede ser Fab0012 o una variante de
este. El fragmento Fab puede ser Fab0023 o una variante de este. El fragmento Fab puede ser Fab0051 o una variante
de este. El fragmento Fab puede ser Fab0052 o una variante de este. El fragmento Fab puede ser Fab0061 o una
variante de este. El fragmento Fab puede ser Fab0062 o una variante de este. El fragmento Fab puede ser Fab0074
o una variante de este. El fragmento Fab puede ser Fab0082 o una variante de este. El fragmento Fab puede ser
Fab0084 o una variante de este.

Tabla 2: Ejemplos no limitantes de fragmentos Fab adecuados

ID del Fab VH-CH1 LC

Fab0003 SEQ ID NO: 175 SEQ ID NO: 174
Fab0004 SEQ ID NO: 178 SEQ ID NO: 179
Fab0012 SEQ ID NO: 44 SEQ ID NO: 33
Fab0023 SEQ ID NO: 45 SEQ ID NO: 35
Fab0051 SEQ ID NO: 46 SEQ ID NO: 37
Fab0052 SEQ ID NO: 47 SEQ ID NO: 39
Fab0061 SEQ ID NO: 146 SEQ ID NO: 41
Fab0074 SEQ ID NO: 176 SEQ ID NO: 177
Fab0082 SEQ ID NO: 48 SEQ ID NO: 41
Fab0084 SEQ ID NO: 171 SEQ ID NO: 167

Como se mencion6 anteriormente, un anticuerpo para las proteinas procoagulantes descritas en la presente
descripcién puede ser un anticuerpo humano o un anticuerpo humanizado. Se pretende que el término "anticuerpo
humano", como se usa en la presente descripcion, incluya anticuerpos que tienen regiones variables en las que tanto
las regiones marco como las regiones CDR se derivan de secuencias de inmunoglobulinas de la linea germinal
humana. Ademas, si el anticuerpo contiene una region constante, la regiéon constante también se deriva de secuencias
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de inmunoglobulinas de la linea germinal humana. Los anticuerpos humanos descritos en la presente descripcion
pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulinas de la linea germinal
humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vitro, o por mutacion
somatica in vivo). Sin embargo, el término "anticuerpo humano”, como se usa en la presente descripcion, no pretende
incluir anticuerpos en los que las secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal
como un ratén, se han injertado en secuencias marco humanas.

Dicho anticuerpo humano puede ser un anticuerpo monoclonal humano. Dicho anticuerpo monoclonal humano puede
producirse mediante un hibridoma que incluye una célula B obtenida a partir de un animal no humano transgénico, por
ejemplo, un raton transgénico, cuyo genoma comprende un transgén de cadena pesada humana y un transgén de
cadena ligera fusionados a una célula inmortalizada.

Los anticuerpos humanos pueden prepararse mediante la inmunizacién in vitro de linfocitos humanos seguido de
transformacion de los linfocitos con el virus Epstein-Barr.

El término “derivados de anticuerpos humanos” se refiere a cualquier forma modificada del anticuerpo humano, por
ejemplo, un conjugado del anticuerpo y otro agente o anticuerpo.

El término “anticuerpo humanizado”, en la presente descripcion, se refiere a anticuerpos en los que las secuencias de
CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, se han injertado en secuencias
marco humanas. Pueden hacerse modificaciones de la region marco adicionales dentro de las secuencias marco
humanas.

Los anticuerpos pueden analizarse para determinar la union a la proteina objetivo mediante, por ejemplo, ELISA o
transferencia de Western estandar. Un ensayo ELISA puede usarse, ademas, para tamizar en busca de hibridomas
que muestran reactividad positiva con la proteina objetivo. La especificidad de uniéon de un anticuerpo puede
determinarse, ademas, mediante el monitoreo de la unién del anticuerpo a células que expresan la proteina objetivo,
por ejemplo, mediante citometria de flujo.

La especificidad de un anticuerpo para la proteina objetivo puede estudiarse adicionalmente al determinar si el
anticuerpo se une o0 no a otras proteinas. Por ejemplo, cuando se desea producir un anticuerpo que se une
especificamente al TLT-1 o una parte en particular, por ejemplo, un epitopo, del TLT-1, la especificidad del anticuerpo
puede evaluarse al determinar si el anticuerpo se une o no, ademas, a otras moléculas o formas modificadas del TLT-
1 que carecen de la parte de interés.

Los "fragmentos" de polipéptidos o anticuerpos de acuerdo con pueden hacerse mediante truncamiento de los
anticuerpos monoclonales correspondientes, por ejemplo, mediante la eliminacién de uno o mas aminoacidos de los
extremos N y/o C terminal de un polipéptido. Hasta 10, hasta 20, hasta 30, hasta 40 o mas aminoacidos pueden
eliminarse del N y/o C terminal de esta manera. Los fragmentos pueden generarse, ademas, mediante una o mas
deleciones internas.

“Epitopo”, en la presente descripcion, se refiere al area o regiéon en un antigeno (Ag), que es una estructura molecular
sobre la superficie de una plaqueta activada, a la que la porcion del anticuerpo (Ab) de la proteina procoagulante es
capaz de unirse especificamente, es decir, el area o regién que esta en contacto fisico con el Ab. Un epitopo de un
antigeno puede comprender residuos de aminoacidos en el Ag que se involucran directamente en la unién al Ab
(componente inmunodominante del epitopo) y otros residuos de aminoacidos, que no se involucran directamente en
la union, tales como los residuos de aminoacidos del Ag bloqueados eficazmente por el Ab (en otras palabras, el
residuo de aminoacido esta dentro de la “superficie excluida al solvente” y/o la "huella" del Ab). El término epitopo, en
la presente descripcion, incluye ambos tipos de sitios de unién dentro de cualquier region particular de un receptor, tal
como TLT-1, que se une especificamente a un anticuerpo anti-TLT-1, o fragmento de este, a menos que se indique
de cualquier otra manera (por ejemplo, en algunos contextos la invencion se refiere a anticuerpos que se unen
directamente a residuos de aminoacidos particulares). Los receptores tales como el TLT-1 pueden comprender una
cantidad de epitopos diferentes, que pueden incluir, sin limitacion, (1) epitopos peptidicos lineales, (2) epitopos
conformacionales que incluyen uno o mas aminoacidos no contiguos ubicados cerca entre si en la conformacion del
receptor maduro; y (3) epitopos postraduccionales que incluyen, ya sea en su totalidad o en parte, estructuras
moleculares unidas covalentemente al TLT-1, tales como grupos carbohidrato.

El epitopo para un par anticuerpo (Ab)/antigeno (Ag) dado puede definirse y caracterizarse a niveles diferentes de
detalle mediante el uso de una variedad de métodos experimentales y computacionales de mapeo de epitopos. Los
métodos experimentales incluyen mutagénesis, cristalografia de rayos X, espectroscopia de Resonancia Magnética
Nuclear (NMR), Espectrometria de Masa de Intercambio Hidrégeno-Deuterio (HX-MS) y diversos métodos de union
por competencia. Como cada método depende de un principio Unico, la descripcion de un epitopo se une intimamente
al método mediante el cual se ha determinado. Por lo tanto, el epitopo para un par Ab/Ag dado se definira de manera
diferente en dependencia del método de mapeo de epitopos empleado.
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A su nivel mas detallado, el epitopo para la interaccidn entre el Ag y el Ab puede definirse mediante las coordenadas
espaciales que definen los contactos atdmicos presentes en la interaccion Ag-Ac, asi como también la informacion
acerca de sus contribuciones relativas a las termodinamicas de unién. A un nivel menos detallado, el epitopo puede
caracterizarse mediante las coordenadas espaciales que definen los contactos atomicos entre el Ag y el Ab. A un nivel
aun menos detallado, el epitopo puede caracterizarse mediante los residuos de aminoacidos que comprende como se
define por un criterio especifico, por ejemplo, la distancia entre atomos en el Ab y el Ag. A un nivel ain menos detallado,
el epitopo puede caracterizarse a través de la funcién, por ejemplo, mediante la unién por competencia con otros Ab.
Ademas, el epitopo puede definirse mas genéricamente como que comprende residuos de aminoacidos cuya
sustitucion por otro aminoacido alterara las caracteristicas de la interaccion entre el Ab y el Ag.

En el contexto de una estructura cristalina derivada por rayos X definida por coordenadas espaciales de un complejo
entre un Ab, por ejemplo, un fragmento Fab, y su Ag, el término epitopo en la presente descripcidon, a menos que se
especifique de cualquier otra manera o se contradiga por el contexto, se define especificamente, como residuos del
receptor de plaquetas caracterizado por tener un atomo pesado (es decir, un &tomo que no es hidrégeno) dentro de
una distancia de 4 A a partir de un 4tomo pesado en el Ab.

A partir del hecho de que las descripciones y definiciones de epitopos, en dependencia del método de mapeo de
epitopos usado, se obtienen a niveles diferentes de detalle, se deduce que la comparacién de epitopos para Ab
diferentes en el mismo Ag puede conducirse de manera similar en niveles diferentes de detalle.

Se dice que los epitopos descritos en el nivel de aminoécido, por ejemplo, determinados a partir de una estructura por
rayos X, son idénticos si contienen el mismo conjunto de residuos de aminoacidos. Se dice que los epitopos se solapan
si los epitopos comparten al menos un aminoacido. Se dice que los epitopos son separados (Unicos) si los epitopos
no comparten ningun residuo de aminoacido.

Se dice que los epitopos caracterizados por unién de competencia se solapan si la unién de los Ab correspondientes
son mutuamente excluyentes, es decir, si la unién de un Ab excluye la unién simultanea del otro Ab. Se dice que los
epitopos son separados (Unicos) si el Ag es capaz de acomodar la unién de ambos Ab correspondientes
simultdneamente. Ademas, existen casos en los que uno o mas anticuerpos no tienen epitopos solapados pero no
pueden unirse simultdaneamente. Debido a la estructura terciaria y cuaternaria de un antigeno, un anticuerpo puede
no ser capaz de acceder a su epitopo debido a la union previa de otro anticuerpo.

Las proteinas procoagulantes pueden ser capaces de unirse al mismo epitopo que el mAb0012. Las proteinas
procoagulantes pueden ser capaces de unirse al mismo epitopo que el mAb0023. Las proteinas procoagulantes
pueden ser capaces de unirse al mismo epitopo que el mMAb0051. Las proteinas procoagulantes pueden ser capaces
de unirse al mismo epitopo que el mAb0O061. Las proteinas procoagulantes pueden ser capaces de unirse al mismo
epitopo que el mAb0062. Las proteinas procoagulantes pueden ser capaces de unirse al mismo epitopo que el
mAb0082.

El epitopo puede comprender uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en K133, 1134, G135, S136,
L137, A138, N140, A141, F142, S143, D144, P145 y A146 de la SEQ ID NO: 4 (que corresponden a K133, 1134, G135,
S136, L137, A138, N140, A141, F142, S143, D144, P145 y A146 de la SEQ ID NO: 2).

El epitopo puede comprender uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en V17, Q18, C19, H20, Y21,
R22, L23, Q24, D25, V26, K27, A28, L63, G64, G65, G66, L67, L68, G89, A90, R91, G92, P93, Q94, 195y L96 de la
SEQ ID NO: 5 (que corresponden a V36, Q37, C38, H39, Y40, R41, L42, Q43, D44, V45, K46, A47, L82, G83, G84,
G85, L86, L87, G108, A109, R110, G111, P112, Q113, 1114 y L115 de la SEQ ID NO: 2).

El epitopo puede comprender uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en L36, P37, E38, G39, C40,
Q41, P42, L43, V44, S45, S46, A47, V73, T74, L75, Q76, E77, E78, D79, A80, G81, E82, Y83, G84, C85, M86, R91,
G92, P93, Q94, 195, L96, HI97, R98, V99, S100 y L101 de la SEQ ID NO: 5 (que corresponde a L55, P56, E57, G58,
C59, Q60, P61, L62, V63, S64, S65, A66, V92, T93, L94, Q95, E96, E97, D98, A99, G100, E101, Y102, G103, C104,
M105, R110, G111, P112, Q113, 1114, L115, H116, R117, V118, S119 y L120 de la SEQ ID NO: 2).

El epitopo puede comprender uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en V17, Q18, C19, H20, Y21,
R22, L23, Q24, D25, V26, K27, A28, R91, G92, P93, Q94, 195, L96, HI97, R98, V99, S100 y L101 de la SEQ ID NO: 5
(que corresponde a V36, Q37, C38, H39, Y40, R41, L42, Q43, D44, V45, K46, A47, R110, G111, P112, Q113, 1114,
L115, H116, R117, V118, S119y L120 de la SEQ ID NO: 2).

El epitopo puede comprender uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en E5, T6, H7, K8, 19, G10,
S11,L12, A13, E14,N15, A16, F17, S18, D19 y P20 de la SEQ ID NO: 7 (que corresponde a E130, T131, H132, K133,
1134, G135, S136, L137, A138, E139, N140, A141, F142, S143, D144 y P145 de la SEQ ID NO: 2).

El epitopo puede comprender uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en K8, 19, G10, S11, L12,

A13, N15, A16, F17, S18, D19, P20 y A21 de la SEQ ID NO: 7 (que corresponden a K133, 1134, G135, S136, L137,
A138, N140, A141, F142, S143, D144, P145 y A146 de la SEQ ID NO: 2).
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La definicion del término “paratopo” se deriva de la definicién anterior de “epitopo” al invertir la perspectiva. Por lo
tanto, el término “paratopo” se refiere al area o region en el Ab al que se une especificamente un Ag, es decir, a la que
hace contacto fisico con el Ag.

El paratopo puede comprender uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en H50, N52, Y56, H58,
Y73, F79, S115, T116, V118 y Y120 de la cadena ligera (L) anti-TLT-1 (SEQ ID NO: 33), y residuos V20, F45, R49,
Y50, W51, E68, T75, N77, S116, G117, V118 y T120 de la cadena pesada (H) anti-TLT-1 (SEQ ID NO: 32).

En el contexto de una estructura cristalina derivada por rayos X definida por coordenadas espaciales de un complejo
entre un Ab, por ejemplo, un fragmento Fab, y su antigeno, el término paratopo en la presente descripcion, a menos
que se especifique de cualquier otra manera o se contradiga por el contexto, se define especificamente, como residuos
de Ag caracterizados por tener un atomo pesado (es decir, un atomo que no es hidrogeno) dentro de una distancia de
4 A a partir de un atomo pesado en el receptor de plaquetas.

El epitopo y paratopo para un par anticuerpo (Ab)/antigeno (Ag) dado puede identificarse mediante métodos de rutina.
Por ejemplo, la ubicacion general de un epitopo puede determinarse mediante la evaluacion de la capacidad de un
anticuerpo para unirse a fragmentos o variantes diferentes del TLT-1. Los aminoacidos especificos dentro del TLT-1
que hacen contacto con un anticuerpo (epitopo) y los aminoacidos especificos en un anticuerpo que hacen contacto
con el TLT-1 (paratopo) también pueden determinarse mediante el uso de métodos de rutina, tales como los descritos
en los ejemplos. Por ejemplo, el anticuerpo y la molécula objetivo pueden combinarse y el complejo Ab/Ag puede
cristalizarse. La estructura cristalina del complejo puede determinarse y usarse para identificar sitios especificos de
interaccion entre el anticuerpo y su objetivo.

Las proteinas de fusion que comprenden un anticuerpo o fragmento de este también pueden definirse en términos de
sus regiones determinantes de la complementariedad (CDR). El término “regidon determinante de Ia
complementariedad” o “regidn hipervariable”, en la presente descripcidn, se refiere a los residuos de aminoacidos de
un anticuerpo que son responsables de la unién al antigeno. Las regiones determinantes de la complementariedad o
“CDR” se componen generalmente de residuos de aminoacidos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el dominio
variable de cadena ligera y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio variable de cadena pesada; (Kabat y
otros (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién, U.S. Department of Health and Human
Services, publicacion de NIH Num. 91-3242) y/o los residuos de un "bucle hipervariable" (residuos 26-32 (L1), 50-52
(L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el dominio variable
de cadena pesada; Chothia y Lesk, J. Mol. Biol 1987;196:901-917). Tipicamente, la numeracién de los residuos de
aminoacidos en esta region se realiza mediante el método descrito en Kabat y otros, mas arriba. Las frases tales como
“posicion Kabat”, “residuo Kabat”, y “de acuerdo con Kabat”, en la presente descripcién, se refieren a este sistema de
numeracion para dominios variables de cadena pesada o dominios variables de cadena ligera. Mediante el uso del
sistema de numeracion de Kabat, la secuencia de aminoécidos lineal real de un péptido puede contener menos
aminoacidos o aminoacidos adicionales que corresponden a un acortamiento de, o insercién en, una FR o CDR del
dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada puede incluir inserciones de aminoacidos
(residuos 52a, 52b y 52c, de acuerdo con Kabat) después del residuo 52 de CDR H2 y residuos insertados (por
ejemplo, residuos 82a, 82b, y 82c, etcétera, de acuerdo con Kabat) después del residuo 82 de la FR de cadena pesada.
La numeracion de Kabat de los residuos puede determinarse para un anticuerpo dado mediante alineacién en regiones
de homologia de la secuencia del anticuerpo con una secuencia "estdndar" numerada segun Kabat.

Los términos “regidon marco” o residuos “FR” se refieren a los residuos de aminoacidos VH o VL que no estan dentro
de las CDR, como se define en la presente descripcion.

En una modalidad, la cadena pesada de un anticuerpo, o fragmento de este, para las proteinas procoagulantes
descritas en la presente descripcion comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 50 a 54 (DYFMY) de la SEQ ID NO: 34, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 69 a 85 (YISNGGDSSSYPDTVKG) de la SEQ ID NO: 34, en donde
uno, dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDRS3 de los aminoacidos 118 a 129 (NKNWDDYIDMDY) de la SEQ ID NO: 34, en donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.

En otra modalidad, la cadena ligera de un anticuerpo, o fragmento de este, para las proteinas procoagulantes descritas
en la presente descripcion comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 44 a 60 (KSSQSLLNSRTRKNYLA) de la SEQ ID NO: 35, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o
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e unasecuencia CDR2 de los aminoacidos 76 a 82 (WASTRES) de la SEQ ID NO: 35, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 115 a 122 (KQSYNLLT) de la SEQ ID NO: 35, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

En otra modalidad, la cadena pesada de un anticuerpo, o fragmento de este, para las proteinas procoagulantes
descritas en la presente descripcién comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 50 a 54 (DYSMH) de la SEQ ID NO: 36, en donde uno de estos residuos
de aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 69 a 85 (VISTYYGDVRYNQKFKG) de la SEQ ID NO: 36, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 118 a 129 (APMITTGAWFAY) de la SEQ ID NO: 36, en donde uno, dos
o tres de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.

En otra modalidad, la cadena ligera de un anticuerpo, o fragmento de este, para las proteinas procoagulantes descritas
en la presente descripcién comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 44 a 54 (KASQSVSNDVA) de la SEQ ID NO: 37, en donde uno, dos o
tres de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 70 a 76 (YASSRYT) de la SEQ ID NO: 37, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 109 a 117 (QQDYSSPYT) de la SEQ ID NO: 37, en donde uno o dos
de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

En otra modalidad, la cadena pesada de un anticuerpo, o fragmento de este, para las proteinas procoagulantes
descritas en la presente descripcion comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 50 a 54 (SHWIE) de la SEQ ID NO: 42, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 69 a 85 (EILPGSGNTNYNEKFKG) de la SEQ ID NO: 42, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 118 a 130 (GYYGLNYDWYFDV) de la SEQ ID NO: 42, en donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.

En otra modalidad, la cadena ligera de un anticuerpo, o fragmento de este, para las proteinas procoagulantes descritas
en la presente descripcion comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 44 a 54 (RASQDISNYLN) de la SEQ ID NO: 39, en donde uno, dos o
tres de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 70 a 76 (YTSRLHS) de la SEQ ID NO: 39, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 109 a 117 (QQDTKLPYT) de la SEQ ID NO: 39, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

En otra modalidad, la cadena pesada de un anticuerpo, o fragmento de este, para las proteinas procoagulantes
descritas en la presente descripcion comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 49 a 53 (RYWMT) de la SEQ ID NO: 40, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 68 a 84 (EINPDSSTINYNPSLKD) de la SEQ ID NO: 40, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 117 a 121 (GVFTS) de la SEQ ID NO: 40, en donde uno, dos o tres de
estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.
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En otra modalidad, la cadena ligera de un anticuerpo, o fragmento de este, para las proteinas procoagulantes descritas
en la presente descripcion comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 43 a 58 (RSSQSLVHRNGNTYFH) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 74 a 80 (KVSNRFS) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminocido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 113 a 121 (SQSTHVPYT) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

En otra modalidad, la cadena pesada de un anticuerpo, o fragmento de este, para las proteinas procoagulantes
descritas en la presente descripcién comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 49 a 53 (RYWMT) de la SEQ ID NO: 32, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 68 a 84 (EINPDSSTINYTPSLKD) de la SEQ ID NO: 32, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 117 a 121 (GVFTS) de la SEQ ID NO: 32, en donde uno, dos o tres de
estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.

En otra modalidad, la cadena ligera de un anticuerpo, o fragmento de este, para las proteinas procoagulantes descritas
en la presente descripcién comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 43 a 58 (RSSQSLVHRNGNTYFH) de la SEQ ID NO: 33, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 74 a 80 (KVSNRFS) de la SEQ ID NO: 33, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDRS3 de los aminoacidos 113 a 121 (SQSTHVPYT) de la SEQ ID NO: 33, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoécido diferente.

Los anticuerpos monoclonales, o fragmentos de estos, para las proteinas procoagulantes descritas en la presente
descripcidn pueden ser variantes de glicosilacion. Las variantes de glicosilacion de anticuerpos son variantes en las
que se altera el patron de glicosilacion de un anticuerpo. Por alteracién se entiende eliminar uno o mas restos de
carbohidratos encontrados en el anticuerpo, afiadir uno o mas restos de carbohidratos al anticuerpo, cambiar la
composicion de glicosilacion (patrén de glicosilacion), el grado de glicosilacion.

Los anticuerpos se glicosilan en posiciones conservadas en sus regiones constantes (Jefferis y Lund, Chem. Immunol.
1997; 65:111-128; Wright y Morrison, Trends Biotechnol. 1997; 15:26-32). Las cadenas laterales de oligosacarido de
las inmunoglobulinas pueden afectar la funciéon de una proteina (Boyd y otros, Mol. Immunol. 1996; 32:1311-1318), y
la interaccion intramolecular entre porciones de la glicoproteina puede afectar la conformacién y la superficie
tridimensional presentada de la glicoproteina. Los oligosacaridos pueden servir, ademas, para dirigir una glicoproteina
dada a determinadas moléculas basado en estructuras de reconocimiento especificas. Por ejemplo, se ha informado
que en la IgG agalactosilada, el resto de oligosacarido “salta” fuera del espacio inter-CH2 y los residuos de N-
acetilglucosamina terminales se vuelven disponibles para unirse a la proteina de unién de la manosa (Malhotra y otros,
Nature Med. 1995; 1:237-243). La eliminacion por glicopeptidasa de los oligosacéridos de CAMPATH-1H (un
anticuerpo 1IgG1 monoclonal murino recombinante humanizado que reconoce el antigeno CDw52 de los linfocitos
humanos) producidos en células de ovario de hamster chino (CHO) resulté en una reduccion completa en la lisis
mediada por el complemento (CMCL) (Boyd y otros, Mol. Immunol. 1996; 32:1311-1318), mientras que la eliminacion
selectiva de residuos de acido sialico mediante el uso de neuraminidasa no produjo pérdida de DMCL. Se ha
informado, ademas, que la glicosilacion de anticuerpos afecta la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC). En particular, las células CHO con expresion regulada por tetraciclina de p(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa 1l (GnTIll), una formacién catalizadora de glicosiltransferasa de GIcNAc de biseccion, se
informd que tiene una actividad aumentada de ADCC (Umana y otros. Nature Biotech. 1999; 17:176-180).

La glicosilacién de anticuerpos es tipicamente ligada a N o ligada a O. Ligada a N se refiere a la unién del resto
carbohidrato a la cadena lateral de un residuo de asparagina. Las secuencias de tripéptidos asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento para
la unién enzimatica del resto carbohidrato a la cadena lateral de la asparagina. Por lo tanto, la presencia de cualquiera
de estas secuencias de tripéptidos en un polipéptido crea un sitio de glicosilacién potencial. La glicosilacién ligada a
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O se refiere a la unidn de uno de los azucares N-aceilgalactosamina, galactosa, o xilosa a un acido hidroxiamino, mas
comunmente serina o treonina, aunque también puede usarse 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

La adicién de sitios de glicosilacion al anticuerpo se logra convenientemente mediante la alteracion de la secuencia
de aminoacidos de manera que contenga una o mas de las secuencias de tripéptidos descritas anteriormente (para
sitios de glicosilacion ligados a N). Ademas, la alteracién también puede hacerse mediante la adicion de, o sustitucion
por, uno o mas residuos de serina o treonina a la secuencia del anticuerpo original (para sitios de glicosilacién ligados
a O). De manera similar, la eliminacién de sitios de glicosilacion puede lograrse mediante la alteracion de aminoacidos
dentro de los sitios de glicosilacién naturales del anticuerpo.

La secuencia de aminoacidos se altera generalmente mediante la alteracion de la secuencia de &cidos nucleicos
subyacente. Las moléculas de acido nucleico que codifican variantes de secuencias de aminoacidos de un anticuerpo
TLT-1 se preparan mediante una variedad de métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen el aislamiento
a partir de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencias de aminoacidos de origen natural) o la preparacién
mediante mutagénesis mediada por oligonucleétidos (o dirigida a un sitio), mutagénesis por PCR, y mutagénesis por
casete de una variante preparada anteriormente o una versién no variante del anticuerpo TLT-1.

La glicosilacion (lo que incluye el patron de glicosilacion) de anticuerpos puede alterarse, ademas, sin alterar la
secuencia de aminoécidos o la secuencia de nucledtidos subyacente. La glicosilacién depende en gran medida de la
célula huésped usada para expresar el anticuerpo. Dado que el tipo de célula usada para la expresion de glicoproteinas
recombinantes, por ejemplo, anticuerpos, como productos terapéuticos potenciales rara vez es la célula natural,
pueden esperarse variaciones significativas en el patrén de glicosilacion de los anticuerpos (ver, por ejemplo, Hse y
otros, J. Biol. Chem. 1997; 272:9062-9070). Ademas de la eleccion de las células huésped, los factores que afectan
la glicosilacion durante la produccion recombinante de anticuerpos incluyen el modo de crecimiento, la formulacion de
los medios, la densidad de cultivo, la oxigenacion, el pH y los esquemas de purificacion. Se han propuesto diversos
métodos para alterar el patron de glicosilacidn logrado en un organismo huésped particular, lo que incluye introducir o
sobreexpresar determinadas enzimas implicadas en la produccién de oligosacaridos (patentes de los Estados Unidos
Nums. 5,047,335; 5,510,261 y 5,278,299). La glicosilaciéon, o determinados tipos de glicosilacion, puede eliminarse
enzimaticamente de la glicoproteina, por ejemplo, mediante el uso de endoglicosidasa H (Endo H). Ademas, la célula
huésped recombinante puede modificarse por ingenieria genética, por ejemplo, hacerla defectuosa en el
procesamiento de determinados tipos de polisacaridos. Estas y técnicas similares se conocen bien en la técnica.

La estructura de glicosilacion de anticuerpos puede analizarse facilmente mediante técnicas convencionales de
analisis de carbohidratos, lo que incluye cromatografia de lectina, NMR, espectrometria de masas, HPLC, GPC,
analisis composicional de monosacarido, digestion enzimatica secuencial y HPAEC-PAD, que usa cromatografia de
intercambio aniénico a pH elevado para separar oligosacaridos en base a la carga. Los métodos para liberar
oligosacaridos para propositos analiticos también se conocen, e incluyen, sin limitacion, tratamiento enzimatico,
eliminacion mediante el uso de un ambiente alcalino duro para liberar principalmente estructuras ligadas a O, y
métodos quimicos mediante el uso de hidrazina anhidra para liberar oligosacaridos ligados a Ny a O.

Ademas de su porcion de unién al TLT-1, que implica un anticuerpo monoclonal o fragmento de este, las proteinas
procoagulantes descritas en la presente descripcion comprenden ademas un componente del factor de coagulacion,
cuya funcion es regular positivamente la coagulacion de la sangre en los alrededores de la plaqueta activada.

Los factores de coagulacién de las proteinas de fusion procoagulantes o los conjugados descritos en la presente
descripcién pueden estar en su forma inactiva o en su forma activada. El factor de coagulacién puede ser una serina
proteasa, en cuyo caso la forma inactiva del factor de coagulacién corresponde a la forma zymogena y la forma
activada corresponde a la forma activa cataliticamente. El factor de coagulacion puede ser un polipéptido del FVII (FVII
o FVlla), un polipéptido del FVIII (es decir, FVIII o FVIlla), un polipéptido del FIX (FIX o FIXa), un polipéptido del FX
(FX o FXa) o un polipéptido del FXI (FXI o FXla). Los polipéptidos del FVII, FVIII, FIX, FXy FXI de la presente invencion
incluyen, ademas, variantes, tales como variantes truncadas, y derivados de dichos factores de coagulacion. Las
variantes de FVII, FIX, FX y FXI incluirdn variantes des-Gla truncadas, es decir, variantes de dichos factores de
coagulacién que carecen del dominio Gla responsable de la interaccion con las membranas fosfolipidicas de dichos
factores de coagulacion.

Si el factor de coagulacién es un polipéptido de FVII, el componente FVII puede ser capaz de unirse al factor tisular y
es, preferentemente, capaz de escindir FIX o FX. Si el factor de coagulacion es un polipéptido de FVIII, el componente
FVIII es, preferentemente, capaz de unirse a FIXa y apoyer la escision de FX. Si el factor de coagulacién es un
polipéptido de FIXa, es, preferentemente, capaz de escindir FX. Si el factor de coagulacion es FXa, entonces es,
preferentemente, capaz de escindir protrombina (Fll). Si el factor de coagulacién es un polipéptido de FXla entonces
es, preferentemente, capaz de escindir FIX.

En una modalidad particular, el factor de coagulacion es un polipéptido de FV. El factor V se sintetiza por el higado y
el Factor V secretado circula en plasma como un polipéptido de cadena unica de 330 kDa que es el procoagulante
inactivo (Huang y otros (2008) Haemophilia 14: 1164-9). FV se compone de 2196 aminoacidos, lo que incluye un
péptido sefial de 28 aminoacidos. Se compone de seis dominios A1 (Aa 30-329), A2 (Aa 348-684), B (Aa 692-1573),
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A3 (Aa 1578-1907), C1 (Aa 1907-2061), y C2 (Aa 2066-2221). Los dominios A y C de las dos proteinas son
aproximadamente 40 % homélogos con los dominios equivalentes del FVIII, pero los dominios B no se conservan.
Como es el caso con el FVIII, la actividad del FV se regula estrechamente a través de protedlisis especifica del sitio.
La trombina, y en menor medida el Factor Xa (FXa), es responsable primariamente de la activaciéon del FV a través de
escisiones proteoliticas en las posiciones Arg’%-Ser”10, Arg'08-Thr'019 y Arg'545-Ser'546, Estas escisiones liberan el
dominio B y crean una molécula dimérica compuesta de una cadena pesada de 105 kDa que contiene los dominios
A1y A2 y una cadena ligera de 71 a 74 kDa que contiene los dominios A3, C1y C2. Estas dos cadenas se mantienen
juntas por calcio en los residuos Asp'® y Asp'#° y por interacciones hidrofobas. La cadena pesada proporciona los
contactos tanto para FXa como para la protrombina, mientras que los dos dominios C en la cadena ligera son
necesarios para la interaccién del FVa con la superficie fosfolipidica. Por lo tanto, el Factor V es activo como un
cofactor para el FXa del complejo de la trombinasa y la enzima FXa activada requiere calcio y FVa para convertir la
protrombina a trombina en la membrana de la superficie celular. El dominio A3 en la cadena ligera se implica tanto en
interacciones FXa como fosfolipidicas. En conjunto, las dos cadenas FVa unen al FXa con la superficie fosfolipidica
formada por el tapon de plaquetas en el sitio de lesion y permiten que FXa se una de manera eficiente y escinda la
protrombina para generar trombina. El Factor V es capaz de unirse a plaquetas activadas. Aunque el FV se encuentra
predominantemente como un componente soluble en el plasma sanguineo, una fraccion del FV esta presente,
ademas, en el granulo a de plaquetas, lo que es importante para la hemostasia normal como se evidencia por la
deficiencia del Factor V especifico de plaquetas (Janeway y otros (1996) Blood 87: 3571-8).

Una secuencia del Factor V humano de tipo silvestre se proporciona en la SEQ ID NO: 155. El término “polipéptido del
Factor V", en la presente descripcion, se refiere a moléculas del Factor V de tipo silvestre asi como también a variantes
del FV, derivados del FV y conjugados del FV. Dichas variantes, derivados y conjugados pueden exhibir
sustancialmente la misma actividad bioldgica, o mejorada, con relacion al Factor V humano de tipo silvestre.

El Factor V puede derivarse de plasma o producirse de manera recombinante, mediante el uso de métodos de
produccién y purificacion bien conocidos. El grado y ubicaciéon de la glicosilaciéon, gammacarboxilacion y otras
modificaciones postraduccionales puede variar en dependencia de la célula huésped elegida y sus condiciones de
crecimiento.

Los polipéptidos del Factor V pueden analizarse mediante el uso de ensayos de coagulacién disponibles
comercialmente, tales como el ensayo in vitro Hemoclot Factor V Reagent (Aniara, Ohio, EE.UU.: Num. de Cat.
ACKO071K).

En una modalidad particular, el factor de coagulacion es un polipéptido FVlla. El Factor VII (FVII) es una glicoproteina
producida principalmente en el higado. La proteina madura se compone de 406 residuos de aminoacidos y se compone
de cuatro dominios segun se defini6 por homologia. Existe un dominio Gla N-terminal seguido de dos dominios
similares al factor de crecimiento epidérmico (EGF) y un dominio de serina proteasa C-terminal. EI FVII circula en
plasma como una molécula de cadena simple. Tras activarse hacia FVIl activado (FVlla), la molécula es hendida entre
los residuos Arg152 e lle153, lo que resulta en una proteina bicatenaria mantenida unida por un enlace disulfuro. La
cadena ligera contiene los dominios Gla y similares a EGF, mientras que la cadena pesada es el dominio de proteasa.
El FVlla requiere la unién a su factor tisular cofactor de superficie celular para volverse completamente activo
biolégicamente.

El término “Factor VlI(a)”, en la presente descripcién, abarca el zimégeno no hendido, el Factor VII, asi como también
la proteasa hendida y por lo tanto activada, el Factor Vlla. El “Factor Vll(a)” incluye variantes alélicas naturales del
FVlI(a) que pueden existir y producirse de un individuo a otro. Una secuencia del Factor VIla humano de tipo silvestre
se proporciona en la SEQ ID NO: 157, asi como también en Proc Natl Acad Sci EE.UU. 1986; 83:2412-2416.

El término “polipéptido del Factor Vlli(a)”, en la presente descripcion, se refiere a moléculas del Factor Vlla de tipo
silvestre, asi como también a variantes del FVII(a), derivados del FVII(a) y conjugados del FVII(a). Dichas variantes,
derivados y conjugados pueden exhibir sustancialmente la misma actividad biolégica, o mejorada, con relacion al
Factor Vlla humano de tipo silvestre.

El término “variante del FVII(a)”, como se usa en la presente descripcion, pretende designar el Factor FVII que tiene
la secuencia de la SEQ ID NO: 157, en donde uno o mas aminoacidos de la proteina parental se han sustituido por
otro aminoacido y/o en donde uno o mas aminoacidos de la proteina parental se han eliminado y/o en donde uno o
mas aminoacidos se han insertado en la proteina y/o en donde uno o mas aminoacidos se han anadido a la proteina
parental. Dicha adicién puede tener lugar ya sea en el extremo N terminal o en el extremo C terminal de la proteina
parental o en ambos. El “andlogo” o “analogos” dentro de esta definicion todavia tiene actividad FVII en su forma
activada. En una modalidad, una variante es al menos 90 % idéntica con la secuencia de la SEQ ID NO: 157. En otra
modalidad, una variante es al menos 95 %, tal como al menos 96 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 98
%, tal como al menos 99 % idéntica con la secuencia de la SEQ ID NO: 157. Como se usa en la presente descripcion,
cualquier referencia a una posicion especifica se refiere a la posicion correspondiente en la SEQ ID NO: 157.

Los ejemplos no limitantes de variantes del FVIl(a) que tienen sustancialmente la misma o mayor actividad proteolitica
en comparacion con el Factor VlI(a) humano de tipo silvestre recombinante incluyen los descritos en los documentos
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WO 01/83725, WO 02/22776, WO 02/077147, WO 03/037932, WO 04/029090, WO 05/024006, WO 07/031559 y EP
05108713.8, US 7173000 B2 y JP4451514 B2.

El término “actividad biolégica mejorada” se refiere a polipéptidos del FVll(a) que muestran i) sustancialmente la misma
0 mayor actividad proteolitica en comparacion con el Factor Vlla humano de tipo silvestre recombinante en presencia
y/o ausencia del factor tisular o ii) a polipéptidos del FVIl(a) con sustancialmente la misma o mayor afinidad por TF en
comparacion con el Factor Vlla humano de tipo silvestre recombinante o iii) a polipéptidos del FVli(a) con
sustancialmente la misma o mayor vida media en plasma en comparacién con el Factor Vlla humano de tipo silvestre
recombinante, o iv) a polipéptidos del FVII(a) con sustancialmente la misma o mayor afinidad por la plaqueta activada.
La actividad bioldgica de un polipéptido FVlla puede medirse mediante el uso de una variedad de ensayos conocidos
por el experto en la técnica, tales como los ensayos de hidrdlisis in vitro y protedlisis in vitro descritos en los ejemplos
26y 27.

El FVll(a) puede derivarse de plasma o producirse de manera recombinante, mediante el uso de métodos de
produccién y purificacién bien conocidos. El grado y ubicacion de la glicosilacion, gammacarboxilacion y otras
modificaciones postraduccionales puede variar en dependencia de la célula huésped elegida y sus condiciones de
crecimiento.

n_n

Los residuos gammacarboxilados en la secuencia FVII mas abajo se representan por "y”.

SEQ ID NO: 157: Factor VIl de coagulacion humano de tipo silvestre
ANAFLyyLRPGSLYRyCKyyQCSFyyARyIFKDAYRTKLFWISYSDGDQCASSPCQNGGSCDQLQSYICF
CLPAFEGRNCETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGYSLLADGVSCTPTVEYPCKIP
ILEKNASKPQGRIVGGKVCPKGECPWQVLLLYNGAQLCGGTLINTIWVVSAAHCFKIKNWRNLIAVL
GEHDLSEHDGDEQSRRVAQVIIPSTYVPGTTNHDIALLRLHQPVVLTDHVVPLCLPERTFSERTLAFV
RFSLVSGWGQLLDRGATALELMVLNVPRLMTQDCLQQSRKVGDSPNITEYMFCAGYSDGSKDSCK
GDSGGPHATHYRGTWYLTGIVSWGQGCAVGHFGVYTRV SQYIEWLQKLMRSEPRPGVLLRAPFP

En otra modalidad particular, el factor de coagulacion es un polipéptido FVIII. El Factor VIII (FVIII) es una glicoproteina
grande y compleja que se produce principalmente por los hepatocitos. El FVIII se compone de 2351 aminoacidos, lo
que incluye un péptido de sefializacién, y contiene varios dominios distintos segun se define por homologia. Existen
tres dominios A, un dominio B tnico y dos dominios C. El orden de dominio puede enumerarse como NH2-A1-A2-B-
A3-C1-C2-COOH. EI FVIII circula en el plasma como dos cadenas, separado en el borde B-A3. Las cadenas se
conectan mediante enlaces iénicos de metal bivalente. La cadena A1-A2-B se denomina la cadena pesada (HC)
mientras que la A3-C1-C2 se denomina cadena ligera (LC). Las regiones acidas pequefias C-terminal del A1 (la region
ai) y A2 (la region az) y N-terminal del dominio A3 (la regién as) juegan papeles importantes en su interaccion con
otras proteinas de coagulacion, lo que incluye la trombina y el factor de von Willebrand (VWF o VWF), la proteina
portadora para el FVIII, in vivo.

Las moléculas de FVIII enddgeno circulan in vivo como un agrupamiento de moléculas con dominios B de varios
tamanfos, el mas corto tiene el C-terminal en la posicidon 740, es decir, en el C-terminal de A2-az. Estas moléculas de
FVIIl con dominios B de longitud diferente tienen todas actividad procoagulante total. Tras la activacién con la trombina,
el FVIII es hendido en el C-terminal de A1-a1 en la posicion 372, el C-terminal de A2-az en la posicion 740, y entre a3
y A3 en la posicion 1689, la ultima escision libera la region as, con pérdida concomitante de afinidad por vVWF. La
molécula del FVIII activado se denomina FVllla. La activacion permite la interaccion de FVllla con superficies
fosfolipidicas como plaquetas activadas y el Factor X activado (FIXa): se forma el complejo tenasa, lo que permite la
activacion eficiente del Factor X (FX).

Los términos “Factor VllI(a)” y “FVIlI(a)” incluyen tanto FVIIl como FVllla. El “Factor VIII” o “FVIII”, en la presente
descripcion, se refiere a una glicoproteina plasmatica humana que es un miembro de la via de coagulacién intrinseca
y es esencial para la coagulacion de la sangre. El “FVIII natural” es la molécula FVIII humana derivada de la secuencia
de longitud completa como se muestra en la SEQ ID NO: 159 (aminoacidos 1-2332). El “FVIlI(a)” incluye variantes
alélicas naturales del FVIli(a) que pueden existir y producirse de un individuo a otro.

Las moléculas/variantes del FVIII pueden ser moléculas de FVIII truncadas en el dominio B, en donde los dominios
restantes corresponden estrechamente a las secuencias como se expone en los numeros de aminoacidos 1-740 y
1649-2332 de la SEQ ID NO: 159. En dichas variantes, asi como también en el FVIII derivado de la secuencia de
longitud completa, las mutaciones pueden introducirse para, por ejemplo, reducir la capacidad de unién a vVWF. Las
modificaciones de aminoacidos, tales como sustituciones y deleciones, pueden introducirse en la molécula para
modificar la capacidad de union del FVIII con diversos otros componentes tales como LRP, diversos receptores, otros
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factores de coagulacion, superficies celulares, introduccion y/o supresion de sitios de glicosilacion. Otras mutaciones
que no suprimen la actividad del FVIII también pueden acomodarse en una molécula/variante del FVIII que puede
usarse para los propésitos de la presente invencion.

El dominio B del FVIIl se extiende de los aminoacidos 741-1648 de la SEQ ID NO: 159. El dominio B es hendido en
varios sitios diferentes, o que genera gran heterogeneidad en las moléculas de FVIII en plasma circulante. Se
desconoce la funciéon exacta del dominio B fuertemente glicosilado. Lo que se conoce es que el dominio B es
indispensable para la actividad del FVIIl en la cascada de coagulacion. De esta forma, el FVIII recombinante se
produce frecuentemente en forma de variantes eliminadas/truncadas del dominio B.

El FVIII endégeno de longitud completa se sintetiza como una molécula precursora de cadena simple. Antes de la
secrecion, el precursor es hendido en la cadena pesada y la cadena ligera. El FVIII recombinante con dominio B
eliminado puede producirse por medio de dos estrategias diferentes. Ya sea la cadena pesada sin el dominio B y la
cadena ligera se sintetizan individualmente como dos cadenas polipeptidicas diferentes (estrategia de dos cadenas)
o el FVIIl con dominio B eliminado se sintetiza como una cadena polipeptidica precursora unica (estrategia de cadena
simple) que se escinde en las cadenas pesada y ligera de la misma manera que el precursor de FVIII de longitud
completa.

En un polipéptido precursor de FVIII con dominio B eliminado, producido por la estrategia de cadena simple, los restos
de cadena pesada y ligera se separan frecuentemente por un enlazador. Para minimizar el riesgo de introducir epitopos
inmunogénicos en el FVIII con dominio B eliminado, la secuencia del enlazador se deriva, preferentemente, del dominio
B del FVIIl. Como minimo, el enlazador debe comprender un sitio de reconocimiento para la proteasa que escinde el
polipéptido precursor de FVIIlI con dominio B eliminado en las cadenas pesada y ligera. En el dominio B del FVIII de
longitud completa, los aminoacidos 1644-1648 constituyen este sitio de reconocimiento. El sitio de escision de trombina
que conduce a la eliminacién del enlazador en la activacion del FVIII con dominio B eliminado se ubica en la cadena
pesada. Por lo tanto, es poco probable que el tamafio y la secuencia de aminoacidos del enlazador influyan en su
eliminacion de la molécula FVIII restante por la activacién de la trombina. La delecién/truncamiento del dominio B es
una ventaja para la produccion del FVIIl. No obstante, las partes del dominio B pueden incluirse en el enlazador sin
reducir la productividad. El efecto negativo del dominio B sobre la productividad no se ha atribuido a ningiin tamafio o
secuencia especifica del dominio B.

Las moléculas de FVIII para la presente invencion son capaces de funcionar en la cascada de coagulacion de una
manera que es funcionalmente similar, o equivalente, al FVIII, lo que induce la formacién de FXa mediante la
interaccion con FlXa en una plaqueta activada y respalda la formacién de un coagulo de sangre. La actividad del FVIII
puede evaluarse in vitro mediante el uso de técnicas bien conocidas en la técnica. Los andlisis de coagulos, los
ensayos de activacion de FX (frecuentemente denominados ensayos cromogénicos), los ensayos de generacion de
trombina y la tromboelastografia de sangre total son ejemplos de dichas técnicas in vitro, dos de las cuales se
describen en los ejemplos 28 y 29. Las moléculas de FVIII de acuerdo con la presente invencion, tienen actividad de
FVIII que es al menos la misma de un FVIII humano natural.

El término “variante de FVIII”, como se usa en la presente descripcion, pretende designar el Factor FVIII que tiene la
secuencia de la SEQ ID NO: 159, en donde uno o mas aminoacidos de la proteina parental se han sustituido por otro
aminoacido y/o en donde uno o mas aminoacidos de la proteina parental se han eliminado y/o en donde uno o mas
aminoacidos de la proteina parental se han insertado en la proteina y/o en donde uno o mas aminoacidos se han
afadido a la proteina parental. Dicha adicién puede tener lugar ya sea en el extremo N terminal o en el extremo C
terminal de la proteina parental o en ambos. El “analogo” o “analogos” dentro de esta definicion todavia tiene actividad
de FVIII en su forma activada. En una modalidad, una variante es al menos 90 % idéntica con la secuencia de la SEQ
ID NO: 159. En otra modalidad, una variante es al menos 95 %, tal como al menos 96 %, tal como al menos 97 %, tal
como al menos 98 %, tal como al menos 99 % idéntica con la secuencia de la SEQ ID NO: 159. Como se usa en la
presente descripcion, cualquier referencia a una posicién especifica se refiere a la posicion correspondiente en la SEQ
ID NO: 159.

El FVIII puede derivarse de plasma o producirse de manera recombinante, mediante el uso de métodos de produccion
y purificacion bien conocidos. El grado y ubicacion de la glicosilacion, gammacarboxilacion y otras modificaciones
postraduccionales puede variar en dependencia de la célula huésped elegida y sus condiciones de crecimiento.

En otra modalidad particular, el factor de coagulacion es un polipéptido del Factor IX. El Factor IX (FIX) es, en su forma
activa FIXa, una serina proteasa similar a tripsina que cumple un papel clave en la hemostasia mediante la generacion,
como parte del complejo de tenasa, de la mayoria del Factor Xa requerido para respaldar una formacién de trombina
adecuada durante la coagulacién (revisado en (Hoffman y Monroe, 11l 2001)).

El Factor IX (FIX) es un factor de coagulacion dependiente de vitamina K con similitudes estructurales al Factor VI,
protrombina, Factor X, y proteina C. La forma de zimégeno circulante se compone de 415 aminoacidos divididos en
cuatro dominios distintos que comprenden un dominio N-terminal rico en acido y-carboxiglutamico (Gla), dos dominios
EGF y un dominio C-terminal serina proteasa similar a tripsina. La activacion del FIX se produce por protedlisis limitada
en Arg'#5-Ala’® y Arg'80-val'8! |o que libera un fragmento de 35 aa, el denominado péptido de activacion (Schmidt y
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Bajaj 2003). El péptido de activacion es fuertemente glicosilado, y contiene dos glicanos ligados a N y hasta cuatro
glicanos ligados a O.

El “Factor IX” 0 “FIX”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a una glicoproteina del Factor IX plasmatico
humano que es un miembro de la via de coagulacion intrinseca y es esencial para la coagulacion de la sangre. El
“Factor IX(a)” incluye variantes alélicas naturales de FIX(a) que pueden existir y producirse de un individuo a otro. El
Factor 1X(a) puede derivarse de plasma o producirse de manera recombinante mediante el uso de métodos de
produccién y purificacién bien conocidos. El grado y ubicacion de la glicosilaciéon, gammacarboxilacion y otras
modificaciones postraduccionales puede variar en dependencia de la célula huésped elegida y sus condiciones de
crecimiento. A menos que se especifique o se indique de cualquier otra manera, Factor IX significa cualquier molécula
de proteina Factor IX humano funcional en su papel normal en la coagulacién, lo que incluye cualquier fragmento,
analogo y derivado de esta.

Un ejemplo de un “FIX de tipo silvestre” es la molécula FIX humana de longitud completa, como se muestra en la SEQ
ID NO: 161.

Se pretende que los términos “analogos de FIX”, como se usa en la presente descripcion, designen el Factor FIX que
tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 161, en donde uno o mas aminoacidos de la proteina parental se han sustituido
por otro aminoacido y/o en donde uno o mas aminoacidos de la proteina parental se han eliminado y/o en donde uno
0 mas aminoacidos se han insertado en la proteina y/o en donde uno o mas aminoacidos se han afiadido a la proteina
parental. Dicha adicién puede tener lugar ya sea en el extremo N terminal o en el extremo C terminal de la proteina
parental o en ambos. El “analogo” o “andlogos” dentro de esta definicién todavia tiene actividad FIX en su forma
activada. En una modalidad, una variante es al menos 90 % idéntica con la secuencia de la SEQ ID NO: 161. En una
modalidad adicional, una variante es al menos 95 % idéntica con la secuencia de la SEQ ID NO: 161. Como se usa
en la presente descripcion, cualquier referencia a posiciones especificas se refiere a la posicidn correspondiente en la
SEQ ID NO: 161. Los ejemplos no limitantes de variantes FIX(a) que tienen sustancialmente la misma actividad,
actividad de puenteo del FVIII o actividad proteolitica aumentada en comparacién con el Factor IX(a) humano de tipo
silvestre recombinante incluyen los descritos en Milanov P, Ivanciu L, Abriss D, Quade-Lyssy P, Miesbach W, Alesci
S, Tonn T, Grez M, Seifried E, Schittrumpf (2012) J.Blood 119: 602-11 y el documento US 2011/0217284 A1. A menos
que se especifique de cualquier otra manera, los dominios del Factor IX incluyen los residuos de aminoacidos
siguientes: El dominio Gla es la region desde el residuo Tyr1 hasta el residuo Lys43; el EGF1 es la region desde el
residuo GIn44 hasta el residuo Leu84; el EGF2 es la region desde el residuo Asp85 hasta el residuo Arg145; el péptido
de activacion es la region desde el residuo Ala146 hasta el residuo Arg180; y el dominio de proteasa es la region
desde el residuo Val181 hasta el residuo Thr414. La cadena ligera se refiere a la region que abarca el dominio Gla,
EGF1 y EGF2, mientras que la cadena pesada se refiere al dominio de proteasa.

El Factor IX puede derivarse de plasma o producirse de manera recombinante, mediante el uso de métodos de
produccién y purificacién bien conocidos. El grado y ubicacion de la glicosilacion, gammacarboxilacion y otras
modificaciones postraduccionales puede variar en dependencia de la célula huésped elegida y sus condiciones de
crecimiento.

Un kit de ensayo disponible comercialmente conocido como kit ‘Hyphen BioMed Chromogenic Factor IX (Aniara)
puede usarse para evaluar el nivel de actividad del polipéptido FIX. En este ensayo, el Factor Xla activa el Factor IX
en Factor IXa, que junto con el Factor VIII:C activado, fosfolipidos y Ca?*, activa el Factor X en Factor Xa. La cantidad
de Factor Xa generado se midié a 405 nm por la cantidad de pNA liberada del sustrato cromogénico especifico para
el Factor Xa SXa-11.

Los residuos gammacarboxilados en la secuencia FVIl mas abajo se representan por "y”.

SEQ ID NO: 161: Factor IX de coagulacién humano de tipo silvestre
YNSGKLyyFVQGNLYRyYCMyyKCSFyyARYyVFyNTYRT
TyYFWKQYVDGDQCESNPCLNGGSCKDDINSYECWCPFGFEGKNCELDVTCNIKNGRCEQFCKNSA
DNKVVCSCTEGYRLAENQKSCEPAVPFPCGRV SVSQTSKLTRAEAVFPDVDYV-
NSTEAETILDNITQSTQSFNDFTRVVGGEDAKPGQFPWQVVLNGK VDAFCGG-
SIVNEKWIVTAAHCVETGVKITVVAGEHNIEETEHTEQKRNVIRIIPHHNYN AAINKYNH DI-
ALLELDEPLVLNSYVTPICIADKEYNIFLKFGSGYVSGWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLVDRATCLR
STKFTYNNMFCAGFHEGGRDSCQGDSGGPHVTEVEGTSFLTGIISWGEECAMKGKYGIYTKVSRYV

NWIKEKTKLT
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En otra modalidad particular, el factor de coagulacion es un polipéptido FX. El Factor X (FX) de coagulacion es un
factor de coagulacién dependiente de la vitamina K con similitudes estructurales al Factor VII, protrombina, Factor IX
(FIX) y proteina C. Se sintetiza con una pre-pro-secuencia de 40 residuos que contiene una secuencia sefial hidréfoba
(Aa 1-31) que se dirige a la proteina para la secrecién. El propéptido es importante para dirigir la y-carboxilacion a la
cadena ligera del Factor X. El zimégeno de FX humano circulante se compone de 445 aminoacidos divididos en cuatro
dominios distintos que comprenden un dominio N-terminal rico en acido gamma-carboxiglutamico (Gla), dos dominios
EGF, y un dominio C-terminal de serina proteasa similar a tripsina. La forma de dos cadenas maduras del FX se
compone de una cadena ligera (Aa41-179) y una cadena pesada (Aa183-488) que se mantienen juntas mediante un
puente disulfuro (Cys'”? - Cys®4?). La cadena ligera contiene 11 residuos Gla, que son importantes para la union
dependiente de Ca?* del FX a membranas fosfolipidicas cargadas negativamente. El Factor X de coagulacion humano
de tipo silvestre tiene dos sitios de N-glicosilacion (Asn??' y Asn?3") y dos sitios de O-glicosilacion (Thr'®® y Thr2'") en
el péptido de activacion. La B-hidroxilacion se produce en Asp'® en el primer dominio EGF, lo que resulta en acido B-
hidroxiaspartico (Hya). La activacion del FX se produce por proteolisis limitada en Arg234-11e2% lo que libera un péptido
de activacion de 52 aminoacidos (Aa 183-234). En la via extrinseca, esto se produce tras la exposicion del factor tisular
(TF) en la membrana de células subendoteliales al plasma y la activacion posterior del FVlla. La activacion a través
de la via intrinseca se produce con la interaccion del Factor 1Xa, el Factor Vllla, el calcio y las superficies fosfolipidicas
acidas. La protrombina es el sustrato mas importante del Factor Xa, pero la activacién requiere del Factor Va cofactor
de FXa, calcio y superficie fosfolipica acida. La deficiencia de FX es un trastorno de sangrado autosémico recesivo
raro con una incidencia de 1:1 000 000 en la poblacién general (Dewerchin y otros (2000) Thromb Haemost 83: 185-
190). Aunque produce una tendencia de sangrado variable, los pacientes con una deficiencia de FX grave tienden a
ser los mas seriamente afectados entre los pacientes con defectos de coagulacion raros. La prevalencia de la
deficiencia de FX heterocigética es de aproximadamente 1:500, pero usualmente es asintomatica clinicamente.

Un ejemplo de un “FX de tipo silvestre” es la molécula FX humana de longitud completa, como se muestra en la SEQ
ID NO: 163.

“Polipéptido Factor X”, en la presente descripcion, se refiere a cualquier molécula de proteina Factor X funcional capaz
de activar la trombina, lo que incluye fragmentos, analogos y derivados de la SEQ ID NO: 163.

El término “analogo de FX”, como se usa en la presente descripcion, pretende designar el Factor FX que tiene la
secuencia de la SEQ ID NO: 163, en donde uno o mas aminoacidos de la proteina parental se han sustituido por otro
aminoacido y/o en donde uno o mas aminoacidos de la proteina parental se han eliminado y/o en donde uno o mas
aminoacidos se han insertado en la proteina y/o en donde uno 0 mas aminoacidos se han afadido a la proteina
parental. Dicha adicién puede tener lugar ya sea en el extremo N terminal o en el extremo C terminal de la proteina
parental o en ambos. El “analogo” o “analogos” dentro de esta definicién todavia tiene actividad FX en su forma
activada. En una modalidad, una variante es al menos 90 % idéntica con la secuencia de SEQ ID NO: 163. En una
modalidad adicional, una variante es al menos 95 % idéntica con la secuencia de SEQ ID NO: 163. Como se usa en
la presente descripciodn, cualquier referencia a posiciones especificas se refiere a la posicidon correspondiente en la
SEQ ID NO: 163.

El FX puede derivarse de plasma o producirse de manera recombinante, mediante el uso de métodos de produccion
y purificacion bien conocidos. El grado y ubicacion de la glicosilaciéon, gammacarboxilacién y otras modificaciones
postraduccionales puede variar en dependencia de la célula huésped elegida y sus condiciones de crecimiento.

En otra modalidad particular, el factor de coagulacion es un polipéptido del Factor XI. El Factor Xl (FXI) es el zimégeno
de una proteasa de coagulacion sanguinea, el Factor Xla (FXla), que contribuye a la hemostasia mediante la activacion
del Factor IX. El factor se produce por el higado (Emsley y otros (2010) Blood 115:2569-77). La proteina es un dimero
unido por enlaces disulfuro de 160 kDa de 607 subunidades de aminoacidos idénticas, donde cada una contiene 4
repeticiones de 90 o 91 aminoacidos denominadas dominios manzana (desde el N terminal: A1: Aa 20-103, A2: Aa
110-193, A3: Aa 200-283, A4: Aa 291-374) y un dominio C terminal catalitico similar a tripsina. La proteina se expresa
con un péptido senal Aa1-18. La estructura es diferente a las de las proteasas de coagulacion dependientes de
vitamina K bien caracterizadas. El FXI circula en sangre como un complejo con el kininégeno de alto peso molecular
(HK). La precalicreina (PK), el zimdgeno de la proteasa calicreina, es un homdélogo monomeérico del FXI con la misma
estructura de dominio que también circula en complejo con el HK. El factor zimégeno se activa en Factor Xla por el
Factor Xlla (FXlla), la trombina, y también es autocatalitico. La activacion de la escisién se produce en el bucle de
activacion que contiene el sitio de escision Arg369-1le370. Dado que la deficiencia en FXI provoca un sangrado
relativamente leve, el FXI tiene un papel especulativo en la generacion temprana de fibrina. Se postula que el FXla es
parte de un bucle de retroalimentaciéon que mantiene la generacion de trombina a través de la activacion del FIX para
consolidar la coagulacion. Determinados tejidos con actividad fibrinolitica sélida parecen importantes para la actividad
de FXla, lo que incluye orofaringe y tracto urinario, ya que estos son sitios comunes de sangrado en pacientes
deficientes en FXI. La deficiencia de FXI congénita se asocia con un trastorno de sangrado leve a moderado. Se han
informado mas de 180 otras mutaciones génicas de FXI| asociadas con la deficiencia de FXI (http://www.factorxi.org,
http://www.isth.org), lo que incluye mas de 100 sustituciones de aminoacidos simples (sin sentido). La deficiencia grave
prevalece en las personas de ascendencia judia (Seligsohn y otros (2007) Thromb Haemost. 98:84—-89). La tasa de
portador es de aproximadamente 5 % en judios Ashkenazi, con deficiencia grave (homocigota) encontrada en 1 de
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cada 450 personas. Como un ejemplo, una mutacion severa en Glu117Stop resulta en una proteina truncada y los
homocigotos carecen completamente de antigeno FXI plasmatico.

El Factor Xla activa el Factor IX mediante la escision selectiva de Arg'4%-Ala’#6 y Arg'80-val'81,

El término “andlogo de FXI”, como se usa en la presente descripcion, pretende designar el Factor XI que tiene la
secuencia de la SEQ ID NO: 165, en donde uno o mas aminoacidos de la proteina parental se han sustituido por otro
aminoacido y/o en donde uno o0 mas aminoacidos de la proteina parental se han eliminado y/o en donde uno o mas
aminoacidos se han insertado en la proteina y/o en donde uno 0 mas aminoacidos se han afadido a la proteina
parental. Dicha adicién puede tener lugar ya sea en el extremo N terminal o en el extremo C terminal de la proteina
parental o en ambos. El “analogo” o “analogos” dentro de esta definicién todavia tiene actividad FX en su forma
activada. En una modalidad, una variante es al menos 90 % idéntica con la secuencia de la SEQ ID NO: 165. En una
modalidad adicional, una variante es al menos 95 % idéntica con la secuencia de SEQ ID NO: 165. Como se usa en
la presente descripcion, cualquier referencia a una posicion especifica se refiere a la posicion correspondiente en la
SEQ ID NO: 165.

El FXI puede derivarse de plasma o producirse de manera recombinante, mediante el uso de métodos de produccion
y purificacién bien conocidos. El grado y ubicacion de la glicosilacion, y otras modificaciones postraduccionales puede
variar en dependencia de la célula huésped elegida y sus condiciones de crecimiento.

El término "identidad", como se conoce en la técnica, se refiere a una relacion entre las secuencias de dos o mas
proteinas, segun se determina mediante la comparacion de las secuencias. En la técnica, "identidad" significa,
ademas, el grado de relaciéon de las secuencias entre las polipéptidos, segun se determina por la cantidad de
coincidencias entre las cadenas de dos o mas residuos de aminoacidos. La "identidad" mide el por ciento de
coincidencias idénticas entre la mas pequefia de dos 0 mas secuencias con los alineamientos de huecos (en caso de
existir) dirigidos por un modelo matematico en particular o un programa de computadora (es decir, "algoritmos"). La
identidad de polipéptidos relacionados puede calcularse facilmente mediante métodos conocidos. Dichos métodos
incluyen los descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York,
1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993;
Computer Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994;
Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; Sequence Analysis Primer, Gribskov,
M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, Nueva York, 1991; y Carillo y otros, SIAM J. Applied Math. 48, 1073 (1988).

Los métodos preferidos para determinar la identidad se disefian para dar la mayor coincidencia entre las secuencias
analizadas. Los métodos para determinar la identidad se describen en programas de computadora disponibles
publicamente. Los métodos de programas de computadora preferidos para determinar la identidad entre dos
secuencias incluyen el paquete de programas GCG, lo que incluye GAP (Devereux y otros, Nucl. Acid. Res., 12, 387,
(1984); Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison, Wis.), BLASTP, BLASTN, y FASTA (Altschul y
otros, J. Mol. Biol. 215, 403-410, (1990)). El programa BLASTX esta disponible publicamente del Centro Nacional para
la Informacion Biotecnoldgica (NCBI) y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul y otros, NCB/NLM/NIH Bethesda, Md.
20894; Altschul y otros, mas arriba). También puede usarse el bien conocido algoritmo de Smith Waterman para
determinar la identidad.

Por ejemplo, mediante el uso del algoritmo informatico GAP (Genetics Computer Group, Universidad de Wisconsin,
Madison, Wis.), dos polipéptidos, para los cuales se va a determinar el por ciento de identidad de secuencia, se alinean
para una coincidencia 6ptima de sus aminoacidos respectivos (el "rango coincidente", segun se determina por el
algoritmo). Una penalizacion por abertura de hueco (que se calcula como 3 veces la diagonal promedio; la "diagonal
promedio” es el promedio de la diagonal de la matriz de comparacion que se usa; la "diagonal" es la puntuaciéon o
numero asignado a cada coincidencia perfecta de aminoacidos por la matriz de comparacién en particular) y una
penalizacién por extension del hueco (que es usualmente {la fraccidon (1/10)} veces la penalizaciéon por abertura de
hueco), asi como también una matriz de comparacién tal como PAM 250 o BLOSUM 62 se usan junto con el algoritmo.
El algoritmo también usa una matriz de comparacion estandar (ver Dayhoff y otros, Atlas of Protein Sequence and
Structure, vol. 5, sup.3 (1978) para la matriz de comparacion PAM 250; Henikoff y otros, Proc. Natl. Acad. Sci EE.UU.,
89, 10915-10919 (1992) para la matriz de comparacion BLOSUM 62).

Los parametros preferidos para una comparacion de secuencias de péptidos incluyen los siguientes: Algoritmo:
Needleman y otros, J. Mol. Biol. 48, 443-453 (1970); Matriz de comparacion: BLOSUM 62 de Henikoff y otros, PNAS
EE.UU. 89, 10915-10919 (1992); Penalizaciéon por hueco: 12, Penalizacion por longitud del hueco: 4, Umbral de
similitud: 0.

El programa GAP es util con los parametros anteriores. Los parametros mencionados anteriormente son los
parametros predeterminados para las comparaciones de proteinas (junto con sin penalizaciéon por huecos en los
extremos) mediante el uso del algoritmo GAP.

Por lo tanto, las proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcion comprenden (i) al menos un
componente del factor de coagulacién y (ii) un anticuerpo o fragmento de este capaz de unirse a un receptor, y/o un
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fragmento de este, en donde el receptor se presenta solamente (en el sentido no ubicuo de la palabra) en la superficie
de plaquetas activadas. En una modalidad preferida, dicho receptor es el TLT-1. Las proteinas procoagulantes
descritas en la presente descripcidon se modifican, preferentemente, de manera que sus partes constituyentes pueden
funcionar independientemente una de otra. Por ejemplo, dicho componente del factor de coagulacion es capaz de
regular positivamente la coagulacion de la sangre. Igualmente, dicho componente de “anticuerpo” es, preferentemente,
capaz de unirse a un receptor tal como el TLT-1, sin impedimento por la presencia de dicho componente del factor de
coagulacion. El extremo carboxi del componente del factor de coagulacion puede unirse covalentemente al extremo
amino del componente de anticuerpo del constructo, o viceversa. Dicho componente de anticuerpo del constructo,
preferentemente, no se unira o demostrara poca afinidad por cualquier otro receptor desencadenante expresado en
células mieloides (TREM). El constructo puede o no comprender un enlazador entre dicho factor de coagulacion y
dichos constituyentes de anticuerpos. Dicho enlazador opcional puede ser uno cualquiera de los enlazadores descritos
en la Tabla 3, o puede ser cualquier otro enlazador que se une tanto al factor de coagulacién como a las partes
constituyentes del anticuerpo del constructo, de manera que ambos sean funcionales. En una modalidad, el factor de
coagulacién y los componentes anti-TLT-1 se expresan como proteinas de fusion. En una modalidad, el factor de
coagulacioén y los componentes anti-TLT-1 se conjugan quimicamente.

Las proteinas procoagulantes en donde la parte (ii) es un mAb pueden comprender dos polipéptidos del factor de
coagulacion (parte (i)). El factor de coagulacion puede fusionarse a una HC del mAb; el factor de coagulacion puede
fusionarse a una LC del mAb. El factor de coagulaciéon puede fusionarse a un anticuerpo, o fragmento de este, que, a
su vez, se fusiona a una HC del mAb o a una LC del mAb.

Por lo tanto, una proteina procoagulante de la presente invencion puede comprender (i) al menos un polipéptido FV y
(i) un anticuerpo, o fragmento de este, que es capaz de unirse al TLT-1.

Una proteina procoagulante de la presente invencion puede comprender (i) al menos un polipéptido FVII y (ii) un
anticuerpo, o fragmento de este, que es capaz de unirse al TLT-1.

Una proteina procoagulante de la presente invencién puede comprender (i) al menos un polipéptido FVIII y (ii) un
anticuerpo, o fragmento de este, que es capaz de unirse al TLT-1.

Una proteina procoagulante de la presente invencion puede comprender (i) al menos un polipéptido FIX y (i) un
anticuerpo, o fragmento de este, que es capaz de unirse al TLT-1.

Una proteina procoagulante de la presente invencion puede comprender (i) al menos un polipéptido FX y (ii) un
anticuerpo, o fragmento de este, que es capaz de unirse al TLT-1.

Una proteina procoagulante de la presente invencidon puede comprender (i) al menos un polipéptido FXI y (ii) un
anticuerpo, o fragmento de este, que es capaz de unirse al TLT-1.

Las proteinas procoagulantes pueden comprender, ademas, un enlazador. Ejemplos no limitantes de secuencias de
aminoacidos enlazadoras, que pueden usarse cuando las proteinas procoagulantes se fabrican como proteinas de
fusion, se muestran en la Tabla 3. Por lo tanto, dicho enlazador puede ser L1. El enlazador puede ser L2. El enlazador
puede ser L3. El enlazador puede ser L4. El enlazador puede ser L5. El enlazador puede ser L6. El enlazador puede
ser L7. El enlazador puede ser L8. El enlazador puede ser L9. El enlazador puede ser L10.

Tabla 3: Ejemplos no limitantes de enlazadores opcionales

ID del enlazador | Longitud (AA) | Secuencia enlazadora

LO 0 sin enlazador

L1 2 GS

L2 7 GSGGGGS

L3 12 GSGGGGSGGGGS

L4a 17 GSGGGGSGGGGSGGGGS

L4b 17 GGGGSGGGGSGGGGSGS

L5 22 GGGGSGSGGGGSGGGGSGGGGS

L6 27 GGGGSGGGGSGSGGGGSGGGGSGGGGS

L7 32 GGGGSGGGGSGGGGSGSGGGGSGGGGSGGGGS

L8 37 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGSGGGGSGGGGSGGGGS
L9 42 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGSGGGGSGGGGSGGGGS
L10 16 YGPPSPSSPAPEFLGG
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Como se menciond anteriormente, la parte extracelular del TLT-1 se compone de un dominio similar a inmunoglobulina
y un tallo. Las proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcion pueden ser capaces de unirse a
cualquiera de estos. Cuando la parte (ii) de la proteina procoagulante es capaz de unirse al dominio similar a
inmunoglobulina, un enlazador mas largo puede permitir a la parte (i) de dicha proteina de fusion adoptar una posicion
y orientacion relevante funcionalmente sobre la superficie de la plaqueta activada, lo que facilita de esta manera su
funcion.

Una proteina procoagulante que es capaz de unirse al tallo del TLT-1 esta adyacente a la membrana de plaquetas.
Una proteina procoagulante que es capaz de unirse al tallo puede comprender un enlazador, pero la inclusiéon de un
enlazador no afecta necesariamente la funcion de la parte del factor de coagulacién de la proteina de fusion.

Como se describié anteriormente, las proteinas procoagulantes descritas en la presente descripcién son capaces de
unirse a un receptor que se presenta en plaquetas que experimentan activacién o que estan completamente activas,
tal como el TLT-1. El término "afinidad de union" pretende referirse a la propiedad de las proteinas procoagulantes, o
el componente de anticuerpo de las proteinas procoagulantes, de unirse o no a su objetivo. La afinidad de union puede
cuantificarse mediante la determinacién de la constante de union (Kp) para un componente de anticuerpo y su objetivo.
De manera similar, la especificidad de unién de un componente de anticuerpo a su objetivo puede definirse en términos
de las constantes de unién comparativas (Ko) del anticuerpo para su objetivo en comparacion con la constante de
union con respecto al anticuerpo y otra molécula no objetivo.

Tipicamente, la Kb para el anticuerpo con respecto al objetivo sera de 2 veces, preferentemente, 5 veces, con mayor
preferencia, 10 veces menor que la Ko con respecto a la otra molécula no objetivo, tal como material no relacionado o
material acompanante en el ambiente. Con mayor preferencia, la Ko sera 50 veces menor, aiin con mayor preferencia,
100 veces menor, y aun con mayor preferencia, 200 veces menos.

El valor de esta constante de unién puede determinarse directamente mediante métodos bien conocidos, y puede
calcularse incluso para mezclas complejas mediante métodos tales como aquellos, por ejemplo, expuestos en Caceci
y otros (Byte 9:340-362, 1984). Por ejemplo, la Ko puede establecerse mediante el uso de un ensayo de union a filtro
de nitrocelulosa de doble filtro tal como el descrito por Wong y Lohman (Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90, 5428-5432,
1993). Otros ensayos estandar para evaluar la capacidad de unién de anticuerpos hacia los objetivos se conocen en
la técnica e incluyen, por ejemplo, ELISA, transferencias de Western, RIA y analisis de citometria de flujo. La cinética
de unién (por ejemplo, las constantes de tasa de asociacion y de tasa de disociacién) y la afinidad de union del
anticuerpo pueden evaluarse, ademas, mediante ensayos estandar conocidos en la técnica, tales como analisis de
resonancia de plasmoén de superficie (SPR).

Puede realizarse un ensayo de unién competitiva en el que la unién del anticuerpo al objetivo se compara con la union
del objetivo por otro ligando conocido del objetivo, u otro anticuerpo.

Los valores de Kp para el anticuerpo, o fragmento de este, también pueden ser al menos 1 x 10-'® M, tal como al menos
1 x 10""* M, tal como al menos 1 x 10-'3 M, tal como al menos 1 x 1012 M, tal como al menos 1 x 10-'" M, tal como al
menos 1 x 109 M, tal como aproximadamente 3 x 10 M, tal como al menos 1 x 10°° M, o al menos 1 x 108 M. Un
anticuerpo puede tener una Kd (o Ki) por su objetivo de 1 x 107 M o menos, 1 x 108 M o menos 0 1 x 10°° M o menos.

Los valores de Kp preferidos para el anticuerpo, o fragmento de este, pueden ser 1 x 10"*M a 1 x 10""*M, tal como 1
x10"¥Ma1x10"M1x10"Ma1x10'2M, tal como 1 x 10"2M a1 x 10" M, tal como 1 x 10" M a 1 x 10710 M, tal
como 1x 10"°M a 1 x 10° M tal como aproximadamente 3 x 10° M, tal como 1 x 10°M a 2 x 108 M.

Un anticuerpo o fragmento de este que se une especificamente a su objetivo puede unirse a su objetivo con una alta
afinidad, tal como una Ko como se discutio anteriormente, y puede unirse a otras moléculas no objetivo con una menor
afinidad. Por ejemplo, el anticuerpo puede unirse a moléculas no objetivo con una Kp de 1 x 10 M o mas, con mayor
preferencia, 1 x 10° M o mas, con mayor preferencia, 1 x 10* M o mas, con mayor preferencia, 1 x 103 M o mas, aun
con mayor preferencia, 1 x 102 M o mas. Una proteina procoagulante descrita en la presente descripcion es,
preferentemente, capaz de unirse a su objetivo con una afinidad que es al menos dos veces, 10 veces, 50 veces, 100
veces, 200 veces, 500 veces, 1000 veces o 10 000 veces o mayor que su afinidad por unirse a otra molécula no
objetivo, tal como otras TREM diferentes de TLT-1.

Los efectos funcionales de las proteinas procoagulantes de la invencion pueden evaluarse por medio de diversos
experimentos in vitro e in vivo. Los experimentos in vitro pueden disefiarse para evaluar la funcién de las proteinas de
fusidon como un todo, asi como también sus partes de componente (i) de factor de coagulacion vy (ii) de anticuerpo. In
vivo, las proteinas de fusion pueden analizarse en un modelo de sangrado de cola en ratones hemofilicos que se
transfunden con plaguetas humanas. Ademas, in vivo, las proteinas de fusion pueden analizarse en un modelo de
sangrado de cola en ratones hemofilicos con el gen TLT-1 humano insertado (“humanizado” con respecto al TLT-1).

Como se menciono anteriormente, las proteinas procoagulantes pueden proporcionarse en forma de proteinas de

fusidn o conjugados quimicos. En el caso anterior, la invencion se refiere, ademas, a polinucleétidos que codifican las
proteinas procoagulantes de la invenciéon. Por lo tanto, un polinucleétido puede codificar cualquier proteina
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procoagulante como se describe en la presente descripcion. Los términos “molécula de acido nucleico” y
“polinucledtido” se usan indistintamente en la presente descripcién y se refieren a una forma polimérica de nucleétidos
de cualquier longitud, ya sea desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, o analogos de estos. Los ejemplos no limitantes
de polinucledtidos incluyen un gen, un fragmento génico, ARN mensajero (ARNm), ADNc, polinucleétidos
recombinantes, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia,
sondas de acido nucleico, y cebadores. Un polinucleétido puede proporcionarse en forma aislada o purificada.

Una secuencia de acido nucleico que “codifica” un polipéptido seleccionado es una molécula de acido nucleico que se
transcribe (en el caso del ADN) y se traduce (en el caso del ARNm) en un polipéptido in vivo, cuando se coloca bajo
el control de secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la secuencia codificante se determinan por un codén
de iniciacion en el extremo 5' (amino) y un codén de detencién de la traduccién en el extremo 3' (carboxi). Para los
propositos de la invencion, dichas secuencias de acido nucleico pueden incluir ADNc a partir de ARNm viral, procariota
0 eucariota, secuencias gendmicas de ADN o ARN viral o procariota, e incluso secuencias de ADN sintéticas. Una
secuencia de terminacion de la transcripcién puede ubicarse en direccion 3' a la secuencia codificante.

Los polinucledtidos pueden sintetizarse de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica, como se describe a
manera de ejemplo en Sambrook y otros (1989, Molecular Cloning - a laboratory manual; Cold Spring Harbor Press).

Las moléculas de acido nucleico pueden proporcionarse en forma de un casete de expresion que incluye secuencias
control unidas operativamente a la secuencia insertada, lo que permite de esta forma la expresion del anticuerpo in
vivo. Estos casetes de expresion, a su vez, se proporcionan tipicamente dentro de vectores (por ejemplo, plasmidos
o vectores virales recombinantes). Dicho casete de expresion puede administrarse directamente a un sujeto huésped.
Alternativamente, un vector que comprende un polinucleétido puede administrarse a un sujeto huésped.
Preferentemente, el polinucleétido se prepara y/o se administra mediante el uso de un vector genético. Un vector
adecuado puede ser cualquier vector que sea capaz de portar una cantidad suficiente de informaciéon genética, y
permitir la expresion de un polipéptido de la invencion.

La presente invencién incluye, por lo tanto, vectores de expresion que comprenden dichas secuencias de
polinucledtidos. Dichos vectores de expresion se construyen rutinariamente en la técnica de biologia molecular y
pueden implicar, por ejemplo, el uso de ADN plasmidico e iniciadores, promotores, potenciadores y otros elementos
apropiados, tales como, por ejemplo, sefiales de poliadenilacion que pueden ser necesarias, y que se ubican en la
orientacion correcta, para permitir la expresion de un péptido de la invencion. Otros vectores adecuados serian
evidentes para los expertos en la técnica. A manera de un ejemplo adicional con respecto a esto, nos referimos a
Sambrook y otros.

La invencion incluye, ademas, células aisladas que se han modificado para expresar proteinas de fusién de acuerdo
con la invencién. Dichas

células incluyen lineas celulares eucariotas superiores, transitorias, o preferentemente, estables, tales como células
de mamiferos o células de insectos; células eucariotas inferiores, tales como levadura; o células procariotas tales
como células bacterianas. Los ejemplos particulares de células que pueden modificarse mediante la insercidon de
vectores o casetes de expresion que codifican un constructo de la invencién incluyen células HEK293T, CHO, HeLay
COS de mamiferos. Preferentemente, la linea celular seleccionada sera una que no sélo es estable, sino que permite
ademas la glicosilacion madura y la expresién en la superficie celular de un polipéptido.

Dichas lineas celulares pueden cultivarse mediante el uso de métodos de rutina para producir una proteina de fusion
o constructo como se describe en la presente descripcion. Alternativamente, los polinucleétidos, casetes de expresion
o vectores pueden administrarse a una célula a partir de un sujeto ex vivo y regresar después la célula al cuerpo del
sujeto.

Alternativamente, las proteinas procoagulantes pueden obtenerse mediante conjugaciéon quimica del anticuerpo (tal
como un mAb), o un fragmento de este, y el factor de coagulacién. En este caso, un enlazador entre las dos proteinas
puede contener uno o0 mas restos quimicos que no se presentan en aquellos aminoacidos que se codifican por el ADN.

En una modalidad, un resto quimico usado en el enlazador comprende la estructura birradical con la estructura

O *
o \/\O/\/
en donde * muestra las posiciones de conexion de este birradical.

El término “birradical” se refiere a un compuesto quimico con electrones pares con dos centros radicales libres que
actuan independientemente uno de otro.
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En otra modalidad, un resto quimico usado en el enlazador comprende un polimero: una macromolécula compuesta
de unidades estructurales repetidas que se conectan tipicamente mediante enlaces quimicos covalentes. Dicho
polimero puede ser hidréfilo.

El término hidrofilo o "soluble en agua" se refiere a restos que tienen algun grado detectable de solubilidad en agua.
Los métodos para detectar y/o cuantificar la solubilidad en agua se conocen bien en la técnica.

Los polimeros solubles en agua ilustrativos de acuerdo con la invencién incluyen péptidos, sacaridos, (poli)éteres,
(poli)aminas y acidos (poli)carboxilicos. Los péptidos pueden tener secuencias mezcladas y componerse de un Unico
aminoacido, por ejemplo, (poli)lisina. Un polisacarido ilustrativo es el acido (poli)sialico. Un (poli)éter ilustrativo es el
(poli)etilenglicol. La (poli)etilenimina es una poliamina ilustrativa, y el acido (poli)acrilico es un acido (poli)carboxilico
representativo.

El polimero hidréfilo de acuerdo con la presente invencion es, preferentemente, de origen no natural. En un ejemplo,
el grupo modificador de origen no natural es un grupo modificador polimérico, en el que al menos un resto polimérico
no es de origen natural. En otro ejemplo, el grupo modificador de origen no natural es un carbohidrato modificado. El
locus de funcionalizacién con el grupo modificador se selecciona de manera que no evita que el "azicar modificado"
se afiada enzimaticamente a un polipéptido. "Azdcar modificado" se refiere, ademas, a cualquier resto glicosilo
mimético que se funcionaliza con un grupo de modificacion y que es un sustrato para una enzima natural o modificada,
tal como una glicosiltransferasa.

Muchos otros polimeros también son adecuados para la invencion. Las cadenas principales poliméricas que son no
peptidicas y solubles en agua, son particularmente Utiles en la invencién. Los ejemplos de polimeros adecuados
incluyen otros poli(alquilenglicoles), tales como poli(propilenglicol) ("PPG"), copolimeros de etilenglicol y propilenglicol,
poli(poliol oxietilado), poli(alcohol oléfmico), poli(vinilpirrolidona), poli(hidroxipropilmetacrilamida), poli([alfa]-hidroxi
acido), poli(alcohol vinilico), polifosfaceno, polioxazolina, poli(N-acriloilmorfolina), tal como se describe en la Patente
de Estados Unidos Num. 5,629,384, la cual se incorpora como referencia en su totalidad, en la presente descripcion,
asi como también, copolimeros, terpolimeros, y sus mezclas.

El enlazador polimérico puede alterar una propiedad de la proteina procoagulante, tal como su biodisponibilidad, su
actividad bioldgica o su vida media en el cuerpo.

El enlazador polimérico es, preferentemente, lineal.

Aunque el peso molecular de cada cadena polimérica individual puede variar, esta tipicamente en el intervalo de
aproximadamente 1000 Da (1 kDa) a aproximadamente 40 000 Da (40 kDa), tal como de aproximadamente 1000 Da
a aproximadamente 12 000 Da; tal como de aproximadamente 2000 a aproximadamente 11 000 Da; tal como de
aproximadamente 2000 a aproximadamente 3000 Da; de aproximadamente 3000 a aproximadamente 4000 Da; de
aproximadamente 4000 a aproximadamente 5000 Da; de aproximadamente 5000 a aproximadamente 6000 Da; de
aproximadamente 6000 a aproximadamente 7000 Da; de aproximadamente 7000 a aproximadamente 8000 Da; de
aproximadamente 8000 a aproximadamente 9000 Da; de aproximadamente 9000 a aproximadamente 10 000 Da; o
de aproximadamente 10 000 a aproximadamente 11 000 Da. Debe entenderse que estos tamafos representan
estimaciones en lugar de medidas exactas. De acuerdo con una modalidad preferida, las moléculas de acuerdo con
la invencién se conjugan con una poblacién heterogénea de polimeros hidrofilos.

En una modalidad particular, un resto quimico usado en el enlazador comprende polietilenglicol (PEG).

El término “PEG”, en la presente descripcion, se refiere a un birradical que comprende la estructura

n

en donde n’ es un entero mayor que 1.

El PEG se prepara mediante polimerizacién de 6xido de etileno y esta disponible comercialmente en un amplio
intervalo de pesos moleculares. El PEG para su uso de acuerdo con la presente invencion es, preferentemente, lineal.

Ademas, “PEG” puede referirse a un compuesto de polietilenglicol, o derivado de este, con o sin agentes de

acoplamiento, restos de acoplamiento o activadores (por ejemplo, con un resto de acido carboxilico/éster activo, ceto,
alcoxiamina, tiol, triflato, tresilato, aziridina, oxirano, alquino, azida o maleimida).
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En una modalidad particular, el PEG para su uso de acuerdo con la invencion es monodisperso. En otra modalidad
particular, el PEG para su uso de acuerdo con la invencion es polidisperso.

El PEG polidisperso se compone de moléculas de PEG que tienen diversos pesos moleculares. La distribucion de
tamafo puede caracterizarse estadisticamente por su peso molecular promedio ponderal (Mw) y su peso molecular
promedio numérico (Mn), cuya relacion se denomina indice de polidispersion (Mw/Mn) (ver por ejemplo, “Polymer
Synthesis and Characterization”, J. A. Nairn, Universidad de Utah, 2003). El Mw y el Mn pueden medirse mediante
espectroscopia de masa.

El indice de polidispersion puede ser un nimero que es mayor o igual a uno y puede estimarse a partir de los datos
cromatograficos de permeacion en gel. Cuando el indice de polidispersion es 1, el producto es monodisperso y por lo
tanto se compone de compuestos con un peso molecular Unico. Cuando el indice de polidispersion es mayor que 1,
el polimero es polidisperso, y el indice de polidispersion indica cuan amplia es la distribucién de polimeros con
diferentes pesos moleculares. El indice de polidispersion aumenta tipicamente con el peso molecular del PEG. En
modalidades particulares, el indice de polidispersion del PEG para su uso de acuerdo con la invencion es i) inferior a
1,06, ii) inferior a 1,05, iii) inferior a 1,04, iv) inferior a 1,03 o v) entre 1,02 y 1,03.

Se dispone de diferentes formas de PEG, en dependencia del iniciador usado para el proceso de polimerizacion.

Numerosos métodos para la conjugacion de sustituyentes de PEG se describen en Advanced Drug Delivery Reviews,
2002, 54, 459 —476, Nature Reviews Drug Discovery, 2003, 2, 214-221 DOI:10.1038/nrd1033, Adv Polym Sci, 2006,
192, 95-134, DOI 10.1007/12_022, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg, 2005, y referencias en ellas. Alternativamente,
la conjugacion del sustituyente polimérico hidréfilo podria llevarse a cabo mediante el uso de métodos enzimaticos.
Dichos métodos son, por ejemplo, el uso de glicosiltransferasas como se describe en el documento WO2003/031464
o el uso de transglutaminasas como se describe en el documento W0O2006134148.

Para efectuar la unién covalente de la(s) molécula(s) polimérica(s) al polipéptido, los grupos hidroxilo terminales de la
molécula polimérica se proporcionan en forma activada, es decir, con grupos funcionales reactivos. Las moléculas
poliméricas activadas adecuadas se disponen comercialmente, por ejemplo, de Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, EE.UU., Rapp Polymere GmbH, Tubingen, Alemania, o de PolyMASC Pharmaceuticals plc, Reino Unido.
Alternativamente, las moléculas poliméricas pueden activarse por métodos convencionales conocidos en la técnica,
por ejemplo, como se describe en el documento WO 90/13540. Los ejemplos especificos de polimeros de PEG
activados se describen en la Patente de Estados Unidos Num. 5,932,462 y la Patente de Estados Unidos Num.
5,643,575. Ademas, las publicaciones siguientes describen moléculas de polimero utiles y/o productos quimicos por
PEGilacion: WO2003/031464, W02004/099231.

La conjugacion del anticuerpo monoclonal, fragmento de este o factor de coagulacion con las moléculas poliméricas
activadas puede realizarse mediante el uso de cualquier método convencional, por ejemplo, como se describe en las
referencias siguientes (que describen, ademas, los métodos adecuados para la activacion de moléculas poliméricas):
R. F. Taylor, (1991), "Protein immobilisation. Fundamental and applications", Marcel Dekker, N.Y.; S. S. Wong, (1992),
"Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking", CRC Press, Boca Raton; G. T. Hermanson y otros, (1993),
"Immobilized Affinity Ligand Techniques", Academic Press, N.Y., ‘Bioconjugate Techniques, Segunda Edicién, Greg
T. Hermanson, 2008, Amsterdam, Elsevier). El experto estara al tanto de que el método de activacion y/o la quimica
de conjugacion a usarse depende del(de los) grupo(s) de unidn del polipéptido (ejemplos de los cuales se
proporcionaron adicionalmente anteriormente), asi como también de los grupos funcionales del polimero (por ejemplo,
que sean amina, hidroxilo, carboxilo, aldehido, sulfhidrilo, succinimidilo, maleimida, vinilsulfona o haloacetato). La
PEGilacion puede dirigirse hacia la conjugacién a todos los grupos de union disponibles en el polipéptido (es decir,
dichos grupos de unién que se exponen en la superficie del polipéptido) o pueden dirigirse hacia uno o mas grupos de
unioén especificos, por ejemplo, el grupo amino N-terminal. Ademas, la conjugacion puede lograrse en una etapa o de
manera escalonada.

En otra modalidad, un resto quimico usado como enlazador es el almidon de hidroxietilo. El término “almidén de
hidroxietilo” (HES/HAES), como se usa en la presente descripcion, se refiere a un derivado de almidén no iénico. Los
diferentes tipos de almidones de hidroxietilo se describen tipicamente por su peso molecular promedio, tipicamente
alrededor de 130 a 200 kDa.

En otra modalidad, un resto quimico usado en el enlazador comprende &cido polisialico.

En otra modalidad, un resto quimico usado en el enlazador se une a al menos una de las proteinas de un glicano: un
polisacéarido o un oligosacarido que se une a una proteina.

En otra modalidad, un resto quimico usado en el enlazador se une a al menos una de las proteinas de un glicano
ligado a O.

En otra modalidad, un resto quimico usado en el enlazador se une a al menos una de las proteinas de un glicano
ligado a N.
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Tanto los N-glicanos como los O-glicanos se unen a proteinas tales como mAb y factores de coagulacién mediante
las células que producen estas proteinas. La maquinaria de N-glicosilacion celular reconoce y glicosila sefiales de N-
glicosilacion (motivos N-X-S/T) en la cadena de aminoacidos, a medida que la proteina naciente se transloca desde
el ribosoma al reticulo endoplésmico (Kiely y otros 1976; Glabe y otros 1980). Igualmente, los O-glicanos se unen a
sitios de O-glicosilacion especificos en la cadena de aminoacidos, pero los motivos que desencadenan la O-
glicosilacion son mucho mas heterogéneos que las sefiales de N-glicosilacion, y nuestra capacidad para predecir sitios
de O-glicosilacién en las secuencias de aminoacidos todavia es inadecuada (Julenius y otros 2004). Los métodos de
conjugacion de polipéptidos con varios grupos poliméricos laterales se describen, por ejemplo, en el documento
WO00331464.

En otra modalidad, un resto quimico usado en el enlazador comprende un resto quimico, que se usa para unir dicho
enlazador a al menos una de las proteinas con una estructura seleccionada de los birradicales:

O
fN\ * {-—Nx\ *
*\Q» © N~ "N N7 N
A = =
O r H A " Ia 1]

En una modalidad, el enlazador comprende la estructura birradical de

en donde * muestra las posiciones de conexion de este birradical.

En otra modalidad, el enlazador comprende la estructura

en donde * muestra las posiciones de conexion de este birradical.

Un compuesto de la férmula general

[ mAb anti-TLT1 (fragmento) } Enlazador —m

en donde “mAb anti-TLT-1 (fragmento)” puede ser un mAb de tamafo completo contra TLT-1 o un fragmento o un
analogo derivado de este intelectualmente, tal como un fragmento FAB o un sc-FAB con ninguna, una o mas
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mutaciones puntuales, el enlazador puede ser un polimero soluble en agua tal como PEG, acido polisialico, o un
almidon de hidroxietilo, y la proteina es cualquier proteina que se cree tiene una o mas propiedades mejoradas cuando
se une al mAb anti-TLT-1 (fragmento), puede prepararse, por ejemplo, en un procedimiento en dos etapas.

Durante la primera etapa, un enlazador, con dos grupos reactivos diferentes RS1 y RS2, puede unirse al mAb anti-
TLT-1 (fragmento). La reaccion puede ejecutarse con selectividad de sitio baja o de forma selectiva, de manera que
RS1 solo reacciona en una o pocas posiciones del mAb anti-TLT-1 (fragmento). Como un ejemplo no exclusivo, RS1
podria ser un aldehido y reaccionar por aminaciéon reductora solamente con el N-terminal del mAb anti-TLT-1
(fragmento) mediante aminacion reductora, conocida por un experto en la técnica. En otro ejemplo no exclusivo, RS1
podria ser un grupo maleimida, que puede reaccionar con un tiol libre en el mAb anti-TLT-1 (fragmento).

[mAb anti-TLT1 (iragmentoﬂ + R34 —E”égfa'—RSE [mx-'l.b anti-TLT1 [fragmenio}}Enéaza—_Rsz
or

Durante la segunda etapa, el grupo reactivo RS2 puede hacerse reaccionar con baja selectividad de sitio o selectividad
de sitio con una molécula FVlla. Como un ejemplo no exclusivo, una reaccién selectiva de sitio en FVlla puede
obtenerse cuando RS2 es un derivado de acido sialico, que puede reaccionar en presencia de una enzima adecuada
tal como ST3Gal-lll con glicanos ligados a N, que no terminan exclusivamente con acidos sialicos.

[m.#\b anti-TLT1 (fragmenm%Erg%%a‘—Rsz + - EnAb anti-TLT1 {fragmento]]»ETﬁfa_

El orden de union del enlazador a las dos proteinas, especificamente el mAb anti-TLT-1 (fragmento) y la proteina
pueden cambiarse, lo que une de esta manera la molécula RS1-Enlazador-RS2 primero a la molécula de proteina y
luego al mAb anti-TLT-1 (fragmento).

En otro aspecto, la presente invencion proporciona composiciones y formulaciones que comprenden moléculas de la
invencion, tales como las proteinas de fusion, polinucleotidos, vectores y células descritos en la presente descripcion.
Por ejemplo, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende una o mas proteinas de fusion
de la invencién, formuladas junto con un portador aceptable farmacéuticamente.

En consecuencia, un objetivo es proporcionar una formulacion farmacéutica que comprende dicho anticuerpo que se
presenta en una concentraciéon de 0,25 mg/ml a 250 mg/ml, y en donde dicha formulacion tiene un pH de 2,0 a 10,0.
La formulaciéon puede comprender, ademas, un sistema tampén, conservante(s), agente(s) de tonicidad, agente(s)
quelante(s), estabilizantes y tensioactivos. El uso de conservantes, agentes isotdnicos, agentes quelantes,
estabilizantes y tensioactivos en las composiciones farmacéuticas se conoce bien por el experto. Puede hacerse
referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19" edicién, 1995.

En una modalidad, la formulacién farmacéutica es una formulacién acuosa. Dicha formulacién es tipicamente una
solucioén o una suspension. El término “formulaciéon acuosa” se define como una formulacién que comprende al menos
50 % p/p de agua. Igualmente, el término “solucién acuosa” se define como una solucién que comprende al menos 50
% p/p de agua, y el término “suspensién acuosa” se define como una suspension que comprende al menos 50 % p/p
de agua.

En otro aspecto, la composicion farmacéutica es una formulacion liofilizada, a la que el médico o el paciente afiaden
solventes y/o diluyentes antes de su uso.

En un aspecto adicional, la formulacion farmacéutica comprende una solucién acuosa de dicho anticuerpo, y un
tampon, en donde el anticuerpo se presenta en una concentracion de 1 mg/ml o mas, y en donde dicha formulacién
tiene un pH de aproximadamente 2,0 a aproximadamente 10,0.

El término “tratamiento”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a la terapia médica de cualquier sujeto
humano u otro animal que necesita de esto. Se espera que dicho sujeto se haya sometido a un examen fisico por
parte de un médico, o un profesional médico veterinario, quien ha dado un diagnéstico presuntivo o definitivo que
indicaria que el uso de dicho tratamiento especifico es beneficioso para la salud de dicho sujeto humano u otro animal.
El tiempo y el propdsito de dicho tratamiento pueden variar de un individuo a otro, de acuerdo con el status quo de la
salud del sujeto. Ademas, se contempla la administracion preventiva o profilactica de anticuerpos, donde la prevencion
se define como retrasar o evitar el agravamiento de la manifestacion de uno o mas sintomas de una enfermedad o
trastorno. Por lo tanto, dicho tratamiento puede ser profilactico, paliativo, sintomatico y/o curativo.

En términos de la presente invencion, los tratamientos profilacticos, paliativos, sintomaticos y/o curativos pueden
representar aspectos separados de la invencion.
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Una coagulopatia que resulta en una tendencia hemorragica aumentada puede provocarse por cualquier deficiencia
cualitativa o cuantitativa de cualquier componente procoagulativo de la cascada de coagulaciéon normal, o por cualquier
regulacion positiva de la fibrindlisis. Tales coagulopatias pueden ser congénitas y/o adquiridas y/o iatrogénicas y se
identifican por un experto en la técnica.

Los ejemplos no limitantes de hipocoagulopatias congénitas son la hemofilia A, la hemdfilia B, la deficiencia del Factor VI,
la deficiencia del Factor X, la deficiencia del Factor XI, la enfermedad de von Willebrand y las trombocitopenias tales como
la trombobastenia de Glanzmann y el sindrome de Bernard-Soulier.

Un ejemplo no limitante de una coagulopatia adquirida es la deficiencia de serina proteasa causada por la deficiencia de
la vitamina K; tal deficiencia de la vitamina K puede provocarse por la administracion de un antagonista de vitamina K, tal
como la warfarina. La coagulopatia adquirida puede producirse, ademas, después de un trauma extenso. En este caso,
conocido de cualquier otra manera como el “ciclo vicioso de sangramiento”, se caracteriza por hemodilucion
(trombocitopenia por dilucion y dilucion de factores de coagulacion), hipotermia, consumo de factores de coagulacion y
trastornos metabdlicos (acidosis). La terapia con fluidos y el aumento de la fibrindlisis pueden exacerbar esta situacion.
Dicha hemorragia puede ser de cualquier parte del cuerpo.

La hemofilia A con “inhibidores” (es decir, aloanticuerpos contra el Factor VIII) y la hemofilia B con “inhibidores” (es decir,
aloanticuerpos contra el Factor IX) son ejemplos no limitantes de coagulopatias que son parcialmente congénitas y
parcialmente adquiridas.

Un ejemplo no limitante de una coagulopatia iatrogénica es una sobredosis de medicacidon anticoagulante - tal como
heparina, aspirina, warfarina y otros inhibidores de la agregacion plaquetaria - que pueden prescribirse para tratar la
enfermedad tromboembdlica. Un segundo ejemplo no limitante de coagulopatia iatrogénica es la que se induce por una
terapia de fluido excesiva y/o inapropiada, tal como la que puede inducirse mediante una transfusiéon de sangre.

En una modalidad, la hemorragia se asocia con la hemofilia A o B. En otra modalidad, la hemorragia se asocia con la
hemofilia A o B con inhibidores adquiridos. En otra modalidad, la hemorragia se asocia con la enfermedad de von
Willebrand. En otra modalidad, la hemorragia se asocia con graves dafios tisulares. En otra modalidad, la hemorragia se
asocia con trauma grave. En otra modalidad, la hemorragia se asocia con cirugia. En otra modalidad, la hemorragia se
asocia con gastritis y/o enteritis hemorragica. En otra modalidad, la hemorragia es un sangrado uterino profuso, tal como
en el desprendimiento de la placenta. En otra modalidad, la hemorragia se produce en érganos con una posibilidad limitada
de hemostasia mecanica, tal como intracraneal, intraauricular o intraocularmente. En otra modalidad, la hemorragia se
asocia con terapia anticoagulante.

En una modalidad adicional, la hemorragia puede asociarse con trombocitopenia. En individuos con trombocitopenia, los
constructos descritos en la presente descripcion pueden administrarse conjuntamente con plaquetas.

La siguiente es una lista no limitante de modalidades de la presente invencion:

Modalidad 1: Una proteina procoagulante que comprende (i) al menos un factor de coagulacion, unido covalentemente
a (ii) un anticuerpo, o fragmento de este, que es capaz de unirse al (iii) TLT-1, y/o un fragmento o variante de este.

Modalidad 2: La proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 1, en donde (iii) es TLT-1, o un fragmento o
variante de este.

Modalidad 3: La proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 2, en donde (iii) es TLT-1 (16-162).
Modalidad 4:La proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 2, en donde (iii) es TLT-1 (20-125).
Modalidad 5:La proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 2, en donde (iii) es TLT-1 (126-162).

Modalidad 6: La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-2, en donde (i) es una
serina proteasa o un derivado de esta.

Modalidad 7: La proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 3, en donde (i) es un polipéptido del Factor VII.
Modalidad 8: La proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 3, en donde (i) es un polipéptido del Factor IX.
Modalidad 9: La proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 3, en donde (i) es un polipéptido del Factor X.

Modalidad 10: La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-2, en donde (i) es un
polipéptido del Factor V.

Modalidad 11: La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-2, en donde (i) es un
polipéptido del Factor VIII.
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Modalidad 12: La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-2, en donde (i) es un
polipéptido del Factor XI.

Modalidad 13: La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-6, en donde (ii) es un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de este.

Modalidad 14: La proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 10, en donde (ii) es un fragmento Fab, un
fragmento F(ab')2, un fragmento Fab’, un fragmento Fd, un fragmento Fv, un fragmento ScFv, un fragmento dAb o una
region determinante de la complementariedad (CDR) aislada.

Modalidad 15: La proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 11, en donde (ii) es un fragmento Fab.
Modalidad 16: La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 13-15, en donde el
epitopo de (ii) comprende uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en V17, Q18, C19, H20, Y21,
R22, L23, Q24, D25, V26, K27, A28, L63, G64, G65, G66, L67, L68, G89, A90, R91, G92, P93, Q94, 195 y L96 de la
SEQ ID NO: 5.

Modalidad 17: La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 13-15, en donde (ii) es
un anticuerpo, o un fragmento de este, que es capaz de unirse al mismo epitopo que el mAb0023.

Modalidad 18: Una proteina procoagulante de acuerdo con cualquiera de las modalidades 16-17, en donde la cadena
pesada de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 50 a 54 (DYFMY) de la SEQ ID NO: 34, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 69 a 85 (YISNGGDSSSYPDTVKG) de la SEQ ID NO: 34, en donde
uno, dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 118 a 129 (NKNWDDYIDMDY) de la SEQ ID NO: 34, en donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.

Modalidad 19:Una proteina procoagulante de acuerdo con cualquiera de las modalidades 16-18, en donde la cadena
ligera de (ii) comprende:

e unasecuencia CDR1 de los aminoéacidos 44 a 60 (KSSQSLLNSRTRKNYLA) de la SEQ ID NO: 35, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 76 a 82 (WASTRES) de la SEQ ID NO: 35, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 115 a 122 (KQSYNLLT) de la SEQ ID NO: 35, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

Modalidad 20:Una proteina procoagulante de acuerdo con cualquiera de las modalidades 16-17, en donde la cadena
pesada de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 50 a 54 (DYFMY) de la SEQ ID NO: 34, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoéacidos 69 a 85 (YISNGGDSSSYPDTVKG) de la SEQ ID NO: 34, en donde
uno, dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 118 a 129 (NKNWDDYYDMDY) de la SEQ ID NO: 34, en donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.

y en donde la cadena ligera de (ii) comprende:

e unasecuencia CDR1 de los aminoacidos 44 a 60 (KSSQSLLNSRTRKNYLA) de la SEQ ID NO: 35, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 76 a 82 (WASTRES) de la SEQ ID NO: 35, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminocido diferente; y/o

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757930 T3

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 115 a 122 (KQSYNLLT) de la SEQ ID NO: 35, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

Modalidad 21:Una proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 20, en donde la cadena pesada de (ii)
comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 50 a 54 (DYFMY) de la SEQ ID NO: 34; y

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 69 a 85 (YISNGGDSSSYPDTVKG) de la SEQ ID NO: 34; y

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 118 a 129 (NKNWDDYYDMDY) de la SEQ ID NO: 34,

y en donde la cadena ligera de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 44 a 60 (KSSQSLLNSRTRKNYLA) de la SEQ ID NO: 35;y

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 76 a 82 (WASTRES) de la SEQ ID NO: 35; y

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 115 a 122 (KQSYNLLT) de la SEQ ID NO: 35.

Modalidad 22: La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 13-15, en donde el
epitopo de (ii) comprende uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en L36, P37, E38, G39, C40,
Q41, P42, L43, V44, S45, S46, A47, V73, T74, L75, Q76, E77, E78, D79, A80, G81, E82, Y83, G84, C85, M86, R91,
G92, P93, Q94, 195, L96, HI97, R98, V99, S100 y L101 de la SEQ ID NO: 5.

Modalidad 23:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 13-15, en donde (ii) es
un anticuerpo, o un fragmento de este, que es capaz de unirse al mismo epitopo que el mAb0051.

Modalidad 24:Una proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 22-23, en donde la
cadena pesada de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 50 a 54 (DYSMH) de la SEQ ID NO: 36, en donde uno de estos residuos
de aminoacidos puede sustituirse por un aminoécido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 69 a 85 (VISTYYGDVRYNQKFKG) de la SEQ ID NO: 36, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 118 a 129 (APMITTGAWFAY) de la SEQ ID NO: 36, en donde uno, dos
o tres de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.

Modalidad 25:Una proteina procoagulante de acuerdo con cualquiera de las modalidades 22-24, en donde la cadena
ligera de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 44 a 54 (KASQSVSNDVA) de la SEQ ID NO: 37, en donde uno, dos o
tres de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 70 a 76 (YASSRYT) de la SEQ ID NO: 37, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminocido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 109 a 117 (QQDYSSPYT) de la SEQ ID NO: 37, en donde uno o dos
de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

Modalidad 26:Una proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 22-23, en donde la
cadena pesada de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 50 a 54 (DYSMH) de la SEQ ID NO: 36, en donde uno de estos residuos
de aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 69 a 85 (VISTYYGDVRYNQKFKG) de la SEQ ID NO: 36, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 118 a 129 (APMITTGAWFAY) de la SEQ ID NO: 36, en donde uno, dos
o tres de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.

y en donde la cadena ligera de (ii) comprende:
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e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 44 a 54 (KASQSVSNDVA) de la SEQ ID NO: 37, en donde uno, dos o
tres de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 70 a 76 (YASSRYT) de la SEQ ID NO: 37, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 109 a 117 (QQDYSSPYT) de la SEQ ID NO: 37, en donde uno o dos
de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

Modalidad 27:Una proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 26, en donde la cadena pesada de (ii)
comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 50 a 54 (DYSMH) de la SEQ ID NO: 36; y

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 69 a 85 (VISTYYGDVRYNQKFKG) de la SEQ ID NO: 36; y

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 118 a 129 (APMITTGAWFAY) de la SEQ ID NO: 36;

y en donde la cadena ligera de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 44 a 54 (KASQSVSNDVA) de la SEQ ID NO: 37;y

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 70 a 76 (YASSRYT) de la SEQ ID NO: 37; y

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 109 a 117 (QQDISSPYT) de la SEQ ID NO: 37.

Modalidad 28:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 13-15, en donde el
epitopo de (ii) comprende uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en V17, Q18, C19, H20, Y21,

R22, .23, Q24, D25, V26, K27, A28, R91, G92, P93, Q94, 195, L96, H97, R98, V99, S100 y L101 de la SEQ ID NO: 5.

Modalidad 29: La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 13-15, en donde (ii) es
un anticuerpo, o un fragmento de este, que es capaz de unirse al mismo epitopo que el mAb0062.

Modalidad 30:Una proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 28-29, en donde la
cadena pesada de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 50 a 54 (SHWIE) de la SEQ ID NO: 42, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 69 a 85 (EILPGSGNTNYNEKFKG) de la SEQ ID NO: 42, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 118 a 130 (GYYGLNYDWYFDV) de la SEQ ID NO: 42, en donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.

Modalidad 31:Una proteina procoagulante de acuerdo con cualquiera de las modalidades 28-30, en donde la cadena
ligera de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 44 a 54 (RASQDISNYLN) de la SEQ ID NO: 39, en donde uno, dos o
tres de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 70 a 76 (YTSRLHS) de la SEQ ID NO: 39, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 109 a 117 (QQDTKLPYT) de la SEQ ID NO: 39, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

Modalidad 32:Una proteina procoagulante de acuerdo con cualquiera de las modalidades 28-31, en donde la cadena
pesada de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 50 a 54 (SHWIE) de la SEQ ID NO: 42, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 69 a 85 (EILPGSGNTNYNEKFKG) de la SEQ ID NO: 42, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o
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e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 118 a 130 (GYYGLNYDWYFDV) de la SEQ ID NO: 42, en donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.

y en donde la cadena ligera de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 44 a 54 (RASQDISNYLN) de la SEQ ID NO: 39, en donde uno, dos o
tres de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 70 a 76 (YTSRLHS) de la SEQ ID NO: 39, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminocido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 109 a 117 (QQDTKLPYT) de la SEQ ID NO: 39, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

Modalidad 33:Una proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 32, en donde la cadena pesada de (ii)
comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 50 a 54 (SHWIE) de la SEQ ID NO: 42; y

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 69 a 85 (EILPGSGNTNYNEKFKG) de la SEQ ID NO: 42; y

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 118 a 130 (GYYGLNYDWYFDV) de la SEQ ID NO: 42;

y en donde la cadena ligera de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 44 a 54 (RASQDISNYLN) de la SEQ ID NO: 39; y

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 70 a 76 (YTSRLHS) de la SEQ ID NO: 39; y

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 109 a 117 (QQDTKLPYT) de la SEQ ID NO: 39.

Modalidad 34:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 13-15, en donde el
epitopo de (ii) comprende uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en E5, T6, H7, K8, 19, G10, S11,

L12, A13, E14, N15, A16, F17, S18, D19, P20 y A21 de la SEQ ID NO: 7.

Modalidad 35:La proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 34, en donde dichos residuos son K8, 19, G10,
S11, L12, A13, N15, A16, F17, S18, D19, P20 y A21.

Modalidad 36:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 13-15, en donde el
epitopo de (ii) comprende uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en K118, 1119, G120, S121, L122,
A123, E124, N125, A126, F127 de la SEQ ID NO: 6.

Modalidad 37:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 13-15, en donde (ii) es
un anticuerpo, o un fragmento de este, que es capaz de unirse al mismo epitopo que el mAb0061 o el mAb0082.

Modalidad 38: Una proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 34-37, en donde la
cadena pesada de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 49 a 53 (RYWMT) de la SEQ ID NO: 40, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 68 a 84 (EINPDSSTINYNPSLKD) de la SEQ ID NO: 40, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 117 a 121 (GVFTS) de la SEQ ID NO: 40, en donde uno, dos o tres de
estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.

Modalidad 39:Una proteina procoagulante de acuerdo con cualquiera de las modalidades 34-38, en donde la cadena
ligera de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 43 a 58 (RSSQSLVHRNGNTYFH) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 74 a 80 (KVSNRFS) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o
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e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 113 a 121 (SQSTHVPYT) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

Modalidad 40: Una proteina procoagulante de acuerdo con cualquiera de las modalidades 34-39, en donde la cadena
pesada de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 49 a 53 (RYWMT) de la SEQ ID NO: 40, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 68 a 84 (EINPDSSTINYNPSLKD) de la SEQ ID NO: 40, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 117 a 121 (GVFTS) de la SEQ ID NO: 40, en donde uno, dos o tres de
estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.

y en donde la cadena ligera de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 43 a 58 (RSSQSLVHRNGNTYFH) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 74 a 80 (KVSNRFS) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 113 a 121 (SQSTHVPYT) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

Modalidad 41: Una proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 40, en donde la cadena pesada de (ii)
comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 49 a 53 (RYWMT) de la SEQ ID NO: 40; y

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 68 a 84 (EINPDSSTINYNPSLKD) de la SEQ ID NO: 40; y
e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 117 a 121 (GVFTS) de la SEQ ID NO: 40;

y en donde la cadena ligera de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 43 a 58 (RSSQSLVHRNGNTYFH) de la SEQ ID NO: 41;y
e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 74 a 80 (KVSNRFS) de la SEQ ID NO: 41; y

e una secuencia CDRS3 de los aminoacidos 113 a 121 (SQSTHVPYT) de la SEQ ID NO: 41.

Modalidad 42: Una proteina procoagulante de acuerdo con cualquiera de las modalidades 34-37, en donde la cadena
pesada de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 49 a 53 (RYWMT) de la SEQ ID NO: 50, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 68 a 84 (EINPDSSTINYAPSLKD) de la SEQ ID NO: 50, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 117 a 121 (GVFTS) de la SEQ ID NO: 50, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente;

y en donde la cadena ligera de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 43 a 58 (RSSQSLVHRNGNTYFH) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 74 a 80 (KVSNRFS) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDRS3 de los aminoacidos 113 a 121 (SQSTHVPYT) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoécido diferente.
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Modalidad 43:Una proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 42, en donde la cadena pesada de (ii)
comprende:
e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 49 a 53 (RYWMT) de la SEQ ID NO: 50; y

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 68 a 84 (EINPDSSTINYAPSLKD) de la SEQ ID NO: 50; y

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 117 a 121 (GVFTS) de la SEQ ID NO: 50;

y en donde la cadena ligera de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 43 a 58 (RSSQSLVHRNGNTYFH) de la SEQ ID NO: 41;y

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 74 a 80 (KVSNRFS) de la SEQ ID NO: 41; y

e una secuencia CDRS3 de los aminoacidos 113 a 121 (SQSTHVPYT) de la SEQ ID NO: 41.

Modalidad 44: La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 13-15, en donde el
paratopo de (ii) comprende uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en H50, N52, Y56, H58, Y73,
F79, S115, T116, V118 y Y120 de la cadena ligera (L) anti-TLT-1 (SEQ ID NO: 33), y residuos V20, F45, R49, Y50,
W51, E68, T75, N77, S116, G117, V118 y T120 de la cadena pesada (H) anti-TLT-1 (SEQ ID NO: 32)

Modalidad 45:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 13-15 y 44, en donde el
epitopo de (ii) comprende uno o mas residuos seleccionados del grupo que consiste en K133, 1134, G135, S136, L137,

A138, N140, A141, F142, S143, D144, P145 y A146 de la SEQ ID NO: 4.

Modalidad 46:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 13-15, en donde (ii) es
un anticuerpo, o un fragmento de este, que es capaz de unirse al mismo epitopo que el mAb0012.

Modalidad 47: Una proteina procoagulante de acuerdo con cualquiera de las modalidades 44-46, en donde la cadena
pesada de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 49 a 53 (RYWMT) de la SEQ ID NO: 32, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 68 a 84 (EINPDSSTINYTPSLKD) de la SEQ ID NO: 32, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 117 a 121 (GVFTS) de la SEQ ID NO: 32, en donde uno, dos o tres de
estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente.

Modalidad 48:Una proteina procoagulante de acuerdo con cualquiera de las modalidades 44-47, en donde la cadena
ligera de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 43 a 58 (RSSQSLVHRNGNTYFTH) de la SEQ ID NO: 33, en donde
uno, dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 74 a 80 (KVSNRFS) de la SEQ ID NO: 33, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 113 a 121 (SQSTHVPYT) de la SEQ ID NO: 33, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

Modalidad 49:Una proteina procoagulante de acuerdo con cualquiera de las modalidades 44-48, en donde la cadena
pesada de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 49 a 53 (RYWMT) de la SEQ ID NO: 32, en donde uno de estos
aminoacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 68 a 84 (EINPDSSTINYTPSLKD) de la SEQ ID NO: 32, en donde uno,
dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 117 a 121 (GVFTS) de la SEQ ID NO: 32, en donde uno, dos o tres de
estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente

y en donde la cadena ligera de (ii) comprende:
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e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 43 a 58 (RSSQSLVHRNGNTYFTH) de la SEQ ID NO: 33, en donde
uno, dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 74 a 80 (KVSNRFS) de la SEQ ID NO: 33, en donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 113 a 121 (SQSTHVPYT) de la SEQ ID NO: 33, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

Modalidad 50:Una proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 49, en donde la cadena pesada de (ii)
comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 49 a 53 (RYWMT) de la SEQ ID NO: 32;y

e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 68 a 84 (EINPDSSTINYTPSLKD) de la SEQ ID NO: 32; y

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 117 a 121 (GVFTS) de la SEQ ID NO: 32;

y en donde la cadena ligera de (ii) comprende:

e una secuencia CDR1 de los aminoacidos 43 a 58 (RSSQSLVHRNGNTYFTH) de la SEQ ID NO: 33; y
e una secuencia CDR2 de los aminoacidos 74 a 80 (KVSNRFS) de la SEQ ID NO: 33; y

e una secuencia CDR3 de los aminoacidos 113 a 121 (SQSTHVPYT) de la SEQ ID NO: 33.

Modalidad 51: La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-50, en donde (ii) es un
anticuerpo monoclonal humano o un fragmento de este.

Modalidad 52: La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-50, en donde (ii) es un
anticuerpo quimérico o un fragmento de este.

Modalidad 53:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-50, en donde (ii) es un
anticuerpo humanizado o un fragmento de este.

Modalidad 54:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 51-53, en donde el isotipo
de (ii) es IgG.

Modalidad 55:La proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 54, en donde el isotipo es IgG1, 1gG2 o IgG4.
Modalidad 56:La proteina procoagulante de acuerdo con la modalidad 55, en donde el isotipo es IgG4.

Modalidad 57:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-56, que comprende,
ademas, un enlazador entre (i) e (ii).

Modalidad 58:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-57, que es una proteina
de fusion.

Modalidad 59:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-57, que es un conjugado
de (i) e (ii).

Modalidad 60:El conjugado de acuerdo con la modalidad 59, en donde (i) y (ii) se unen covalentemente mediante un
enlazador que comprende polietilenglicol (PEG).

Modalidad 61:El conjugado de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 59-60, en donde (i) y (ii) se conjugan
covalentemente mediante un glicano de al menos una de dichas proteinas.

Modalidad 62:Un proceso para preparar una composicion que comprende al menos un conjugado de acuerdo con una
cualquiera de las modalidades 59-61, que comprende conjugar quimicamente (i) el anticuerpo para TLT-1 o fragmento
de este con un grupo reactivo (RS1) de un enlazador y hacer reaccionar (ii) el factor de coagulacién con otro grupo
reactivo (RS2) de dicho enlazador.

Modalidad 63:El proceso como se definié en la modalidad 62, en donde (i) es un anticuerpo monoclonal.
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Modalidad 64:El proceso como se definié en la modalidad 62, en donde (i) es un fragmento de un anticuerpo
monoclonal.

Modalidad 65:El proceso como se definié en la modalidad 64, en donde (i) es un fragmento Fab.

Modalidad 66: El proceso como se definié en la modalidad 65, en donde dicho fragmento Fab contiene una mutacion
de Cys en la region constante.

Modalidad 67:El proceso como se definié en la modalidad 62, en donde (i) es un fragmento sc-Fab.

Modalidad 68:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-67, en donde (ii) es un polipéptido
de FV.

Modalidad 69:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-67, en donde (ii) es un polipéptido
de FVilla.

Modalidad 70:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-67, en donde (ii) es un polipéptido
de FVIIL.

Modalidad 71:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-67, en donde (ii) es un polipéptido
de FIX.

Modalidad 72:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-67, en donde (ii) es un polipéptido
de FX.

Modalidad 73:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-67, en donde (ii) es un polipéptido
de FXI.

Modalidad 74:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-73, en donde dicho enlazador es
uno soluble en agua.

Modalidad 75:E| proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-74, en donde dicho enlazador es
un polimero.

Modalidad 76:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 74-75, en donde (ii) es polietilenglicol
(PEG).

Modalidad 77:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 74-75, en donde (ii) es acido
polisialico.

Modalidad 78:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 74-75, en donde (ii) es almidon de
hidroxietilo.

Modalidad 79:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-78, en donde RS1 es un aldehido.

Modalidad 80:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-78, en donde RS1 es un grupo
maleimida.

Modalidad 81:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-78, en donde RS1 es un derivado
de carbohidrato activado capaz de reaccionar en una reaccion catalizada por enzima.

Modalidad 82:El proceso como se definié en la modalidad 81, en donde RS1 es un derivado de acido sidlico activado
capaz de reaccionar en una reaccion catalizada por enzima.

Modalidad 83:El proceso como se defini6 en la modalidad 82, en donde RS1 es acido O2-[5']citidilil-¢-neuraminico.
Modalidad 84:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-83, en donde RS2 es un aldehido.

Modalidad 85:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-83, en donde RS2 es un grupo
maleimida.

Modalidad 86:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-83, en donde RS2 es un derivado
de carbohidrato activado capaz de reaccionar en una reaccion catalizada por enzima.

Modalidad 87:El proceso como se definié en una cualquiera de las modalidades 62-83, en donde RS2 es un derivado
de acido sialico.
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Modalidad 88:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-61, en la que (ii) tiene
una Kb inferior a 100 nM, tal como inferior a 10 nM.

Modalidad 89: Un método para dirigir un factor de coagulacién, o un fragmento funcional de este, a la superficie de
plaquetas activadas, dicho método comprende el contacto de las plaquetas activadas con una proteina procoagulante
de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-61.

Modalidad 90:Una proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-61 para su uso como
un medicamento.

Modalidad 91:La proteina procoagulante de la modalidad 87 para su uso como un procoagulante.

Modalidad 92:Una formulacién farmacéutica que comprende la proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera
de las modalidades 1-61.

Modalidad 93:La proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-61 o la formulacion
farmacéutica de acuerdo con la modalidad 92 para su uso en el tratamiento de una coagulopatia.

Modalidad 94:El uso de la proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-61 para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una coagulopatia.

Modalidad 95:E| uso de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 93 o 94, en donde dicha coagulopatia es la
hemofilia A, con o sin inhibidores, o la hemofilia B, con o sin inhibidores.

Modalidad 96:Un método para tratar la coagulopatia, que comprende administrar una cantidad eficaz de la proteina
procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-61 o la formulacién de la modalidad 93 a un
individuo que lo necesita.

Modalidad 97:El método de acuerdo con la modalidad 95, en donde dicha coagulopatia es la hemofilia A, con o sin
inhibidores, y la hemofilia B, con o sin inhibidores.

Modalidad 98:Un polinucleétido que codifica la proteina procoagulante de acuerdo con una cualquiera de las
modalidades 1-61.

Modalidad 99:Una célula aislada que comprende la proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las
modalidades 1-61 y/o el polinucleétido de acuerdo con la modalidad 97.

Modalidad 100:Una proteina procoagulante de una cualquiera de las modalidades 1-61, en donde (ii) se une al TLT-1
sin competir con la union del fibrindgeno al TLT-1.

Modalidad 101:Una proteina procoagulante de una cualquiera de las modalidades 1-61, en donde (ii) no inhibe la
agregacion plaquetaria.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los ejemplos siguientes que no deben interpretarse como
limitantes adicionales.

EJEMPLOS

En los ejemplos, los anticuerpos anti-TLT-1 y fragmentos de estos, por ejemplo, fragmentos Fab, se usaron para dirigir
los factores de coagulacion a las plaquetas activadas. Para facilitar la interpretacion de los datos presentados en los
ejemplos, la Tabla 3a resume la informacién con respecto a algunos de los anticuerpos anti-TLT-1 y fragmentos de
estos que se describen en mas detalle mas abajo. En la Tabla 3A, los anticuerpos parentales, variantes, fragmentos,
fusiones y conjugados de estos se enumeran con referencia al mAb parental y el tipo de proteina. Nombre se refiere
al nombre de la proteina, Parental se refiere al anticuerpo a partir del cual se deriva el mAb, Fab o fusidon/conjugado
anti-TLT-1 y Tipo define si la proteina es un mAb, un Fab, una fusion por ADN (fusién) con un factor de coagulacion o
un conjugado quimico con un factor de coagulacién (conjugado).

Tabla 3A:Vision general de anticuerpos (mAb), fragmentos de anticuerpos (Fab) y proteinas de fusion

Nombre Parental Tipo
mAb0012 mAb0012 mAb
mAb0023 mAb0023 mAb
mAb0051 mAb0051 mAb
mAb0052 mAb0052 mAb
mAb0061 mAb0012 mAb
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mAb0062 mAb0052 mAb

mAb0082 mAb0012 mAb

Fab0003 mAb0052 Fab

Fab0004 mAb0023 Fab

Fab0012 mAb0012 Fab

Fab0023 mAb0023 Fab

Fab0051 mAb0051 Fab

Fab0052 mAb0052 Fab

Fab0061 mAb0012 Fab

Fab0074 mAb0051 Fab

Fab0082 mAb0012 Fab

Fab0084 mAb0012 Fab
FVlla-Fab1001 mAb0012 Conjugado (FVllia)
FVlla-Fab1029 mAb0012 Conjugado (FVlia)
FVII-Fab5001 mAb0052 Fusion (FVII)
FVlla-Fab9015 mAb0012 Conjugado (FVlla)
FIX-Fab0135 mAb0012 Fusion (FIX)
FIX-mAb0145 mAb0012 Conjugado (FIX)
FIX-Fab0155 mAb0012 Conjugado (FIX)

Ejemplo 1: Clonaciéon y expresién del antigeno hTLT-1 ECD-His.

Las secuencias nucleotidicas que codifican el dominio extracelular del TLT-1 humano (hTLT-1) (Figura 1) junto con
una etiqueta His-6 en el C-terminal se amplificaron por PCR con un cebador directo que contiene un sitio de
reconocimiento Hindlll junto con una secuencia de kozak, y un cebador inverso que contiene un codén de parada y
un sitio de reconocimiento EcoRI (Figura 2). El fragmento PCR digerido con Hindlll y EcoRI se insertd en los sitios
Hindlll y EcoRI de un vector de expresion basado en pTT. El vector pTT se describe esencialmente en Durocher, Y. y
otros, (2002) Nucleic Acid Res, 30: E9. El plasmido de expresion resultante se designé pTT-hTLT-1 ECD-His. Las
secuencias de nucleotidos y aminoacidos para hTLT-1 ECD-His se muestran en las SEQ ID NO: 3y 4. El pTT-hTLT-
1 ECD-His se transfecté en células en suspension HEK293-6E para expresar transitoriamente el hTLT-1 ECD-His. Las
células HEK293-6E se cultivaron en medio Freestyle HEK293 (GIBCO, num. de cat. 12338-018) suplementado con
P/S al 1 % (GIBCO, num. de cat. 15140-122), plurénico al 0,1 % (GIBCO, ndm. de cat. 24040-032) y Geneticin 25
ug/ml (GIBCO, num. de cat. 10131-019 ) y las células se transfectaron a una densidad celular de 1 mill/ml mediante el
uso de 293fectin (Invitrogen, nium. de cat. 12347-019). Para cada litro de células HEK293-6E, la transfeccion se realizd
mediante la dilucién de 1 mg de ADN de pTT-hTLT-1 ECD-His en 30 ml de Optimen (dilucion A) y mediante la dilucion
de 1 ml de 293fectina en 30 ml de Optimem (GIBCO, num. de cat. 51985-026, diluciéon B). Las diluciones Ay B se
mezclaron y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. La mezcla de transfeccion se afhadio
posteriormente a las células HEK293-6E y las células se incubaron a 37°C en una incubadora humidificada con
rotacion orbital (125 rpm). Cinco a siete dias después de la transfeccion, las células se eliminaron mediante
centrifugacion y los sobrenadantes resultantes que contenian el hTLT-1 ECD-His se esterilizaron por filtracion antes
de la purificacion.

Ejemplo 2: Purificacién y caracterizacion de la proteina hTLT-1 ECD-His.

La purificacion de la proteina hTLT-1 ECD-His se llevd a cabo como un proceso en 2 etapas compuesto de 1)
cromatografia de afinidad a His mediante el uso de la resina cargada con cobalto TALON (Clontech, num. de cat.
635506) y 2) cromatografia de intercambio aniénico mediante el uso de la resina de particulas finas Source 15Q (GE
Healthcare, nim. de cat. 17-0947). Las purificaciones se llevaron a cabo mediante el uso de un sistema de
cromatografia AktaExplorer (GE Healthcare, nim. de cat. 18-1112-41). Los sistemas tampdn usados para la primera
etapa de purificacion fueron un tampén de equilibrado compuesto de Hepes 20 mM, pH 7,0, NaCl 150 mM, un tampdn
de lavado compuesto de Hepes 20 mM, pH 7,0, NaCl 0,5 M y un tampén de eluciéon compuesto de Hepes 20 mM, pH
7,0, imidazol 150 mM. El sobrenadante celular se aplicé directamente sin ningun ajuste en una columna TALON
equilibrada previamente. La columna se lavo con 20 volumenes de columna de tampodn de equilibrado, 20 volumenes
de columna de tampdn de lavado y por ultimo con 20 volumenes de columna de tampdn de equilibrado. La proteina
se eluyo isocraticamente en aproximadamente 5 volimenes de columna de tampén de elucién. La masa molecular de
la proteina eluida se analizé mediante el uso de SDS-PAGE/Coomassie NuPage 4-12 % de geles Bis-Tris (Invitrogen,
nam. de cat. NP0321BOX) y la configuracion de espectroscopia de masas de desorcion/ionizacion laser asistida por
matriz con analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS) en un sistema Micro-flex (Bruker Daltonics). Aqui, se
observaron dos masas de proteinas distintas de aproximadamente 16,7 y 33,4 kDa de cantidades casi iguales. Las
masas observadas correspondieron a formas de monémero y dimero del hTLT-1 ECD-His. La reduccién de la proteina
resulté en la eliminacion completa de la proteina de 33,4 kDa, a la vez que se intensifico la proteina de 16,7 kDa segun
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lo juzgado a partir de un analisis de SDS-PAGE/Coomassie. Por lo tanto, la proteina hTLT-1 ECD-His contenia un
dimero de C-C interligado. Para separar el monémero del dimero, se emple6 una segunda etapa de purificacion. Los
sistemas tampoén usados para esta etapa de purificacién fueron un tampén de equilibrado compuesto de Hepes 50
mM, pH 8,0 y un tampédn de eluciéon compuesto de Hepes 50 mM, pH 8,0, NaCl 1 M. La muestra se ajust6 a un pH de
8,0 mediante el uso de NaOH 1 M y después se diluy6 hasta una conductividad de aproximadamente 10 mS/cm. La
proteina se aplicé a una columna Source 15Q equilibrada previamente, se lavé con 5 volumenes de columna de
equilibrado y se eluyé mediante el uso de 0 — 100 % de tampdn de elucion sobre 20 volimenes de columna. En base
al monitoreo UV280, se evidenciaron dos picos con casi separacion de la linea base. El andlisis de las fracciones
sobre los dos picos mediante el uso de analisis de SDS-PAGE/Coomassie, MS MALDI-TOF y Dynamic Light-
Dispersion (DLS) mediante el uso de un instrumento Dynapro (Wyatt Technology) mostré la presencia del monémero
proteina hTLT-1 ECD-His en el pico que eluyé primero y Cys-Cys en el pico que eluyé segundo. Se prepard un
agrupamiento que contiene la proteina monémero hTLT-1 ECD-His solamente. La integridad de la proteina final se
analizé basado en una configuraciéon del método de cromatografia liquida de alta resolucion de exclusién por tamafio
(SEC-HPLC) en un sistema Agilent LC 1100/1200 y mediante el uso de una columna BIOSep-SEC-S3000 de 300x7,8
mm (Phenomenex, num. de cat. 00H-2146-K0) y un tampon de corrida compuesto de NaFosfato 200 mM pH 6,9, NaCl
300 mM e isopropanol al 10 %. La proteina eluyé como un pico simétrico Unico a un tiempo de retencién de
aproximadamente 9,9 min a una tasa de flujo de 1 ml/min.

Se prepar6é un lote del hTLT-1 ECD-His para un estudio de inmunizacién para la producciéon de anticuerpos
monoclonales anti-TLT-1. De esta forma, la proteina se dializé en un tampén de PBS isoténico mediante el uso de un
casete de dialisis Slide-A-Lyzer de 10 kDa MWCO (Pierce, num. de cat. 66453). Para medir la concentracion de
proteina final, se usé un espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific) junto con un coeficiente de extincion de 0,55.

Ejemplo 3: Preparacion de anticuerpos monoclonales para TLT-1.

Ratones RBF se inmunizaron mediante la inyeccion de 50 ug del hTLT-1 ECD-His. FCA por via subcutanea seguido
de dos inyecciones con 20 pg del hTLT-1 ECD-His en FIA. Los ratones con respuesta alta se reforzaron por via
intravenosa con 25 ug de hTLT-1 ECD-His y los bazos se cosecharon después de 3 dias. Las células del bazo se
fusionaron con la linea celular Fox de mieloma. Los sobrenadantes se tamizaron para la producciéon de anticuerpos
especificos para hTLT-1 en un ELISA especifico y en un ensayo FACS mediante el uso de células CHO transfectadas
con hTLT-1 o falsamente transfectadas como células objetivo positivas y negativas, respectivamente. Se realizé un
tamizaje secundario en plaquetas en reposo frente a plaquetas activadas con agonistas dobles de origen humano, de
monos cynomolgus, de perros, de conejos o de raton.

Ejemplo 4: Clonacién y secuenciacion de ADNc de LC y HC de mAb anti-TLT-1 a partir de hibridoma.

El ARN total se extrajo a partir de cuatro hibridomas diferentes que expresan mAb anti-TLT-1 denominados: 0012Hyb,
0023Hyb, 0051Hyb y 0052Hyb. EI ARN se extrajo a partir de células de hibridomas mediante el uso del mini kit RNeasy
(Qiagen, num. de cat. 74106) y una alicuota del ARN resultante se us6 como plantilla para la sintesis de la primera
cadena de ADNc mediante el uso del kit de amplificacion SMART RACE cDNA (Clontech, num. de cat. 634914) segun
las instrucciones del fabricante para 5° RACE y mediante el uso del cebador A 5 RACE CDS junto con un
oligonucledtido de ARN SMART Il A. Los ADNc de regién de codificacion de cadena ligera (LC) y cadena pesada (HC)
de cada uno de los cuatro hibridomas anti-TLT-1 se amplificaron posteriormente por PCR mediante el uso de una
mezcla de cebador directo de UPM junto con o bien un cebador inverso especifico de LC,kappa de ratdén (niumero de
cebador inverso 339, 348 0 610) o junto con un cebador inverso que reconoce las secuencias de IgG1, IgG2a, IgG2b
0 1gG3 de raton (niumero de cebador inverso 341, 347, 613, 614, 615 o 616, las secuencias de los cebadores se
muestran en la Tabla 4 y las SEQ ID NO 60-145). Las reacciones de PCR se realizaron mediante el uso de Phusion
PCR mix (FinnZymes, cat num.: F-531L). Los fragmentos de PCR resultantes se clonaron mediante el uso del kit de
clonacion Zero Blunt TOPO PCR para secuenciacion (Invitrogen, nium. de cat. K287540) y se secuenciaron. Las
secuencias de dominio variable para 0012LC y HC se muestran en la Figura 3.

Ejemplo 5: Desarrollo de constructos de expresion pTT-0012HC, pTT-0023HC, pTT-0051HC y pTT-0052HC.

Las secuencias de ADN que codifican el dominio variable de la HC (Vn) aisladas a partir de cada uno de los cuatro
hibridomas anti-TLT-1 diferentes se amplificaron por PCR con cebadores directos que contienen un sitio de enzima
de restriccion Hindlll y cebadores inversos que contienen un sitio de enzima de restriccion Nhel para propésitos de
clonacion. Las secuencias de ADN 0012VH, 0023V, 0051VH y 0052VH se amplificaron por PCR mediante el uso de
Phusion PCR mix (FinnZymes, cat num. F-531L) con los siguientes pares de nimeros de cebadores: 490 (directo) +
491 (inverso), 546 (directo) + 547 (inverso), 627 (directo) + 628 (inverso) y 617 (directo) + 618 (inverso), las secuencias
de cebadores se muestran en la Tabla 4 y las SEQ ID NO 60-145), respectivamente, y se insertaron en los sitios de
enzimas de restriccion Hindlll y Nhel de un vector basado en pTT denominado pTT-hlgG4, que contiene las secuencias
que codifican la region constante para la HC de 1gG4 (es decir, CH1-bisagra-CH2-CH3). El vector pTT se describe
esencialmente en Durocher, Y. y otros, (2002) Nucleic Acid Res, 30: E9 (Figura 22). Los vectores resultantes se
denominaron pTT-0012HC (Figura 5), pTT-0023HC, pTT-0051HC y pTT-0052HC. Las secuencias de aminoacidos de
HC anti-TLT-1 codificadas por los vectores de expresion se muestran en (SEQ ID NO: 0012HC: 32, 0023HC: 34,
0051HC: 36, 0052HC: 38).
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Ejemplo 6: Desarrollo de constructos de expresion pTT-0012LC, pTT-0023LC, pTT-0051LC y pTT-0052LC.

Las secuencias de ADN que codifican el dominio variable de la LC (VL) aisladas a partir de cada uno de los cuatro
hibridomas anti-TLT-1 diferentes se amplificaron por PCR con cebadores directos que contienen un sitio de enzima
de restriccion Hindlll y cebadores inversos que contienen un sitio de enzima de restriccion BsiWI para propésitos de
clonacion. Las secuencias de ADN 0012V, 0023V, 0051VL y 0052VL se amplificaron por PCR con los siguientes
pares de numeros de cebadores: 493 (directo) + 495 (inverso), 548 (directo) + 549 (inverso), 492 (directo) + 494
(inverso) y 619 (directo) + 620 (inverso), las secuencias de cebadores se muestran en la Tabla 4 y las SEQ ID NO 60-
145), respectivamente, y se insertaron en los sitios de enzimas de restriccion Hindlll y BsiWI de un vector basado en
pTT denominado pTT-hLC Kappa, que contiene las secuencias que codifican la region constante para LC kappa
humana. Los vectores resultantes se denominaron pTT-0012LC, pTT-0023LC, pTT-0051LC y pTT-0052LC. La
secuencia de aminoacidos de LC anti-TLT-1 codificada por los vectores de expresion se muestra en (SEQ ID NO:
0012LC: 33, 0023LC: 35, 0051LC: 37, 0052LC: 39).

Ejemplo 7: Desarrollo de pTT-0012HC.T60N, pTT-0012HC.T60A, pTT-0012LC.C36A y pTT-0052HC.C91Y.

La secuencia de aminoacidos 0012VH contiene un sitio de glicosilacion ligado a N potencial (T60, numeracion de kabat)
y las secuencias de aminoacidos 0012VL y 0052V4 contienen cada una, una Cys no pareada (C36 y C91,
respectivamente, numeracion de kabat). Los vectores de expresion que codifican 0012HC.T60N o 0012HC.T60A o
0012LC.C36A o 0052HC.C91Y se desarrollaron mediante el uso de mutagénesis dirigida al sitio (Quickchange II,
Stratagene, numero de catalogo 20523-5) segun las instrucciones del fabricante. Las reacciones de mutagénesis
dirigida al sitio se realizaron mediante el uso de a) ADN de pTT-0012HC como plantilla y nimeros de cebadores 682
(directo) + 683 (inverso) para pTT-0012HC.T60N, b) ADN de pTT-0012HC como plantilla y los niumeros de cebadores
688 (directo) + 689 (inverso) para pTT-0012HC.T60A, c) ADN de pTT-0012LC como plantilla y los nimeros de
cebadores 598 (directo) + 599 (inverso) para pTT-0012LC.C36A, d) ADN de pTT-0052HC como plantilla y los numeros
de cebadores siguientes 684 (directo) + 685 (inverso), las secuencias de cebadores se muestran en la Tabla 4 y las
SEQ ID NO 60-145 para pTT-0052HC.C91Y. Los vectores de expresion resultantes se secuenciaron para verificar las
secuencias de ADN. Las secuencias de aminoacidos de HC y LC anti-TLT-1 codificadas por los vectores de expresion
pTT-0012HC.T60N, pTT-0012HC.T60A y pTT-0012LC.C36A se muestran en (SEQ ID NO: 0012HC.T60N (también
denominada 0061HC): 40, 0012HC.T60A (también denominada 0082HC): 43, 0012LC.C36A (también denominada
0061LC): 41). La secuencia de aminoacidos 0012LC.C36A se muestra ademas sin la secuencia del péptido sefial N
terminal en la SEQ ID NO: 153.

Ejemplo 8: Desarrollo de constructos de expresion pTT-0012LC-HPC4, pTT-0012LC.C36A-HPC4, pTT-0023LC-
HPC4, pTT-0051LC-HPC4 y pTT-0052LC-HPC4.

Las secuencias de ADN que codifican el V. aisladas a partir de cada uno de los cuatro hibridomas anti-TLT-1 diferentes
se amplificaron por PCR con cebadores directos que contienen un sitio de enzima de restriccion Hindlll y cebadores
inversos que contienen un sitio de enzima de restriccion BsiW| para propésitos de clonacion. Las secuencias de ADN
0012VL, 0012VL.C36A, 0023V, 0051 VL y 0052VL se amplificaron por PCR con los numeros de cebadores siguientes:
493 (directo) + 495 (inverso), 493 (directo) + 495 (inverso), 548 (directo) + 549 (inverso), 492 (directo) + 494 (inverso),
y 619 (directo) + 620 (inverso), las secuencias de cebadores se muestran en la Tabla 4 y las SEQ ID NO: 60-145,
respectivamente, mediante el uso de Phusion PCR mix (FinnZymes, nim. de cat. F-531L). La secuencia que codifica
la CLkappa humana se amplificd por PCR con el nimero de cebador directo 486 y el niumero de cebador inverso 485.
El numero de cebador directo 486 contiene un sitio de enzima de restriccion BsiWI y el cebador inverso 485 codifica
una etiqueta HPC4 seguida de un codén de parada y contiene un sitio EcoRI flanqueante 3’ para propdsitos de
clonacion. La reaccion PCR se realizé mediante el uso de Phusion PCR mix (FinnZymes, cat nim. F-531L). El
fragmento de PCR de 0012V digerido por Hindlll+BsiWI se mezclé con el fragmento de PCR de Ci,kappa-HPC4
humana digerido por BsiWI+EcoRI e insertado en los sitios Hindlll + EcoRI de un vector de expresion basado en pTT
que resulta en pTT-0012LC-HPC4 (Figura 4). Para desarrollar vectores de expresion correspondientes que codifican
la version LC-HPC4 de las cuatro secuencias LC anti-TLT-1 restantes, la secuencia 0012V en pTT-0012LC-HPC4 se
escindio con Hindlll+ BsiWI y se remplazé con fragmentos de PCR 0023V(, 0051VL, 0052V y 0012V..C36A digeridos
con Hindlll+BsiWI. Los cuatro vectores de expresién resultantes se denominaron: pTT-0023LC-HPC4, pTT-0051LC-
HPC4, pTT-0052LC-HPC4 y pTT-0012LC.C36A.HPC4 (Figura 4B). Las secuencias de aminoacidos codificadas por
pTT-0012LC.C36A-HPC4, pTT-0023LC-HPC4, pTT-0051LC-HPC4 y pTT-0052LC-HPC4 se muestran en la SEQ ID
NO: 0012LC.C36A-HPC4 (también denominada 0061LC-HPC4): 167, 0023LC-HPC4: 179, 0051LC-HPC4: 177,
0052LC-HPC4 (también denominada 0062LC-HPC4): 174.

Ejemplo 9: Desarrollo de los constructos de expresion pTT-0012VH. T60N-CH1-YGPPC, pTT-0023Vu-CH1-YGPPC,
pTT-0051VH-CH1-YGPPC, y pTT-0052VH.C91Y-CH1-YGPPC.

Las secuencias de 0012Vu.T60ON-CH1-YGPPC, 0023Vx-CH1-YGPPC, 0051VH-CH1-YGPPC y 0052VH.C91Y-CH1-
YGPPC (YGPPC es una secuencia de aminoacidos bisagra de IgG4 humana parcial) se amplificaron por PCR a partir
de pTT-0012HC.T60N, pTT-0023HC, pTT-0051HC y pTT-0052HC.C91Y, respectivamente, mediante el uso de pares
de cebadores directos e inversos: 572 (directo) + 698 (inverso), 576 (directo) + 698 (inverso), 627 (directo)+698
(inverso) y 617 (directo)+698 (inverso), respectivamente. Los cebadores directos contienen un sitio de enzima de
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restriccion Hindlll y el cebador inverso 698 contiene un codén de parada y un sitio EcCoRI para propésitos de clonacion.
El fragmento de PCR resultante se digirié6 con HindllI+EcoRI y se insert6 en los sitios Hindlll+EcoRI de un vector
basado en pTT. Los vectores de expresion resultantes se denominaron pTT-0012VH. T60N-CH1-YGPPC (Figura 4A),
pTT-0023VH-CH1-YGPPC, pTT-0051Vu-CH1-YGPPC vy pTT-0052VH.C91Y-CH1-YGPPC. El secuencias de
aminoacidos codificadas por pTT-0012VH.T60N-CH1-YGPPC (Figura 4A), pTT-0023Vy-CH1-YGPPC, pTT-0051Vk-
CH1-YGPPC y pTT-0052VH.C91Y-CH1-YGPPC se muestran en la SEQ ID NO: 0012V1.T60N-CH1-YGPPC (también
denominada 0061VH-CH1-YGPPC): 171, 0023Vx-CH1-YGPPC: 178, 0051Vu-CH1-YGPPC 176, 0052VH.C91Y-CH1-
YGPPC (también denominada 0062VH-CH1-YGPPC): 175.

Ejemplo 10: Desarrollo de los constructos de expresion pTT-0012Vy-CH1, pTT-0012Vy-CH1-HPC4, pTT-0023VH-CH1,
pTT-0023Vu-CH1-HPC4, pTT-0051V1-CH1, pTT-0051VH-CH1-HPC4, pTT-0052VK1-CH1 y pTT-0052VH-CH1-HPC4.

Las secuencias 0012VH, 0023VH, 0051VH y 0052VH aisladas a partir de 0012Hyb, 0023Hyb, 0051Hyb, 0052Hyb se
amplificaron por PCR con los niumeros de cebadores: 490 (directo) + 491 (inverso), 546 (directo) + 547 (inverso), 627
(directo) +628 (inverso), 617 (directo) + 618 (inverso), las secuencias de cebadores se muestran en la Tabla 4 y las
SEQ ID NO 60-145, respectivamente, mediante el uso de Phusion PCR mix (FinnZymes, nim. de cat. F-531L). Todos
los cebadores directos (490, 546, 627 y 617) contenian un sitio Hindlll y todos los cebadores inversos (491, 547, 628
y 618) contenian un sitio Nhel para propésitos de clonacion. La regién CH1 de IgG4 humana se amplificé por PCR con
los numeros de cebadores: 489 (directo) + 488 (inverso), o los nimeros de cebadores 489 (directo) + 487 (inverso).
El niumero de cebador directo 489 contenia un sitio Nhel, el nimero de cebador inverso 488 contenia un codén de
parada y un sitio EcoRI, y el niumero de cebador inverso 487 contenia una secuencia de codificaciéon de la etiqueta
HPC4, un codén de parada seguido por un sitio EcoRI para propdsitos de clonacion. El fragmento de PCR 0012VH
digerido por Hindlll+Nhel, se combiné con el fragmento de PCR CH1 de IgG4 humana digerida por Nhel+EcoRI o con
el fragmento de PCR CH1-HPC4 de IgG4 humana digerida por Nhel+EcoRI y se cloné en los sitios HindllI+EcoRI para
un vector basado en pTT. Los vectores resultantes se denominaron pTT-0012Vy-CH1 y pTT-0012Vw-CH1-HPC4,
respectivamente. El vector pTT-0012Vx-CH1-HPC4 se muestra en la Figura 5B. Las secuencias de aminoacidos y de
ADN de 0012V1-CH1-HPC4 se muestran en las SEQ ID NO 168-169. Los dominios Vx de pTT-0012Vy-CH1 y pTT-
0012VH-CH1-HPC4 se escindieron por digestion con Hindlll+Nhel y se insertaron los fragmentos de PCR 0197-0000-
0023VH, 0197-0000-0051VH y 0197-0000-0052VH digeridos por Hindlll+Nhel. Los vectores de expresion resultantes
se denominaron: pTT-0023Vx-CH1, pTT-0023Vw-CH1-HPC4, pTT-0051Vw-CH1, pTT-0051Vu-CH1-HPC4, pTT-
0052Vy-CH1 y pTT-0052VH-CH1-HPCA4.

Ejemplo 11: Desarrollo de los constructos de expresion pTT-0012V4. T60N-CH1, pTT-0012VH. T60N-CH1-HPC4, pTT-
0052VH.C91Y-CH1 y pTT-0052VH.C91Y-CH1-HPCA4.

Las secuencias 0012VH.T60N-CH1 y 0052VH.C91Y-CH1 (lo que incluye la secuencia que codifica el péptido sefial) se
amplificaron por PCR a partir de pTT-0012HC.T60N y pTT-0052HC.C91Y, respectivamente, mediante el uso de
mezcla de Phusion PCR mix (FinnZymes, nim. de cat. F-531L). Para el fragmento de PCR 0012V1.T60N-CH1, se
emplearon el nimero de cebador directo 572 que contiene un sitio de enzima de restriccion Hindlll y el numero de
cebador inverso 488 que contiene un sitio EcCoRI para propdsitos de clonacién o un cebador inverso 487 que contiene
una secuencia que codifica una etiqueta HPC4 junto con un sitio EcoRlI para propdsitos de clonaciéon. Para el fragmento
de PCR 0052VH.C91Y-CH1 se emplearon el numero de cebador directo 617 junto con el nimero de cebador inverso
488 0 487 (las secuencias de cebadores se muestran en la Tabla 4 y las SEQ ID NO 60-145). Los fragmentos de PCR
resultantes se digirieron con Hindlll+ EcoRI y se insertaron en los sitios Hindlll + EcoRI de un vector basado en pTT.
Los vectores de expresion resultantes se denominaron pTT-0012VH. T60N-CH1, pTT-0012VH.T60ON-CH1-HPC4, pTT-
0052VH.C91Y-CH1 y pTT-0052VH.C91Y-CH1-HPC4. La secuencia de aminoacidos codificada por pTT-0012VH. T60N-
CH1 se muestra en la SEQ ID NO: 0012VH.T60N-CH1 (también denominada 0061VH-CH1): 146 mientras que la
secuencia de aminoacidos correspondiente sin la secuencia del péptido sefial N terminal se muestra en la SEQ ID
NO: 152.

Ejemplo 12: Desarrollo de los constructos de expresion pTT-FIX-L4b-0012LC y pTT-FIX-L4b-0012LC.C36A.

La secuencia de ADN del FIX (lo que incluye la secuencia que codifica el péptido sefial) se amplificé por PCR a partir
de secuencias de ADN de FIX humano mediante el uso del cebador directo 753 y el cebador inverso 754. El cebador
directo 753 inserta un sitio de enzima de restriccién Hindlll de extremo 5’ y el cebador inverso 754 inserta un enlazador
de glicina-serina de 17 aminoacidos de longitud (L4b: GGGGSGGGGSGGGGSGS) que contiene un sitio de enzima
de restricciéon BamHI de extremo 3’ para propositos de clonacién. El fragmento de PCR FIX-L4b se inserto en los sitios
Hindlll + BamHI de pTT-hTF.1-219-L4b-0012LC, es decir, se reemplazé la secuencia de ADN de hTF.1-219 y resulto
en el constructo de expresion FIX-L4b-0012LC denominado pTT-FIX-L4b-0012LC (Figura 5A). Las secuencias de
aminoacidos y ADN de FIX-L4b-0012LC se muestran en la SEQ ID NO: 172-173.

Para desarrollar un plasmido de expresion que codifica pTT-FIX-L4b-0012LC.C36A la regién de codificacion
0012LC.C36A, con exclusién de la secuencia de péptido sefal, se amplific6 por PCR mediante el uso de pTT-
0012LC.C36A como plantilla y mediante el uso del cebador directo 1055 que contiene un sitio BamHI de extremo 5’ y
el cebador inverso 1056 que contiene un codén de parada y un sitio EcoRI para propoésitos de clonacién (Tabla 4). El
fragmento de PCR resultante se insertd en los sitios BamHI y EcoRI de pTT-FIX-L4b-0012LC, es decir, se reemplazé
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la secuencia de ADN 0012LC con la secuencia de ADN 0012LC.C36A. El vector de expresion resultante se denomind
pTT-FIX-L4b-0012LC.C36A y codifica las secuencias de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO: FIX-L4b-
0012LC.C36A (también denominada FIX-L4b-0061LC): 182.

Ejemplo 13: Desarrollo del constructo de expresion pTT-FVII-L4b-0052VH.C91Y-CH1-HPCA4.

La secuencia de ADN del FVII humano (lo que incluye la secuencia que codifica el péptido sefial) se amplificé por PCR
a partir de secuencias de ADN de FVII humano mediante el uso del cebador directo 751 y el cebador inverso 752. El
cebador directo 751 inserta un sitio de enzima de restriccion Hindlll de extremo 5’ y el cebador inverso 752 inserta un
enlazador de glicina-serina de 17 aminoacidos de longitud (L4b: GGGGSGGGGSGGGGSGS) que contiene un sitio
de enzima de restriccion BamHI de extremo 3’ para propdsitos de clonacion. El fragmento de PCR FVII-L4b se insert6d
en los sitios Hindlll + BamHI de pTT-hTF.1-219-L4b-0012LC, es decir, se sustituyeron las secuencias de ADN de
hTF.1-219 y resulté en el constructo de expresion de FVII-L4b-0012LC denominado pTT-FVII-L4b-0012LC. La
secuencia de ADN que codifica el 0052VH C91Y-CH1-HPC4 se amplificé por PCR mediante el uso del vector pTT-
0052VH.C91Y-CH1-HPC4 como plantilla y mediante el uso del cebador directo 1236 que contiene un sitio de enzima
de restriccion BamHI de extremo 5’ y mediante el uso del cebador inverso 1095 que contiene un codon de parada y
un sitio EcoRlI para propositos de clonacion. El fragmento de PCR resultante se insertd en el sitio BamHI + EcoRI de
pTT-FVII-L4b-0012LC, es decir, se reemplazé la secuencia 0012LC y resultd en el vector de expresion denominado
pTT-FVII-L4b-0052VH.C91Y-CH1-HPC4. El aminoacido FVII-L4b-0052VH.C91Y-CH1-HPC4 se muestra en la SEQ ID
NO: FVII-L4b-0052VH.C91Y-CH1-HPC4 (también denominada FVII-L4b-0062VH-CH1-HPC4): 180.

Ejemplo 14: Transfeccién transitoria de células HEK293-6E.

Todos los mAb, Fab y proteinas de fusidn se expresaron en células en suspension HEK293-6E mediante la
transfeccion transitoria de plasmidos de expresion en las células. Las combinaciones de plasmidos individuales
subyacentes a los compuestos proteicos especificos resultantes se muestran en la Tabla 5. Las células HEK293-6E
se cultivaron en medio Freestyle HEK293 (GIBCO, num. de cat. 12338-018) suplementado con P/S al 1 % (GIBCO
num. de cat. 15140-122), plurdnico al 0,1 % (GIBCO, num. de cat. 24040-032) y Geneticina (GIBCO, nim. de cat.
10131-019) y las células se transfectaron a una densidad celular de aproximadamente 1 mill/ml mediante el uso de
293fectin (GIBCO, num. de cat. 10040-019) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, para cada
litro de células HEK293-6E, la transfeccién se realizé6 mediante la dilucién de un total de 1 mg de ADN en 30 ml de
Optimem (dilucion A) y mediante la dilucion de 1 ml de 293fectin en 30 ml de Optimem (GIBCO, num. de cat. 51985-
026, dilucion B). Las diluciones A y B se mezclaron y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. La
mezcla de transfeccion se afiadié posteriormente a las células HEK293-6E y las células se incubaron a 37°C en una
incubadora humidificada con rotacién orbital (125 rpm). Cinco a siete dias después de la tranfeccion, las células se
eliminaron por centrifugacion y los sobrenadantes resultantes del cultivo celular se esterilizaron por filtracién antes de
la purificacién. Para todos los experimentos de transfeccion transitoria mediante el uso de cotransfecciéon de 2
plasmidos de expresion, los plasmidos se cotransfectaron en una relacion de plasmido 1:1 (ug:ug) mediante el uso de
una cantidad de ADN total de 1 mg por cada litro de células HEK293-6E que se transfectaron.

Tabla 4: Numeros y secuencias de los cebadores.

Num. de

cebador Secuencia de cebador (5' a 3')

339 | act gga tgg tgg gaa gat gga tac agt

341 | aga tcc agg ggc tag cgg ata gac aga

347 | cct gta gga cca gag ggc tcc aag gac act

348 | gga gct ggt ggt ggc atc tca gga cct ttg

448 | ttt aaa aag ctt gcc gece acc atg gag acc cct gec tgg ccc cgg gtc

467 | gga acc tcc ccc gec tga tee cece gee acc aga ccc gec acc tec tte tet aaa tte ccc ttt cte ctg gec cat

484 | gaa ttt agc ggc cgc gaa ttc gga tcc gga acc tee cee gec tga tee
aaa ttt gaa ttc tta ctt gcc gtc gat cag tct ggg gtc cac ctg gtc ctc aca ctc tcc cct gtt gaa gcet ctt tgt
485 | gac

486 | a cgg atc tct age aag ctt cgt acg gtg gc
487 | aaa ttt gaa ttc tta ctt gcc gtc gat cag tct ggg gtc cac ctg gtc ctc ttt gga ctc aac tct ctt gtc cac ctt ggt

488 | aaa ttt gaa ttc tta ttt gga ctc aac tct ctt gtc cac ctt ggt

489 | acg gat ctc tag ¢ aag ctt gct agc ac caa

490 | aaa ttt aag ctt gcc gee acc atg gat ttt ggg ctg att ttt ttt att gtt gct
491 | aaa ttt gct agc tgc aga gac agt gac cag agt ccc ttg gcc cca

492 | aaa ttt aag ctt gcc gee acc atg aag tca cag acc cag gtc ttc gta ttt
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493

aaa ttt aag ctt gcc gecc acc atg aag ttg cct gtt ggg ctg ttg gtg ctg

494

aaa ttt cgt acg ttc tat ttc cag ctt ggt ccc ccc tc

495

aaa ttt cgt acg ttt tat ttc cag ctt ggt ccc ccc tcc gaa

546

aaa ttt aag ctt gcc gecc acc atg aac ttg ggg ctc agc ttg att ttc ctt gtc

547

aaa ttt gct agc tga gga gac ggt gac tga ggt tcc ttg acc

548

aaa ttt aag ctt gcc gecc acc atg gat tca cag gec cag gtt ctt ata ttg ctg

549

aaa ttt cgt acqg ttt cag ctc cag ctt ggt ccc age acc gaa

551

aaa ttt aaa ttt gga tcc gat gtt gtg atg acc caa act cca ctc tcc

572

aaa ttt aag ctt gcc gecc acc atg gat ttt ggg ctg att ttt ttt att gtt gct

576

aaa ttt aag ctt gcc gec acc atg aac ttg ggg ctc agc ttg att ttc ctt

598

gga aac acc tat ttt cat tgg gcc ctg cag aaa cca ggc cag tct

599

aga ctg gcc tgg ttt ctg cag ggc cca atg aaa ata ggt gtt tcc

610

gctctaga cta aca ctc att cct gtt gaa gct ctt g

613

aaaaa tctagaata gac aga tgg ggg tgt cgt ttt ggc

614

aaaaa tctaga ctt gac cag gca tcc tag agt ca

615

aaaaa tctaga agg ggc cag tgg ata gac tga tgg

616

aaaaa tctaga agg gac caa ggg ata gac aga tgg

617

aaa ttt aag ctt gcc gecc acc atg gaa tgg acc tgg gtc ttt ctc tic ct

618

aaa ttt gct agc tga gga gac ggt gac cgt ggt ccc tge

619

aaa ttt aag ctt gcc gee acc atg atg tec tet get cag tte ctt ggt

620

aaa ttt cgt acq ttt cat ctc cag ttt ggt ccc ccc tcc

627

aaa ttt aag ctt gcc gcc acc atg ggt tgg agc tgt atc atc ttc ttt ct

628

aaa ttt gct age tgc aga gac agt gac cag agt ccc ttg

682

gat agc agt acg ata aac tat aac cca tct cta aag gat aaa ttc

683

gaa ttt atc ctt tag aga tgg gtt ata gtt tat cgt act gct atc

684

tct gag gac tct gcc gtc tat tac tgt gca aga ggg tac tac ggt

685

acc gta gta ccc tct tgc aca gta ata gac ggc aga gtc ctc aga

688

gat agc agt acg ata aac tat gcg cca tct cta aag gat aaa ttc

689

gaa ttt atc ctt tag aga tgg cgc ata gtt tat cgt act gct atc

698

ttt aaa gaa ttc tca gca tgg ggg acc ata ttt gga ctc aac tct ctt

751

ttt aaa aag ctt gcc gec acc atg gtc tcc cag gec ctc agg ctc cte

752

ttt aaa gga tcc gga acc tce cce gece tga tce ccec gee acc aga ccc gec acc tce ggg aaa tgg ggce tcg

cag gag gac tcc tgg

753

ttt aaa aag ctt gcc gcc acc atg cag cgc gtg aac atg atc atg gca g

754

ttt aaa gga tcc gga acc tee cce gece tga tee cce gec acc aga ccc gec acc tee agt gag ctt tgt tit tte ctt

aat cca gtt gac ata

1055

aaa ttt gga tcc gat gtt gtg atg acc caa act cca ctc tcc

1056

aaa ttt gaa ttc cta aca ctc tcc cct gtt gaa gct ctt tgt

1095

Aaatgatttgccctcccatatgtecttc

1236

aaa ttt ggatcc cag gtc cag ctg cag cag tct gga gct

Tabla 5: Resumen de la combinacién de plasmidos subyacente a la expresion de la proteina ID 0061 (SEQ40+41),
0023 (SEQ34+35), 0051 (SEQ36+37), 0062 (SEQ42+39), 0084 (SEQ171+SEQ167), 0074 (SEQ176+177), 0003
(SEQ175+174), 0004 (SEQ178+179), 0135 (SEQ169+SEQ173), 0145 (SEQ32+173) y la proteina ID 5001

(SEQ180+39).
ID de proteina | Plasmido de LC Plasmido de HC Nombre de la proteina
0061mAb anti-TLT-1:
0061 pTT-0012LC.C36A pTT-0012HC.T60N (0012HC.T60N)2;(0012LC.C36A)2
0023mAb anti-TLT-1:
0023 pTT-0023LC pTT-0023HC (0023HC)2;(0023LC)2
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0051mADb anti-TLT-1:

0051 pTT-0051LC pTT-0051HC (0051HC)2;(0051LC)2

0062mAb anti-TLT-1:

0062 pTT-0052LC pTT-0052HC.C91Y (0052HC.C91Y)2;(0052LC)2

0084Fab-YGPPC antiTLT-1:
pTT-0012LC.C36A- | pTT-0012VH.T60ON- (0012VH.T60N-CH1-

0084 HPC4 YGPPC YGPPC);(0012LC.C36A-HPC4)
pTT-0051VH-CH1- 0074Fab-YGPPC antiTLT-1:

0074 pTT-0051LC-HPC4 | YGPPC (0051LC-HPC4);(0051VH-CH1-YGPPC)

0003Fab-YGPPC antiTLT-1
pTT-0052VH.C91Y- (0052L.C-HPC4);(0052VH.C91Y-CH1-

0003 pTT-0052LC-HPC4 | CH1-YGPPC YGPPC)
pTT-0023VH-CH1- 0004Fab-YGPPC antiTLT-1

0004 pTT-0023LC-HPC4 |YGPPC (0023LC-HPC4);(0023VH-CH1-YGPPC)

pTT-FIX-L4b- pTT-0012VH-CH1- Fab FIX-anti-TLT-1:

0135 0012LC HPC4 (FIX-L4b-0012LC);(0012VH-CH1-HPC4)

pTT-FIX-L4b- mAb FIX-anti-TLT-1:

0145 0012LC pTT-0012HC (FIX-L4b-0012LC) 2;(0012HC) 2
pTT-FVII-L4b- Fab FVIl-anti-TLT-1:
0052VH.C91Y-CH1- (0052LC);(FVII-L4b-0052VH.C91Y-CH1-

5001 pTT-0052LC HPC4 HPC4)

Ejemplo 15: Purificacién y caracterizacion de los Fab anti-TLT-1 expresados de manera recombinante (Fab0084,
Fab0074, Fab0003 y Fab0004).

La purificacion de los Fab anti-TLT-1 (0084, 0074, 0003 y 0004) se realizé mediante el uso de cromatografia de afinidad
basada en la resina KappaSelect (GE Healthcare, num. de cat. 17-5458-01). Los cuatro Fab contienen un unico residuo
de cisteina libre, cada uno incluido en la secuencia. La purificacién se realiz6 mediante el uso de un sistema de
cromatografia AktaExplorer (GE Healthcare, num. de cat. 18-1112-41). Los sistemas tampon usados para la etapa de
purificacion fueron un tampoén de equilibrado/lavado compuesto de Nafosfato 10 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM y un
tampodn de elucién compuesto de acido férmico 20 mM, pH 3,0. No se realizaron ajustes del sobrenadante celular
clarificado antes de la aplicacién en una columna equilibrada previamente empacada con la resina Kappaselect. La
columna se lavo con 5 volumenes de columna de tampdén de equilibrado/lavado. La proteina se eluyd isocraticamente
en aproximadamente 4 volimenes de columna de tampdn de elucion. El eluato se ajustd a pH 7 mediante el uso de
NaFosfato 0,5 M, pH 9,0. La masa molecular de la proteina eluida se analiz6 mediante el uso de de geles Bis-Tris al
4-12 % para SDS-PAGE/Coomassie NuPage (Invitrogen, num. de cat. NP0321BOX) y cromatografia liquida de
ionizacion electropulverizacion con analizador de tiempo de vuelo en un instrumento Agilent 6210 y una columna de
desalinizacion MassPREP (Waters, nim. de cat. USRM10008656). Se observé una proteina pura y homogénea con
una masa molecular esperada. Se realizé6 ademas una configuraciéon de analisis de cromatografia liquida de alto
resolucion de exclusion por tamafio (SEC-HPLC) en un sistema Agilent LC 1100/1200 y mediante el uso de una
columna BIOSep-SEC-S3000 300x7,8 mm (Phenomenex, num. de cat. 00H-2146-K0) y un tampdn de corrida
compuesto de NaFosfato 200 mM, pH 6,9, NaCl 300 mM e isopropanol al 10 %. Aqui, la proteina eluyé como un Unico
pico simétrico a un tiempo de retencion de aproximadamente 9,1 min a una tasa de flujo de 1 ml/min. Para medir la
concentracion de proteina final, se us6 un espectrofotémetro NanoDrop (Thermo Scientific) junto con un coeficiente
de extincion de 1,29.

Ejemplo 16: Purificacion y caracterizacion de la proteina de fusién Fab FIX-anti-TLT-1 expresada de manera
recombinante (FIX-Fab0135).

La purificacion de FIX-Fab0135 se realizd6 mediante el uso de un método de cromatografia de afinidad basado en una
resina anti-HPC4 (Roche, num. de cat. 11815024001). La purificacion se realizé6 mediante el uso de un sistema de
cromatografia AktaExplorer (GE Healthcare, num. de cat. 18-1112-41). Los sistemas tampoén usados para la etapa de
purificacion fueron un tampoén de equilibrado compuesto de Hepes 20 mM, pH 7,5, CaClz2 1,0 mM, NaCl 100 mM y
Tween-80 al 0,005 % (v/v), un tampdn de lavado compuesto de Hepes 20 mM, pH 7,5, CaCl21,0 mM, NaCl 1,0 My
Tween-80 al 0,005 % (v/v) y un tampon de elucion compuesto de Hepes 20 mM, pH 7,5, EDTA 5,0 mM y NaCl 100
mM. Los sobrenadantes celulares se ajustaron con CaClz 1 mM de concentracion final y un pH de 7,5 y se aplicaron
sobre una columna anti-HPC4 equilibrada previamente. La columna se lavé con 5 volimenes de columna de tampoén
de equilibrado, 5 volumenes de columna de tampdn de lavado y por ultimo con 5 volumenes de columna de tampdn
de equilibrado. La proteina se eluyé isocraticamente en aproximadamente 4 volumenes de columna de tampén de
elucion. La proteina se analizé mediante el uso de SDS-PAGE/Coomassie y configuracion de espectrometria de masa
de desorcion ionizacion por laser asistida por matriz con analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS) en un sistema
Micro-flex (Bruker Daltonics), lo que muestra que se obtuvo una proteina pura y homogénea con una masa molecular
de 106 kDa. Debido a que la masa tedrica de la secuencia de aminoacidos para el constructo FIX-Fab0135 fue de
95,9 kDa, la proteina expresada contenia modificaciones postraduccionales. Para medir las concentraciones de
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proteina finales, se usé un espectrofotdémetro NanoDrop (Thermo Scientific) junto con un coeficiente de extincion de
1,29.

Ejemplo 17: Plasmidos mutantes pcDNA3.1(+)-hTLT-1 ECD-HPC4 ala.

Cuarenta constructos de expresion mutantes hTLT-1 ECD-HPC4 Ala se disefiaron de acuerdo con la Tabla 6. Los
constructos de expresion se desarrollaron por el contratista externo GENEART AG (Im Gewerbepark B35, 93059
Regensburg, Alemania) y todos los 40 constructos de expresion se fabricaron en base al vector de expresion
denominado pcDNAS3.1(+). Las alicuotas de ADN para cada uno de los 40 constructos de expresion hTLT-1 ECD-
HPC4 pcDNA3.1(+) se transfectaron en células en suspension HEK293-6E para expresar transitoriamente cada
proteina mutante del hTLT-1 ECD-HPC4 Ala (Tabla 6). La transfeccion transitoria y el cultivo de las células HEK293-
6E se realizaron como se describié en el ejemplo 14.

Tabla 6
wit Tipo silvestre
1 L22A
2 V25A
3 Q27A
4 V30A
5 L35A
6 H39A
7 R41A
8 L42A
9 Q43A
10 K46A
11 Q48A
12 F54A
13 L55A
14 P56A
15 E57A
16 Q60A
17 D68A
18 R69A
19 R70A
20 R75A
21 L82A
22 L86A
23 E90A
24 M91A
25 T93A
26 Q95A
27 E96A
28 E97A
29 D107A
30 R110A
31 H116A
32 R117A
33 S119A
34 P125A
35 E126A
36 E128A
37 E130A
38 S136A
39 N140A
40 K159A
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Ejemplo 18: Purificacién y caracterizacién de anticuerpos monoclonales anti-TLT-1 (mAb0012, mAb0023, mAb0051,
mAb0061, mAb0062).

La purificacion de los anticuerpos monoclonales anti-TLT-1 monoclonales expresados de manera recombinante
descritos en la Tabla 5 se realizé6 mediante un proceso en 2 etapas compuesto por cromatografia de afinidad mediante
el uso de una resina MabSelect SuRe de proteina A (GE Healthcare, nium. de cat. 17-5438-01) y cromatografia de
filtracion en gel mediante el uso de una columna Superdex 200 PrepGrade 26/60 (GE Healthcare, nim. de cat. 17-
1071-01). Las purificaciones se realizaron mediante el uso de un sistema de cromatografia AktaExplorer (GE
Healthcare, num. de cat. 18-1112-41). Los sistemas tampdn usados para la etapa de purificacion por afinidad fueron
un tampon de equilibrado compuesto de NaFosfato 20 mM pH 7,2, NaCl 150 mM, un tampén de elucién compuesto
de acido férmico 10 mM pH 3,5 y un tampdn de ajuste del pH compuesto de NaFosfato 0,5 M pH 9,0. Los
sobrenadantes celulares se aplicaron directamente sin ningun ajuste sobre una columna MabSelect SuRe equilibrada
previamente. La columna se lavé con 15 volumenes de columna de tampdn de equilibrado y los anticuerpos
monoclonales se eluyeron isocraticamente en aproximadamente 2-5 volumenes de columna de tampén de elucion.
Las fracciones agrupadas se ajustaron a pH neutro mediante el uso del tampén de ajuste del pH descrito,
inmediatamente después de la elucién. La proteina se purificé posteriormente y el tampédn se intercambié mediante el
uso de dicha columna de filtracion en gel. El tampdn de corrida usado para la cromatografia de exclusiéon por tamafio
fue His 25 mM pH 6,5, NaCl 135 mM. La tasa de flujo usada fue 2,5 ml/min y los anticuerpos monoclonales anti-TLT-
1 eluyeron como picos Unicos en aproximadamente 0,4 volimenes de columna. Basado en el andlisis de fracciones
en todo el pico mediante el uso del método de SEC-HPLC descrito anteriormente (como se describid en el ejemplo 2),
se prepararon agrupaciones que contenian una proteina del anticuerpo puro que eluye como picos simétricos a
aproximadamente 8,5 min y con un contenido minimo de proteina de alto peso molecular de elucién temprana.

Los anticuerpos purificados se caracterizaron mediante el uso de los métodos de SDS-PAGE/Coomassie descritos
anteriormente (como se describié en el ejemplo 2) y los métodos de SEC-HPLC, lo que muestra que todas las
preparaciones de proteinas del anticuerpo producidas fueron altamente homogéneas. Todos los anticuerpos
mostraron los componentes de cadena pesada de aproximadamente 50 kDa y componentes de cadena ligera de
aproximadamente 25 kDa esperados cuando se usaron condiciones de reduccion antes de ejecutar los analisis de
SDS-PAGE/Coomassie. Las determinaciones de masa molecular intacta se realizaron mediante el uso de una
configuracion del método de espectrometria de masa de electropulverizacion ionizacion con analisis de tiempo de
vuelo cromatografia liquida en un instrumento Agilent 6210 y una columna de desalinizaciéon MassPREP (Waters,
num. de cat. USRM10008656). El sistema tampoén usado fue un tampoén de equilibrado compuesto de acido férmico
al 0,1 % en H20 grado LC-MS y un tampén de elucion compuesto de acido férmico al 0,1 % en ACN de grado LC-MS.
Todos los anticuerpos mostraron masas moleculares intactas de 147,2 — 148,6 kDa, que es aproximadamente 2,7 —
3,1 kDa por encima de las masas tedricas de las secuencias de aminoacidos para cada uno de los anticuerpos. Por
lo tanto, todos los anticuerpos anti-TLT-1 expresados de manera recombinante mostraron modificaciones
postraduccionales correspondientes a las N-glicosilaciones esperadas de HC. Se obtuvieron para los seis anticuerpos
purezas finales del 95 — 99 %. Para verificar la secuencia N terminal de los anticuerpos anti-TLT-1 clonados y
purificados, se realizaron degradaciones EDMAN mediante el uso de un sistema secuenciador automatizado
(Secuenciador de Proteinas 494 de Applied Biosystems). Se realizaron 10-20 ciclos de degradacion para cada
anticuerpo. Aqui, las secuencias de cadena ligera y pesada esperadas se confirmaron para los seis anticuerpos anti-
TLT-1 clonados. Para medir las concentraciones de proteina finales, se usé un espectrofotometro NanoDrop (Thermo
Scientific) junto con coeficientes de extincion especificos para cada uno de los seis anticuerpos que variaron de 1,34—
1,51.

Ejemplo 19: Unién al mAb y competencia de diferentes mAb para la union al TLT-1.
Materiales:

Tabla 7: Reactivos

Reactivo Fuente

TLT-1-His Ejemplo 1

mAb0061 Ejemplo 18

mAb0023 Ejemplo 18

mAb0051 Ejemplo 18

mAb0062 Ejemplo 18

Fab0074 Ejemplo 15

Fab0084 Ejemplo 15

Fab0003 Ejemplo 15

Fab0004 Ejemplo 15

Todos los demas reactivos | Biacore
Kit de Captura de Anticuerpos Humanos (BR-1008-39)
mAb anti-His (I+D num. MAB050)
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Método: Los mAb de interés se inmovilizaron ya sea directamente a un chip CM5 o mediante captura a través de un
mAb de captura de Fc humano inmovilizado a un chip CM5, mientras que TLT-1-His se inmovilizé mediante captura a
través de un chip CM5 de mAb anti-His para el analisis de Fab. Los reactivos que se usaron se muestran en la Tabla
7.

Captura directa del mAb: Los mAb para TLT-1 se inmovilizaron a un nivel de aprox. 500-1000 RU en un chip CM5 (50
ug/ml diluido en Na-acetato, pH 4,0) mediante el uso del procedimiento estandar recomendado por el proveedor. Se
analizaron diluciones de dos veces del TLT-1 desde 200 nM hasta 0,2 nM por su unién a los mAb. Tampoén de corrida
y de diluciéon: HEPES 10 mM, 150 mM, p20 al 0,005 %, pH 7,4. La regeneracion se obtuvo mediante glicina 10 mM,
pH 1,7.

Captura del mAb a través del mAb Fc humano: El mAb Fc humano se inmovilizé a aprox. 10 000 RU. Se afiadi6 el
mADb de interés (aprox. 100 nM). Se analizaron diluciones de dos veces del TLT-1 desde 200 nM hasta 0,2 Nm. Tampén
de corrida y de diluciéon: HEPES 10 mM, 150 mM, p20 al 0,005 %, pH 7,4. La regeneracion se obtuvo en MgCl2 3 M.

Captura del TLT-1-His mediante el mAb anti-His (I+D nim. MABO50): El mAb anti-His se inmoviliz6 a aprox. 9000 RU.
El TLT-1-His se afadioé a un nivel de aprox. 30-40 RU (10 ug/ml diluido en Hepes 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM,
Tween-20 al 0,005 %) mediante el uso del procedimiento estandar recomendado por el proveedor. Se evaluaron
diluciones de 8 veces de Fab desde 3 hasta 0,047 pg/ml por su unién al TLT-1-His. Tampdn de corrida y de dilucién:
Hepes 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, Tween-20 al 0,005 %. La regeneracién se obtuvo mediante MgCl2 3 M.

La determinacion de constantes cinéticas y de union (kon, Koff, Ko) se obtuvo al asumir una interaccién 1:1 del TLT-1y
fibrindgeno mediante el uso del programa informatico de evaluacién Biacore T100.

Competencia:El andlisis de interaccion de unién por competencia se obtuvo por Resonancia de Plasmoén de Superficie
en un Biacore T-100 que analizé la uniéon de diversos mAb para TLT-1 al TLT-1 cuando se une al mAb0012
inmovilizado (o un mADb alternativo). Se logro la inmovilizacion directa a un chip CM5 de los mAb a un nivel de 5000-
10 000 RU en acetato de sodio 10 mM pH 4,5-5,0. Esto se siguié por la unién del TLT-1 50 nM y después de 2 min de
disociacién seguido por la union de otros tres mAb a evaluar en cuanto a la competencia. Tampon de corrida y de
diluciéon: HEPES 10 mM, 150 mM, p20 al 0,005 %, pH 7,4. La regeneracién se obtuvo mediante glicina 10 mM, pH 1,7.

Resultados:
Tabla 8

Unién al TLT-1 ka (1/M) kd (1/s) Ko (M) TLT-1 Técnica de

Biacore
mAb0061 9,32E+05 0,003499 3,75E-09 captura
mAb0023 2,87E+05 0,00125 4,36E-09 directa
mAb0051 2,45E+05 0,00472 19,3E-09 directa
mAb0062 3,26E+05 0,00134 4,12E-09 directa
Fab0074 3,35E+06 0,00798 2,38E-09 captura
Fab0084 5,31E+06 0,00524 0,99E-09 captura
Fab0003 5,36E+05 0,00279 5,20E-09 captura
Fab0004 1,15E+06 0,00195 1,70E-09 captura

Tabla 9: Andlisis de SPR. Constante de unién para la unién al TLT-1. Competencia con mAb0012

ID del mAb Competencia con | Competencia con | Competencia con | Competencia con
mAb0012 mAb0023 mAb0051 mAb0062

mAb0061 Si No no no

mAb0023 Si no si

mAb0051 si no

Conclusién; Las constantes de union para mAb0061, mAb0023, mAb0051 y mAb0062 y Fab0074, Fab0084, Fab0003
y Fab0004 se estimaron mediante analisis de Biacore (ver la Tabla 8). El mAb0061 y el mAb0051 no compiten con
ninguno de los otros mAb por la unién (ver la Tabla 9). El mAb0023 y el mAb0062 compiten entre si (ver la Tabla 9).
Ejemplo 20: Preparacién de vesiculas PS:PC 20:80 y clonacion, expresion, replegamiento y relipidacion de TLT-1.

ElI TLT-1 relipidado en vesiculas PS:PC 20:80 se prepar6 mediante el uso de Triton X-100 como detergente como se
describe en Smith y Morrissey (2005) J. Thromb. Haemost., 2, 1155-1162 excepto que se usé TLT-1 en lugar de TF.

Materiales
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Medio LB con Kanamicina (50 mg/ml). Kanamicina Sigma K-0254
IPTG 1000 mM (IPTG Sigma 1-6758)

Tampén de lisis: Bugbuster 1x (Novagen) en Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0. Afadir lisozima 0,5
mg/ml + DNAsel. Afadir Coctel Inhibidor Completo 1x (Roche)

Tampon de lavado-IB 1: bugbuster en tampén-IB 1:10. Afadir lisozima 50 ug/ml + Coctel Inhibidor Completo 0,5x
(Roche)

Tampon de lavado-IB 2: Bugbuster en tampén-IB 1:10
Tampon-IB: Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0
Tampon GndHCI: Guanidinio HCI 6 M, Tris-HCI 50 mM, NaCl 50 mM, Triton X-100 red. al 0,1 %, pH 8,0

Tampon de replegado: Tris-HCI 50 mM, Arginina 800 mM, Triton X-100 al 0,1 %, glutatién reducido 5 mM, glutation
oxidado 0,5 mM pH 8,5

Tampon de didlisis: Tris-HCI 20 mM, Triton X-100 al 0,1 %, pH 8,0
DTT:Glutation reducido (Sigma G4251) Glutation oxidado Sigma G4376

PC: 10 mg/ml de L-[I-fosfatidilcolina (Huevo, pollo) en cloroformo (Avanti Polar Lipids Inc.) Num. Cat. 840051C. Mw
760,09

PS: 10 mg/ml de sal sédica de L-[I-fosfatidilserina (cerebro, porcino) en cloroformo. (Avanti Polar Lipids Inc.) Num.
Cat. 840032C. Mw 812,05

Triton X-100: Triton X-100 al 10 %, hidrogenado, detergente de grado proteico, filtrado estéril. Calbiochem. Num. Cat.
648464 Concentracion 159 mM (PM 628)

Tampoén HBS: HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4
Bioperlas: Bio-Beads SM2 Adsorbent, malla 20-50 BioRad Laboratories, Nium. Cat. 152-3920.
Método

Expresion: El TLT-1 (hTLT-1.18-188; SEQ ID NO: 149), lo que incluye dominio extracelular, enlazador y dominio
transmembrana, se clon6 en pET24a mediante el uso de los cebadores 1004 (SEQ ID NO: 150) y 1005 (SEQ ID NO:
151) y pTT-hTLT-1 como plantilla. Se emplearon técnicas estandar para la preparacion del ADN. La transformacion
se realizé en BL21 (DE3). Cultivo durante toda la noche: se mezclaron 1 x 50 ml de medio LB en matraces de 250 ml
(plasticos) y 50 pl de Kanamicina 50 mg/ml + 1 colonia (transformacion) a partir de la placa de BL21. El cultivo se
incubé ON a 37 °C, 220 rpm. Cultuivo iniciador: se afiadieron 2 x 500 ml de medio LB en matraces de 2 | (plasticos)
con 300 pl de Kanamicina 50 mg/ml. Se afiadieron 10 ml del cultivo ON del TLT-1/Pet24a en BL21 (DE3) y se siguid
a OD600. Se incubd a 37 °C, 220 rpm.

Induccion: 2 x 500 ml con TLT-1 lip/pET24a ~ BL21 (DE3) en LB. Se afiadié ~ 0,2 mM de IPTG (100 pl de 1 M) a 25
°C al cultivo celular cuando la ODsoo alcanzo entre 0,6 - 0,8. Esto se incubd durante 3 h a 25 °C, 220 rpm. El cultivo
se cosecho después de 3 h y se centrifugd durante 30 min a 4600 rpm. El sobrenadante se desechd. El sedimento se
almacend a -20 °C. Lisis de cuerpos de inclusién: El sedimento de E. coli se resuspendié en 5 ml de tampon de lisis/g
de sedimento. Se afiadid MgSO4 hasta 5 mM para respaldar la actividad ADNsel. La suspension celular se incubo en
plataforma de agitacion durante 20 min a temperatura ambiente. El lisado se aclaré mediante centrifugacién a 20.000
g (8500 rpm) durante 20 min a 4 °C. El sedimento se resuspendié en 100 ml de tampdn de lavado IB. La suspension
se mezclé mediante agitacion en vortice suave y se incubd a temperatura ambiente durante 5 min. La suspensién se
centrifugé a 20 000 g durante 20 min a 4 °C para colectar los cuerpos de inclusion. Los cuerpos de inclusion se
resuspendieron en 100 ml de tampén de lavado-IB 2. La muestra se centrifugd a 20 000 g durante 20 min a 4 °C para
colectar los cuerpos de inclusion. El sedimento se resuspendié en 100 ml de agua y se centrifugé a 20 000 g durante
20 min a 4 °C para colectar los cuerpos de inclusion. Replegado:El sedimento se solubilizd6 nuevamente en x ml de
tampon GdnHCI (20 ml). La concentracion final del TLT-1 (se midié A280) fue de 1-2 mg/ml. Se afiadié DTT (400 ul)
hasta una concentracion final de 20 mM. La solubilizacion completa se asegurd mediante agitacion magnética durante
~1-2,5 hr (1,5 h) a temperatura ambiente. El material insoluble se eliminé mediante centrifugacion a 20 000 g durante
20 min. Se usé una bomba peristaltica lentamente (durante toda la noche) para transferir la solucion de
GdnHCl/proteina (20 ml) al tampén de replegado >20x (400 ml) a 4 °C. El tampdn de replegado se agité rapidamente
para asegurar la dilucién rapida. La corrida de la bomba se obtuvo a la tasa de flujo 1x, velocidad 2,5, 4 °C y se dejo
durante toda la noche a 4 °C. La proteina precipitada se elimind mediante centrifugacion a 20 000 g (8500 rpm) en
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tubos de 50 ml durante 30 min. El lip de TLT-1 se concentré desde 400 ml hasta 120 ml en un filtro Amico de 76 mm
de diametro, 10 000 MWCO a 4,5 bar. La proteina se analizé en un SDS-Page mediante precipitacion con EtOH debido
al GdnHCI en la muestra. Se concentraron 2x 500 ul y 2x 25 pl en tubos de 0,5 ml con 10 000 MWCO. Se mezclé 50
pl de la muestra + 9 vol. de EtOH helado al 99 % (450 pl) y se colocé a -20 °C durante 10 min. La muestra se centrifugd
a una velocidad total de 13 000 rpm durante 5 min. El sedimento se lavo con 450 pl de EtOH frio al 96 % + 50 pl de
MQ. Centrifugar nuevamente. Dejar secar (el EtOH debe eliminarse antes del SDS-PAGE). Se resuspendieron 100 pl
con tampoén de muestra 1x

Preparacion de PS:PC y relipidacién: Se siguid el protocolo exacto descrito en Smith SA y Morrissey JH (2004) “Rapid
and efficient incorporacion of tissue factor into liposomes”. J. Thromb. Haemost. 2:1155-1162 para la relipidacién del
TLT-1.

Ejemplo 21: Analisis de la unién de fibrindgeno al TLT-1 y competencia de unién entre los mAb para TLT-1 y el
fibrindgeno.

El TLT-1 se une al fibrinbgeno mediante analisis de SPR. Ademas, se analiz6 la unién simultanea de fibrindgeno y
cada uno de los cuatro mAb: mAb0012, mAb0023, mAb0051 y mAb0062 mediante analisis de SPR en un instrumento
Biacore T100.

Los materiales usados se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10
Reactivo Fuente
TLT-1 Ejemplo 2
mAb0012 Ejemplo 18
mAb0023 Ejemplo 18
mAb0051 Ejemplo 18
mAb0062 Ejemplo 18
Fibrinégeno HCI-0150R Haematologic technologies
Todos los demas reactivos | Biacore GE Healthcare

Método:

El TLT-1 humano se inmovilizé a un nivel de aprox. 1000 RU en un chip CM5 (50 ug/ml diluido en acetato de Na, pH
4,0) mediante el uso del procedimiento estandar recomendado por el proveedor. Se analizaron diluciones de cuatro
veces del fibrindgeno humano desde 200 nM a 0,2 nM para la unién al TLT-1 inmovilizado. Tampdn de corrida y de
diluciéon: HEPES 10 mM, 150 mM, p20 al 0,005 %, pH 7.,4. La regeneracién se obtuvo mediante glicina 10 mM, pH 1,7.
La determinacion de las constantes cinéticas y de union (kon, koff, Kn) se obtuvo al asumir una interaccién 1:1 del TLT-
1y fibrinbgeno mediante el uso del programa informatico de evaluacién Biacore T100 (Tabla 11).

La competencia de los diferentes mAb por la unién al TLT-1 y a fibrindgeno simultdneamente se analizé mediante la
inmovilizaciéon de cada uno de los mAb a aproximadamente 10 000-15 000 RU en un chip CM5 seguido de la union
del TLT-1 50 nM seguido de una disociacion de 2-3 min mediante la variaciéon de las concentraciones de los mAb a
analizar para la competencia. La regeneracion del chip se obtuvo mediante glicina 10 mM, pH 1,7.(Tabla 12).

Resultados;

Tabla 11: Unidn del TLT-1 al fibrindgeno

ka (1/M) | kd (1/s) Ko (M)
TLT-1- fibrindgeno | 4171 3,92 X 10* | 9,40E-08
Unién

Tabla 12: Competencia con fibrindgeno.El mAb de interés se inmovilizé en un chip. La adicién del TLT-1 se sigui6 de
fibrinégeno (un emparedado).

ID del mAb Competencia con fibrinégeno
mAb0012 no
mAb0023 si
mADb0051 no
mAb0062 si

Conclusién;
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El TLT-1 (HCI-0150R) se une el fibrindgeno. mAb0023 y mAb0062 compiten con este sitio de unidon. mAb0012 y
mAb0051 no compiten.

Ejemplo 22: Mapeo de epitopos por espectrometria de masa de intercambio de hidrégeno (HX-MS).

La técnica HX-MS se ha empleado para identificar los epitopos de unién al TLT-1 cubiertos por los cuatro anticuerpos
monoclonales mAb0023, mAb0051, mAb0062 y mAb0061.

Para los experimentos de mapeo se usaron hTLT-1.20-125, hTLT-1.16-162 y hTLT-1.126-162 correspondientes a las
SEQ ID NO 5, 6 y 7, respectivamente. Todas las proteinas se intercambiaron en tampoén a PBS pH 7,4 antes de los
experimentos.

Método: Experimentos HX-MS.

Instrumentacion y registro de datos.Los experimentos HX se automatizaron mediante un robot Leap (H/D-x PAL; Leap
Technologies Inc.) operado por el programa informatico LeapShell (Leap Technologies Inc.), que realizé la iniciacion
de la reaccién de intercambio de deuterio, control del tiempo de reaccion, reacciéon de inactivacion, inyeccion en el
sistema UPLC y control del tiempo de digestion. El robot Leap se equipé con dos estantes con temperatura controlada
mantenidos a 20 °C para el almacenamiento del tampoén y reacciones de HX y mantenidas a 2 °C para el
almacenamiento de la proteina y la solucidon de inactivacion, respectivamente. El robot Leap contenia ademas una
unidad Trio VS enfriada (Leap Technologies Inc.) que contenia las columnas analitica, preparativa y de pepsina, y la
tuberia de LC y las valvulas de conmutacién a 1 °C. Las valvulas de conmutacion se han mejorado de HPLC a valvulas
de conmutacién UHPLC Microbore (Cheminert, VICI AG). Para la digestion en pepsina en linea, 100 ul de la muestra
inactivada que contiene 200 pmol del TLT-1 se cargd y pasoé sobre un Cartucho de Pepsina Inmovilizada Poroszyme®
(2,1 x 30 mm (Applied Biosystems)) mediante el uso de una tasa de flujo isocratico de 200 pl/min (acido férmico 0,1
%:CH3CN 95:5). Los péptidos resultantes se atraparon y se desalinizaron en una precolumna VanGuard BEH C18 1,7
um (2,1 x 5 mm (Waters Inc.)). Subsecuentemente, las valvulas se conmutaron para colocar la precolumna en linea
con la columna analitica, UPLC-BEH C18 1,7 pm (2,1 x 100 mm (Waters Inc.)), y los péptidos se separaron mediante
el uso de un gradiente de 9 min de 15-40 % B suministrado a 150 pl/min de un sistema AQUITY UPLC (Waters Inc.).
Las fases moviles consisten en A: acido formico al 0,1 % y B: &cido féormico al 0,1 % en CH3CN. Los datos de ESI MS,
y las adquisiciones de MS/MS dependientes de datos separadas (CID) y experimentos de energia elevada (MSF) se
adquirieron en modo ion positivo mediante el uso de MS Q-Tof Premier (Waters Inc.). La leucina-encefalina se usé
como la masa de bloqueo (iones [M+H]* a m/z 556.2771) y los datos se colectaron en modo continuo.

Andlisis de datos.Los péptidos pépticos se identificaron en experimentos separados mediante el uso de los métodos
estandar CID MS/MS o MSE (Waters Inc.). Los datos de MSE se procesaron mediante el uso de BiopharmaLynx 1.2
(version 017). La adquisicion de MS/MS dependiente de datos CID se analizé mediante el uso del programa informético
MassLynx y la base de datos MASCOT producida internamente.

Los archivos de datos primarios de HX-MS se sometieron a correccion continua mediante estandar. El analisis de
datos, es decir, la determinacion de los centroides de péptidos deuterados y la graficacion de las curvas de intercambio,
se realizé mediante el uso de HX-Express ((Version Beta); Weis y otros, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 17, 1700 (2006)).

Mapeo de epitopos de mAb0023: El intercambio de hidrégeno/deuterio (HX) de amida se inicié6 mediante una dilucion
de 30 veces del hTLT-1.20-125 en presencia o ausencia del mAb0023 en el tampdn deuterado correspondiente (es
decir. PBS preparado en D20, 96 % de D20 final, pH 7,4 (valor no corregido)). Todas las reacciones HX se llevaron a
cabo a 20 °C y contenian hTLT-1.20-125 4 uM en ausencia o presencia de mAb0023 2,4 uM lo que proporcion6 de
esta forma un exceso molar de 1,2 veces de sitios de unién a mAb. En intervalos de tiempo adecuados que varian de
10 seg a 8 horas, las alicuotas de la reaccién HX se inactivaron por un volumen igual de tampén de inactivacion helado
(TCEP 1,35 M) lo que resulta en un pH final de 2,6 (valor no corregido).

Mapeo de epitopos de los mAb 0051 y 0062: El mapeo de epitopos de mAb0051 y mAb0062 se realizé6 en un
experimento separado mediante el uso del hTLT-1.20-125 y se llevo a cabo de manera similar al mapeo de mAb0023
como se describi6 anteriormente.

Mapeo de epitopos de mAb0061: El mapeo de epitopos de mAb0061 se realizdé en dos experimentos separados
mediante el uso ya sea de la proteina hTLT-1.16-162 o el péptido hTLT-1.126-162.

Los experimentos se realizaron de manera similar como se describié anteriormente para el mAb0023. No obstante, la
columna de pepsina se colocd a temperatura ambiente para los experimentos mediante el uso del hTLT-1.126-162.
Esto resulta en un aumento de la eficacia de digestion de pepsina con una pérdida de intercambio adicional minima.

Resultados

Mapeo de epitopos de mAb0023
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El curso de tiempo de HX de 20 péptidos, que cubre 100 % de la secuencia primaria del TLT-1, se monitored en
presencia y ausencia de mAb0023 durante 10 segundos hasta 8 horas.

El patrén de intercambio observado en presencia o ausencia de mAb0023 puede dividirse en dos grupos diferentes:
Un grupo de péptidos TLT-1 muestra un patrén de intercambio que no se afecta por la unién de mAb0023 y otro grupo
de péptidos TLT-1 que muestra proteccién a partir del intercambio tras la unién a mAb0023. Las regiones que muestran
proteccion tras la union a mAb0023 abarcan péptidos que cubren los residuos del TLT-1 36-51, 79-91 y 105-120. Al
comparar las cantidades relativas de proteccion de intercambio dentro de cada péptido el epitopo para mAb0023
puede estrecharse para los residuos 36-47, VQCHYRLQDVKA (50 %), 82-87, LGGGLL (30 %), 108-115, GARGPQIL
(20 %) con la proteccién de intercambio relativo para cada segmento sefialado en paréntesis. Una vision general del
mapa del péptido para el epitopo 0023 se muestra en la Figura 6.

Mapeo de epitopos de mAb0051

El curso de tiempo de HX de 22 péptidos, que cubre 100 % de la secuencia primaria del TLT-1, se monitored en
presencia y ausencia de mAb0051 durante 10 segundos hasta 1000 segundos.

El patrén de intercambio observado en presencia o ausencia de mAb0051 puede dividirse en dos grupos diferentes:
un grupo de péptidos TLT-1 muestra un patrén de intercambio que no se afecta por la unién de mAb0051 y un grupo
que se afecta. Las regiones que muestran proteccion después de la union a mAb0051 abarcan péptidos que cubren
los residuos 52-66, 92-120. Al comparar las cantidades relativas de proteccion de intercambio dentro de cada péptido
el epitopo para mAb0051 puede estrecharse para los residuos 55-66, LPEGCQPLVSSA (75 %) y 110-120,
RGPQILHRVSL (25 %), asi como también, una interaccion débil en el tramo 92-105. Una vision general del mapa del
péptido para el epitopo 0051 se muestra en la Figura 7.

Mapeo de epitopos de mAb0062

El curso de tiempo de HX de 22 péptidos, que cubre 100 % de la secuencia primaria del TLT-1, se monitoreé en
presencia y ausencia de mAb0062 durante 10 segundos hasta 1000 segundos.

El patrén de intercambio observado en presencia o ausencia de mAb0062 puede dividirse en dos grupos diferentes:
Un grupo de péptidos TLT-1 muestra un patrén de intercambio que no se afecta por la unién de mAb0062 y otro grupo
de péptidos TLT-1 que muestran proteccion. Las regiones que muestran proteccion después de la unién a mAb0062
abarcan péptidos que cubren los residuos 36-51 y 105-120. Al comparar las cantidades relativas de proteccion de
intercambio dentro de cada péptido el epitopo para mAb0062 puede estrecharse para 36-47, VQCHYRLQDVKA (60
%) y 110-120, RGPQILHRVSL (40 %). Una visién general del mapa del péptido para el epitopo 0062 se muestra en
la Figura 8.

Mapeo de epitopos de mAb0061

El epitopo para mAb0061 se maped en dos experimentos separados mediante el uso de la proteina hTLT-1.16-162 o
el hTLT-1.126-162.

Para hTLT-1.16-162 los transcursos del tiempo de HX de 19 péptidos, que cubre el 85 % de la secuencia primaria del
TLT-1, se monitorearon en presencia y ausencia de mAb0061 durante 10 segundos hasta 8 horas. Debido a una O-
glicosilacion en el residuo S148, no pudo registrarse la informacion mas alla del residuo 141.

El patrén de intercambio observado en presencia o ausencia de mAb0061 puede dividirse en dos grupos diferentes:
Un grupo de péptidos TLT-1 muestra un patrén de intercambio que no se afecta por la unién de mAb0061 y otro grupo
de péptidos TLT-1 que muestra proteccion a partir del intercambio tras la unién a mAb0061. Las regiones que muestran
proteccion después de la unién a mAb0061 abarcan los péptidos que cubren los residuos 121-141. Sin embargo, es
importante observar que no se proporciona informacién en este experimento para el residuo 142 y mas alla. Al
comparar las cantidades relativas de proteccion de intercambio dentro de cada péptido el epitopo para mAb0061
puede estrecharse para comenzar en el residuo 130.

Para obtener informacion completa sobre el epitopo mAb0061, el experimento de mapeo se repiti6 mediante el uso
del péptido hTLT-1.126-162. Este péptido se une al mAb0061 con alta afinidad y no se modifica por glicosilacion. Por
lo tanto, deberia ser capaz de proporcionar informacién de HX-MS para toda la region.

Los transcursos de tiempo de HX de 12 péptidos, que cubren toda la regién 126-162 del TLT-1 se monitorearon en
presencia y ausencia de mAb0061 durante 10 seg hasta 3000 seg.

Todos los péptidos en esta region 126-162 desarrollaron proteccion para el intercambio a partir de la unién a mAb0061.
Al comparar las cantidades relativas de proteccion de intercambio dentro de cada péptido el epitopo para mAb0061
puede estrecharse para estar dentro de los residuos 130-145, ETHKIGSLAENAFSDP. Una vision general del mapa
del péptido para el epitopo 0061 se muestra en la Figura 9 y la 10.

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2757930 T3

Ejemplo 23: Analisis de la produccién, caracterizacion y uniéon de mutantes de hTLT-1 ECD-HPC4 Ala.

Los constructos mutantes del hTLT-1 ECD-HPC4 Alanina se disefiaron de acuerdo con la Tabla 6. Los constructos de
expresion se desarrollaron por el contratista externo GENEART AG (Im Gewerbepark B35, 93059 Regensburg,
Alemania) y todos los constructos de expresion se realizaron en base al vector de expresion denominado pcDNA3.1(+).
Las alicuotas de ADN para cada uno de los 40 constructos de expresion del hTLT-1 ECD-HPC4 pcDNA3.1(+) se
transfectaron en células en suspension HEK293-6E con el fin de expresar transitoriamente cada proteina mutante
hTLT-1 ECD-HPC4 Ala (Tabla 6). La transfeccion transitoria y el cultivo de células HEK293 6e se realizaron como se
describié en el Ejemplo A.

Siete dias después de la transfeccion, las células se eliminaron mediante centrifugacion y la proteina mutante hTLT-1
ECD-HPC4 A la resultante que contiene sobrenadantes se esterilizd por filtracion antes de los andlisis. La
concentracion de proteina mutante con hTLT-1 ECD-HPC4 A la expresada en el sobrenadante de células clarificado
se determind mediante el uso de una combinacién de RP-HPLC y andlisis de SDS-PAGE/Coomassie. Estos variaron
de 4 — 40 pg/ml y contienen un grado variable de formacion de dimeros. Como se describié anteriormente para la
produccién de la proteina hTLT usada para los experimentos de inmunizaciéon, se observaron formas de
monomero/dimero de la proteina expresada para todos los constructos de mutantes hTLT ECD-HPC4 Ala. La
concentracion relativa de la proteina monémero/dimero hTLT-1 ECD-HPC4 se estimé mediante SDS-
PAGE/Coomassie y se calculd un Mw promedio para cada preparacion del mutante.

Todos los estudios de unidn se corrieron a 25 °C, y las muestras se almacenaron a 15 °C en el compartimento de
muestras en un analizador ProteOn (Biorad) que mide las interacciones moleculares en tiempo real mediante
resonancia de plasmon de superficie. La sefial (RU, unidades de respuesta) informada por el ProteOn se correlaciona
directamente con la masa en los puntos de la superficie del chip del sensor individual.

El anticuerpo policlonal anti-hFc se inmovilizé en células de flujo separadas de un chip sensor GLM mediante el uso
de una mezcla 1:1 de EDAC 0,4 M [hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida] y Sulfo-NHS [N-
hidroxisulfosuccinimida] 0,1 M. Cada anticuerpo se diluyé en acetato de sodio 10 mM pH 5,0 a una concentracion de
50 pg/ml, y se inmovilizé en una célula de flujo individual a 30 pl/min durante 240 s. Los anticuerpos se inmovilizaron
en células de flujo A1-A6 (direccion horizontal). Después de la inmovilizacion, los sitios activos en la célula de flujo se
bloquearon con etanolamina 1 M. El nivel de inmovilizacién final del anticuerpo de captura varié tipicamente de
aproximadamente 9000 a 10 000 RU en un experimento. La captura de los anticuerpos anti-TLT-1 mAb0023,
mAb0051, mAb0061 y mAb0062 se realizé mediante la dilucion hasta 0,5 pg/ml en tampén HBS-EP (HEPES 10 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,05 %, pH 7,4) e inyectado a 30 ul/min durante 60 s en direccion
vertical, lo que crea puntos de referencia interbandas con sélo anticuerpos anti-Fc humano. El nivel de captura final
de los anticuerpos de analisis vari6 tipicamente de aproximadamente 200 a 300 RU en un experimento. La union de
la proteina hTLT-1 ECD-HPC4 wt o mutante Ala se realizé mediante la inyeccién sobre las células de flujo paralelas
en direccion horizontal para permitir el analisis comparativo de la union a diferentes anticuerpos anti-TLT-1 capturados
con relacion a la union a las referencias de interbanda. Cada proteina hTLT-1 ECD-HPC4 se diluy6 hasta 100 nM,
basado en el Mw promedio calculado, en tampén HBS-EP y se inyecta a 30 ul/min durante 240 s. El chip GLM se
regenero después de cada ciclo de inyeccion de analito a través de una inyeccion de 18 s de acido féormico 1 M seguido
por una inyeccion de 18 s de NaOH 50 mM a 100 pl/min. Esta etapa de regeneracién eliminé el anticuerpo anti-TLT-1
y cualquier TLT-1 unido a partir de la superficie de anticuerpo de captura inmovilizado, y permitié la unién posterior del
siguiente par de muestras de analisis. El procedimiento de regeneracion no eliminé el anticuerpo de captura anti-Fc
humano inmovilizado directamente de la superficie del chip.

El andlisis de datos se realizé mediante el uso del programa informatico ProteOn ManagerTM. No se observé una
unién no especifica significativa a las superficies de control interbandas. Las curvas de union se procesaron mediante
referenciacion doble (sustraccion de sefales de superficie de control de interseccién, asi como también, inyecciones
de tampon blanco sobre los anticuerpos capturados anti-TLT-1). Esto permitié corregir el ruido de instrumentos, el
cambio de volumen vy la deriva durante las inyecciones de muestra. La sefial de unién a los 10 s después de la
detencion de la inyeccion del analito se normalizé al nivel del anticuerpo anti-TLT-1 capturado y se presenté como
union con relacion a la proteina hTLT-1 ECD-HPC4 wit.

Las mutaciones de Ala siguientes mostraron una disminucion significativa de la union a los respectivos anti-TLT-1 en
comparacion con la proteina hTLT-1 ECD-HPC4 wt. mAb0051: F54A < 0,4 wt; M91A < 0,2 wt; R117A < 0,2 wt; S119A
< 0,6 wt. mAb0062: R41A < 0,2 wt; L42A < 0,6 wt; Q43A < 0,4 wt; F54A < 0,6 wt; M91A < 0,4 wt; R110A < 0,2 wt;
H116A < 0,6 wt. mAb0023: L42A < 0,2 wt; Q43A < 0,2 wt; K46A < 0,2 wt; M91A < 0,4 wt; R110A < 0,2 wt. Dado que
se pudo observar una disminucién de la union para el mutante M91A de HPC4 con hTLT-1 para los 4 anticuerpos anti-
TLT-1, el residuo probablemente tiene una influencia importante sobre la estabilidad de las proteinas en lugar de ser
parte de un epitopo real. mAb0061 no mostré una disminucién de la unién a cualquiera de las variantes del TLT-1
mutadas analizadas, lo que indica que el epitopo no esta cubierto por los mutantes introducidos en el estudio de unién.

Ejemplo 24: Complejos de estructura cristalina entre péptidos de tallo de TLT-1 y el Fab anti-TLT-1.
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Expresion del Fab anti-TLT-1, Fab0100 (idéntico a Fab0061), para la cristalizacién: El fragmento Fab anti-TLT-1,
Fab0100, que comprende la cadena pesada que corresponde a la SEQ ID NO: 152y la cadena ligera que corresponde
ala SEQ ID NO: 153, se expreso transitoriamente en células HEK293 de acuerdo con el procedimiento generalizado.

Purificaciéon del Fab anti-TLT-1, Fab0100, para la cristalizacién: La purificacion de dicho Fab se realizé mediante un
proceso en dos etapas compuesto por cromatografia de afinidad mediante el uso de la resina kappaSelect (GE
Healthcare, nium. de cat. 17-5458-01) y cromatografia de exclusion por tamafio. La purificacion se realizé6 mediante el
uso de un sistema de cromatografia AktaExplorer (GE Healthcare, nim. de cat. 18-1112-41). Los sistemas tampén
usados para la etapa de purificacién fueron un tampén de equilibrado compuesto de NaFosfato 10 mM, pH 7,5 y NaCl
150 mM y un tampén de elucidon compuesto de acido féormico 20 mM, pH 3,0. El sobrenadante se ajusté con NaOH 1
M a un pH de 7,5 y se aplicd sobre una columna kappaSelect equilibrada previamente. La columna se lavo con 5
volumenes de columna de tampén de equilibrado y la proteina Fab se eluy6 isocraticamente mediante el uso de
aproximadamente 5 volumenes de columna de tampodn de elucién. La proteina Fab se analizé6 mediante el uso de
andlisis de SDS-PAGE/Coomassie y LC-MS, lo que muestra que se obtuvo una proteina pura y homogénea con un
peso molecular esperado de 46,9 kDa. Para medir la concentracion de proteina, se usé un espectrofotémetro
NanoDrop (Thermo Scientific) junto con un coeficiente de extincion de 1,31. El acabado final de la proteina Fab se
llevé a cabo mediante el uso de una columna de exclusién por tamafio (Superdex200).

Preparacion de péptidos para la cristalizacion: El péptido del tallo de TLT-1 hTLT-1.126-162 (SEQ ID NO: 7) se preparo
mediante sintesis de péptido de fase sdlida. Igualmente, se prepard una version mas corta hTLT-1.129-142 del péptido
del tallo que corresponde a la SEQ ID NO: 8.

Preparacion, cristalizacién y determinacion de la estructura de los complejos Fab0100:TLT-1: Preparacién de
Fab0100:hTLT-1.126-162: El complejo entre Fab0100 y hTLT-1.126-162 se prepard por adicion de dos veces de
exceso molar del hTLT-1.126-162 a una soluciéon de Fab0100 seguido por aislamiento del complejo mediante la
separacion del exceso del hTLT-1.126-162 mediante el uso de cromatografia de exclusion por tamafio preparativa.
Por lo tanto, el complejo Fab0100: hTLT-1.126-162 se preparé mediante la mezcla de Fab (1100 ml, 98 mM) y hTLT-
1.126-162 (155 ml, 1391 mM), ambos en tampén PBS (pH 7,4). El complejo se sometid a filtracion en gel mediante el
uso de una columna Superdex 200 HighLoad 26/60 (GE Healthcare) eluida con tampén PBS (pH 7,4) a una tasa de
flujo de 1 ml/min. Se colectaron fracciones correspondientes a un volumen de 3 ml. Las fracciones que contenian el
complejo Fab0100: hTLT-1.126-162 deseado se agruparon y después se concentraron mediante el uso de un
dispositivo de filtro de centrifuga (Amicon, valor limite de 10 kDa) hasta una concentracién de proteina de 8,6 mg/ml.
Esta preparacién se uso6 para la cristalizacion del complejo Fab0100:hTLT-1.126-162.

Preparacién de Fab0100:hTLT-1.129-142: El complejo entre Fab0100 y el péptido del tallo mas corto (hTLT-1.129-
142) se preparé de manera similar con las excepciones de que la relacién molar entre hTLT-1.129-142 y Fab fue 1,5:1
y que el tope de filtracién en gel se omitié debido a la unién mas débil del hTLT-1.129-142 en comparacion con la del
péptido del tallo mas largo (hTLT-1.126-162).

Cristalizacion y recogida de datos de los complejos Fab0100:hTLT-1.129-142 y Fab0100:hTLT-1.126-162: Los
complejos Fab0100:hTLT-1.129-142 y Fab0100:hTLT-1.126-162 a temperatura ambiente se cristalizaron a
temperatura ambiente por el método de gota sentada. El Fab0100:hTLT-1.129-142 se cristalizd mediante la adicion a
la solucién de proteina, en una relacion de volumen de 1:2 (precipitante:proteina), de una solucién de precipitacion
que contiene dihidrogeno fosfato de potasio 0,04 M, PEG 8000 al 16 % p/v y glicerol al 20 %, mientras que el complejo
Fab0100:hTLT-1.126-162 se cristalizé6 mediante la adicidn a la solucion de proteina, en una relacién de volumen de
1:1 (precipitante:proteina), de una solucion de precipitacién que contiene PEG 10 000 al 20 % p/v y Hepes 0,10 M pH
7.,5. Un cristal del complejo Fab0100:hTLT-1.129-142 se congelé inmediatamente en Nz liquido y durante la recogida
de datos se mantuvo a 100 K mediante una corriente de gas N2z criogénica. Los datos cristalograficos se recogieron
posteriormente a una resolucion de 2,14 A mediante el uso de un anodo giratorio Rigaku MicroMax-007 HF y un
detector de rayos X marCCD 165. La determinacién del grupo separador, la integracién y el escalado de los datos se
realizaron mediante el paquete del programa informatico XDS (Kabsch,W. (1993) J. Appl. Crystallogr. 26, 795-800).
Los parametros de celda del cristal se determinaron ser 82,10, 64,99, 107,73 A, 90°, 95,12° y 90° paraa, b, ¢, a, By y
respectivamente, y el grupo separador se determiné ser C2. El Rsym para las intensidades del conjunto de datos se
calcul6 ser 6,5 %. Las coordenadas de un modelo del Fab de la estructura del 1INGZ (Yin,J. y otros PNAS EE.UU.
100, 856-861) depositada en la PDB (Berman, H.M. y otros (2000) Nucleic Acids Res. 28, 235-242) se us6 para la
determinacion de la estructura de la molécula Fab anti-TLT-1. El modelo Fab 1NGZ se dividié en dos dominios, los
dominios variable y constante, que después se usaron como modelos de busqueda independientes en un reempbucle
molecular ejecutado por el programa informatico PHASER (Mccoy,A.J. y otros Acta Crystalographica Seccion D
Biological Crystallography 61, 458-464; Mccoy,A.J. y otros J. Appl. Crystallogr. 40, 658-674) de la suite CCP4 (Bailey,S.
(1994) Acta Crystallogr. Sect. D-Biol. Crystallogr. 50, 760-763). El paquete de programa informatico ARP-wARP
(Evrard,G.X. y otros Acta Crystallographica Seccién D 63, 108-117) se us6 posteriormente para la construccion y
sincronizacion de modelos automatizados. Se aplicaron refinamientos cristalograficos adicionales, mediante el uso del
programa informatico REFMACS (Murshudov,G.N. y otros Acta Crystallogr. Sect. D-Biol. Crystallog. 53, 240-255),
seguido por inspeccion grafica computarizada de los mapas de densidad electronica, correccion y construccion de
modelos, mediante el uso del programa informatico CooT (Emsley,P. y otros Acta Crystallogr. Sect. D-Biol. Crystallogr.
60, 2126-2132). El procedimiento se sometié a un ciclo hasta que no se pudieran hacer mas mejoras significativas al
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modelo. Los resultados finales de R y R libre calculados después de 3 ciclos de intervencion manual y después de los
refinamientos fueron 0,185 y 0,245, respectivamente, y el modelo mostré una desviacién cuadratica media (RMSD)
de las longitudes de unién ideales de 0,022 A.

Un cristal del complejo Fab0100:hTLT-1.126-162 se transfirié a una criosoluciéon que contenia 75 % de la solucion
precipitante y 25 % de glicerol. El cristal se dejé en remojo durante unos 15 segundos, se congeldé inmediatamente en
N2 liquido y durante la recogida de datos se mantuvo a una temperatura de 100 K mediante una corriente de gas N2
criogénico. Los datos cristalograficos se recogieron posteriormente a una resolucion de 1,85 A en la linea de haz
BL911-3 (Ursby,T. y otros (2004) AIP Conference Proceedings 705, 1241-1246) en MAX-lab, Lund, Suecia. La
determinacion del grupo separador, la integracion y el escalado de los datos se realizaron en el paquete del programa
informatico xDs. Los parametros de celda para los datos del sincotrén se determinaron ser 82,54, 65,32, 108,05 A,
90°, 95,15° y 90° para a, b, ¢, a, B y y respectivamente, y el grupo separador se determiné ser C2. El Rsym para las
intensidades del conjunto de datos se calculd ser 6,7 %. El cristal fue isomorfico con los cristales de Fab0100:hTLT-
1.129-142 y, por lo tanto, el refinamiento corporal rigido del complejo Fab0100:hTLT-1.129-142 se usé para la
sincronizacion original del Fab0100:hTLT-1.126-162 seguido por la construccién y sincronizacion de modelos
automatizados mediante el uso del paquete del programa informatico ARP-wARP. Se aplicaron refinamientos
cristalograficos adicionales, mediante el uso del programa informatico REFMACS5, seguido por inspeccién grafica
computarizada de los mapas de densidad electrénica, correccion y construccion de modelos, mediante el uso del
programa informatico COOT. El procedimiento se sometié a un ciclo hasta que no se pudieran hacer mas mejoras
significativas al modelo. Los resultados finales de R y R libre calculados después de 13 ciclos de intervenciéon manual
y los refinamientos siguientes fueron 0,171 y 0,223, respectivamente, y el modelo mostré una RMSD de longitudes de
unién ideales de 0,027 A (Tabla 11).

Resultados

Como se muestra en las Tablas 14 y 15, el anti-TLT-1 se une eficazmente al tallo del TLT-1. Mediante el uso del
programa informatico AREAIMOL, del paquete de programas CCP4, el area promedio excluida en una interaccién por
pares entre Fab0100 y TLT-1 se calculd ser 764 A2 Las areas promedio excluidas en interacciones por pares para el
complejo Fab0100:hTLT-1.126-162, dieron 656 y 871 A2, para anti-TLT-1y TLT-1, respectivamente.

Los residuos en el péptido TLT-1 (hTLT-1.126-162) que hacen contactos directos con el Fab anti-TLT-1 en el complejo
Fab0100: hTLT-1.126-162 se definen como el epitopo y los residuos en Fab0100 que realizan contactos directos con
el hTLT-1.126-162 en el complejo Fab0100: hTLT-1.126-162 se definen como paratopo. Los residuos de epitopos y
paratopos se identificaron al ejecutar el programa informatico CONTACTS del conjunto de programas CCP4 mediante el
uso de una distancia limite de 4,0 A entre el Fab anti-TLT-1 y la molécula TLT-1. Los resultados de los calculos de
contacto para el complejo Fab0100:hTLT-1.126-162 de las estructuras cristalinas se muestran en las Tablas 14 y 15.
Se encontr6 que el epitopo TLT-1 resultante para Fab0100 comprende los siguientes residuos de la SEQ ID NO: 7):
Lys 8 (133), lle 9 (134), Gly 10 (135), Ser 11 (136), Leu 12 (137), Ala 13 (138), Asn 15 (140), Ala 16 (141), Phe 17
(142), Ser 18 (143), Asp 19 (144), Pro 20 (145), Ala 21 (146) donde los numeros entre paréntesis se refieren a los
residuos correspondientes en la SEQ ID NO: 2 (Tablas 12y 13).

El paratopo resultante incluyé los residuos His 31, Asn 33, Tyr 37, His 39, Tyr 54, Phe 60, Ser 96, Thr 97, Val 99y Tyr
101 de la cadena ligera de Fab0100 que corresponden a la SEQ ID NO: 153 (Tabla 12), y los residuos Val 2, Phe 27,
Arg 31, Tyr 32, Trp 33, Glu 50, Thr 57, Asn 59, Ser 98, Gly 99, Val 100 y Thr 102 de la cadena pesada Fab0100
correspondiente a la SEQ ID NO: 152 (Tabla 13). Los residuos de epitopos del TLT-1 implicados en la unién al
hidrégeno también se indican en las Tablas 12y 13.

Tabla 13: Resultados del refinamiento del modelo de rayos X de los datos observados del complejo Fab0100:hTLT-
1.126-162 mediante el programa informatico refmac5.
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OBSERVACION
OBSERVACION
OBSERVACION
OBSERVACION

3 REFINAMIENTO.

3 PROGRAMA: REFMAC

3 AUTORES:

3

3 OBJETIVO DEL REFINAMIENTO:

3

3 DATOS USADOS EN EL REFINAMIENTO.

3 INTERVALO DE RESOLUCION ALTO (ANGSTROMS):
3 INTERVALO DE RESOLUCION BAJO (ANGSTROMS):

3 VALOR LIMITE DE DATOS (SIGMA(F)):
3 COMPLETAMIENTO PARA EL INTERVALO (%):
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PROBABILIDAD MAXIMA

1,85
34,18
NINGUNO
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3 NUMERO DE REFLEXIONES:

3

3 AJUSTE A LOS DATOS USADOS EN EL REFINAMIENTO.

3 METODO DE VALIDACION CRUZADA:

3 SELECCION DE CONJUNTO DE PRUEBA DE VALOR DE R LIBRE:
3 VALOR DE R (DE TRABAJO + CONJUNTO DE PRUEBA):

3 VALOR DE R (CONJUNTO DE TRABAJO):

3 VALOR DE R LIBRE:

3 TAMANO DE CONJUNTO DE PRUEBA DE VALOR DE R LIBRE (%):
3 CONTEO DE CONJUNTO DE PRUEBA DE VALOR DE R LIBRE:

3

3 AJUSTE EN EL RANGO DE NUMEROS DE MAYOR RESOLUCION.
3 NUMERO TOTAL DE RANGOS DE NUMEROS USADOS:

3 INTERVALO DE RESOLUCION DE RANGOS DE NUMEROS ALTO:
3 INTERVALO DE RESOLUCION DE RANGOS DE NUMEROS BAJO:

3 REFLECCION EN RANGOS DE NUMEROS (CONJUNTO DE
TRABAJO):

3 COMPLETAMIENTO DEL RANGOS DE NUMEROS
(TRABAJO+PRUEBA) (%):

3 VALOR DE R DEL RANGOS DE NUMEROS (CONJUNTO DE
TRABAJO):

3 CONTEO DE CONJUNTO DE VALOR DE R LIBRE DEL RANGOS DE
NUMEROS:

3 VALOR DE R LIBRE DEL RANGOS DE NUMEROS:

3

46512

ATODO LO LARGO
ALEATORIO
0,17330

0,17070

0,22260

5,0

2463

20
1,850
1,898
3409

99,81
0,266
195

0,309

3 NUMERO DE ATOMOS DISTINTOS DE HIDROGENO USADOS EN EL REFINAMIENTO.

3 TODOS LOS ATOMOS:

3

3 VALORES DE B.

3 DEL GRAFICO DE WILSON (A**2): NULO

3 VALOR DE B MEDIO (TOTAL, A**2):

3 VALOR DE B ANISOTROPICO TOTAL.

3B11 (A*2):

3 B22 (A**2):

3 B33 (A**2):

3 B12 (A*2):

3 B13 (A**2):

3 B23 (A**2):

3

3 ERROR DE COORDENADA TOTAL ESTIMADO.
3 ESU BASADO EN VALOR DE R (A):

3 ESU BASADO EN VALOR DE R LIBRE (A):

3 ESU BASADO EN LA PROBABILIDAD MAXIMA (A):
3 ESU PARA VALORES DE B BASADO EN LA PROBABILIDAD
MAXIMA (A**2): ,

3 COEFICIENTES DE CORRELACION.

3 COEFICIENTE DE CORRELACION FO-FC:

3 COEFFICIENT DE CORRELACION FO-FC FREE:
3

3993

14,967

-0,06
0,23
-0,24
0,00
-0,36
0,00

0,116
0,123
0,084
6,165

0,963
0,939

3 DESVIACIONES DE RMS A PARTIR DE VALORES IDEALES CONTEO DEL PESO RMS

3 LONGITUDES DE UNION DE ATOMOS REFINADOS (A):

3 ANGULOS DE UNION DE ATOMOS REFINADOS (GRADOS):
3 ANGULOS DE TORSION, PERIODO 1 (GRADOS):

3 ANGULOS DE TORSION, PERIODO 2 (GRADOS):

3 ANGULOS DE TORSION, PERIODO3 (GRADOS):

3 ANGULOS DE TORSION, PERIODO 4 (GRADOS):

3 RESTRICCIONES DE CENTROS QUIRALES (A**3):

3 PLANOS GENERALES REFINADOS DE ATOMOS (A):

3 RESTRICCIONES DE FACTOR TERMICO ISOTROPICO. CONTEO
PESO RMS
3 ATOMOS REFINADOS UNIDOS A CADENA PRINCIPAL (A**2):

3 ATOMOS REFINADOS DE ANGULO DE CADENA PRINCIPAL
(A™2):
3 ATOMOS REFINADOS UNIDOS A CADENA LATERAL (A*2):

60

3538 ;0,027 ; 0,022
4833 ;2,132; 1,958
473,;6,972 ;5,000
137 ;35,607 ;24,453
583 ;14,216 ;15,000
14 ;23,096 ;15,000
552 ;0,180 ; 0,200
2664 ; 0,013 ; 0,021

2262 ;1,399 ; 1,500
3679 ; 2,333 ; 2,000

1276 ;3,462 ;3,000
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3 ATOMOS REFINADOS DE ANGULO DE CADENA LATERAL
(A=2):
3

3 ESTADISTICAS DE RESTRICCION DE NCS
3 NUMEROS DE GRUPOS NCS: NULO

3

3 DETALLES GEMELOS

1139 5,231 ; 4,500

3 NUMERO DE DOMINIOS GEMELOS: NULO

3

3

3 DETALLES DE TLS

3 NUMERO DE GRUPOS TLS: 2

3 REGISTRO DEL ATOMO QUE CONTIENE SOLO LOS FACTORES RESIDUALES B
3

3 GRUPO TLS: 1

3 NUMERO DEL GRUPO DE COMPONENTES: 3

3 COMPONENTES C SSSEQI A C SSSEQI

3 INTERVALO DE RESIDUO: L1 L 109

3 INTERVALO DE RESIDUO: H1 H 113

3 INTERVALO DE RESIDUO: P7 P21

3 ORIGEN PARA EL GRUPO (A): -4,1790 48,4400 34,3450
3TENSORT

3T11:0,1731 T22:0,1937

3 T33:0,1093 T12:-0,0155

3T13:-0,0164 T23:-0,0192

3 TENSOR L

31L11:1,9367 L22: 0,4840

3133:3,8383 L12:-0,1522

31L13:-1,2215 L23:-0,1172

3 TENSOR S

3 S11:0,0447 $12:-0,2657  S13:0,0758
3 S21: 0,0958 §22:-0,0414  S23:-0,0674
3 S31:0,0036 §32: 0,0098

3

3 GRUPO TLS: 2

3 NUMERO DEL GRUPO DE COMPONENTES: 2
3 COMPONENTES C SSSEQI A C SSSEQI

3 INTERVALO DE RESIDUO: L114

3 INTERVALO DE RESIDUO: H 116

3 ORIGEN PARA EL GRUPO (A): -24,4360 51,7710
3TENSORT

3 T11:0,0252 T22:0,0170
3 T33:0,0735 T12:0,0161
3T13:0,0018 T23: 00,0048
3 TENSOR L

3L11:2,0324 L22: 1,6905
3 133:0,8461 L12:0,7328
31L13:0,0695 L23: 0,3337

61

§33:-0,0032
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OBSERVACION
OBSERVACION
OBSERVACION
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OBSERVACION
OBSERVACION
OBSERVACION
OBSERVACION
LINKR

LINKR
LINKR

CISPEP
CISPEP
CISPEP
CISPEP
CISPEP

3 TENSOR S

3 511:-0,0068 S12:
3821:-0,0127 S22:
3 831:-0,0077 S32:

3
3

ES 2757930 T3

3 MODELADO DE SOLVENTE VOLUMETRICO.
3 METODO USADO:
3 PARAMETROS PARA EL CALCULO DE LA MASCARA
3 RADIO DE SONDA VDW:

3 RADIO DE SONDA DE ION:
3 RADIO DE CONTRACCION:

3

3 OTRAS OBSERVACIONES DE REFINAMIENTO:
3 HIDROGENOS QUE SE HAN ANADIDO EN LAS POSICIONES DE MONTAJE
:SOLO RESIDUAL

3 VALORES DE U
3
SGCYSL 139

SGCYSH22
SG ACYS H 141

1THRL7
2VALL99
3TYRL 145
4 PHE H 147
5 GLU H 149

Tabla 14

0,0156 S13:

-0,0101 S23:
-0,0763 S33:

MASCARA

1,40
0,80
0,80

SGACYSL
199

0,0515
0,1316
0,0168

SS

SGACYSH96 SS

SGACYSH
197
PROL 8

PRO L 100
PRO L 146
PRO H 148
PRO H 150

SS

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

Interacciones del hTLT-1.126-162 “P” (SEQ ID NO: 7) con la cadena ligera de Fab0100 (SEQ ID NO: 163). Se
us6 un valor limite de 4,0 A. Los contactos se identificaron mediante el programa informatico CONTACT del
conjunto de programas CCP4. En la ultima columna "***" indica una posibilidad fuerte para un enlace de
hidrégeno a este contacto (distancia < 3,3 A) como se calculé mediante CONTACT, ™" indica una posibilidad
débil (distancia > 3,3 A). En blanco indica que el programa considerd que no existe posibilidad de un enlace de
hidrégeno. Los enlaces de hidrogeno son especificos entre un donante y un aceptor, son tipicamente fuertes,
y se identifican facilmente.

hTLT-1.126-162 Anti-TLT-1 Distancia Posiblemente
Tipo Num. de Nombre Tipo Num. de Nombre [A] enlace de H
de Res.y del atomo de Res.y del atomo
Res. Cadena Res. Cadena
lle 9P CB Tyr 101L OH 3,76
lle 9P CD1 Ser 96L O 3,58
Thr 97L 6] 3,68
lle 9P CG2 Val 99L CG2 3,51
lle 9P C Tyr 101L OH 3,95
Gly 10P N Tyr 101L OH 3,06 b
Gly 10P CA Tyr 101L OH 3,48
Gly 10P C Tyr 101L OH 3,67
Ser 11P N Tyr 101L OH 3,09 el
Ser 11P CB Ser 96L oG 3,89
Tyr 37L CD1 3,94
Ser 96L 6] 3,37
Ser 11P oG Ser 96L oG 2,88 e
Ser 96L CA 3,76
Ser 96L CB 3,05
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Ser 96L C 3,33
Ser 96L 6] 2,45 el
Tyr 101L CE1 3,94
Tyr 101L (074 3,59
Tyr 101L OH 3,37 *
Ser 11P (0] Tyr 37L CE1 3,39
Tyr 37L CZ 3,66
Tyr 37L OH 3,55 *
Leu 12P CG Asn 33L ND2 3,41
Tyr 37L OH 3,86
Leu 12P CD1 His 31L CEA1 3,73
His 31L NE2 3,38
His 31L CD2 3,63
Tyr 37L CE2 3,65
Asn 33L ND2 3,68
Tyr 37L CcZ 3,84
Tyr 37L OH 3,51
Leu 12P CD2 His 31L CE1 3,57
His 31L NE2 3,91
Asn 33L ND2 3,39
Phe 17P CB Tyr 54L CG 3,79
Tyr 54L CE1 3,70
Tyr 54L CD1 3,45
Phe 17P CG Tyr 54L CG 3,98
Tyr 54L CD1 3,63
Phe 17P CD1 Tyr 54L CB 3,74
Phe 17P CE1 His 39L ND1 3,88
His 39L CE1 3,32
His 39L NE2 3,60
Phe 17P (074 His 39L CE1 3,36
His 39L NE2 3,66
Tyr 37L CD1 3,98
Phe 17P CE2 Tyr 37L CD1 3,79
Tyr 37L CE1 3,84
Phe 17P (0] Phe 60L CD1 3,84
Phe 60L CEA1 3,31
Asp 19P N Phe 60L CEA1 3,88
Asp 19P CA Phe 60L (074 3,80
Asp 19P CB Phe 60L CZ 3,85
Tabla 15

Interacciones del hTLT-1.126-162 “P” (SEQ ID NO: 7) con la cadena pesada de Fab0100 (SEQ ID NO: 162).
Se usé un valor limite de 4,0 A. Los contactos se identificaron mediante el programa informatico CONTACT del

conjunto de programas CCP4. En la ultima columna

Wkkkn

indica una posibilidad fuerte para un enlace de

hidrégeno a este contacto (distancia < 3,3 A) como se calculé6 mediante CONTACT, "*" indica una posibilidad
débil (distancia > 3,3 A). En blanco indica que el programa consideré que no existe posibilidad de un enlace de
hidrégeno. Los enlaces de hidrogeno son especificos entre un donante y un aceptor, son tipicamente fuertes,
y se identifican facilmente.

hTLT-1.126-162 Anti-TLT-1 Distancia Posiblemente
Tipo Num. de Nombre Tipo Num. de Nombre [A] enlace de H
de Res. y del atomo de Res. y del atomo
Res. Cadena Res. Cadena
Lys 8P C Asn 59H OoD1 3,95
Lys 8P (6] Asn 59H CG 3,69
Asn 59H ND2 3,78 *
Trp 33H CH2 3,86
Asn 59H OD1 2,85 el
Thr 57H CG2 3,45
lle 9P CA Trp 33H CH2 3,91
Glu 50H OE2 3,52
Asn 59H OD1 3,79
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lle 9P CB Glu 50H OE2 3,81
lle 9P C Trp 33H CZ3 4,00
Trp 33H CH2 3,65
Glu 50H OE2 3,62
Trp 33H CZ2 3,87
lle 9P (6] Trp 33H CZ2 3,92
Gly 10P N Glu 50H CD 3,40
Glu 50H OE1 3,38 *
Trp 33H CZ3 3,55
Trp 33H CH2 3,68
Glu 50H OE2 2,77 i
Trp 33H CE3 3,85
Trp 33H CZ2 3,99
Gly 10P CA Glu 50H CD 3,79
Glu 50H OE1 3,40
Trp 33H CZ3 3,80
Glu 50H OE2 3,61
Trp 33H CE2 3,75
Trp 33H CD2 3,55
Trp 33H CE3 3,58
Trp 33H CZ2 3,99
Gly 10P C Val 100H CG2 3,82
Gly 10P (0] Val 100H CG2 3,86
Ser 11P N Val 100H CG2 3,78
Ser 11P CA Val 100H CG2 3,78
Ala 13P CB Trp 33H CD1 3,60
Trp 33H NE1 3,52
Asn 15P CG Tyr 32H CD1 3,88
Tyr 32H CE1 3,83
Asn 15P ND2 Arg 31H C 3,94
Arg 31H 0 3,09 e
Tyr 32H CG 3,98
Tyr 32H CD1 3,76
Tyr 32H CE1 3,70
Tyr 32H (074 3,88
Arg 31H NH1 3,93 *
Ala 16P 0 Val 100H CB 3,86
Val 100H CA 3,80
Val 100H N 2,91 el
Thr 102H CG2 3,46
Gly 99H CA 3,74
Gly 99H C 3,78
Phe 17P CA Thr 102H CG2 3,64
Phe 17P CD1 Val 100H (0] 3,93
Phe 17P CE1 Val 100H CB 3,46
Val 100H CG1 3,52
Val 100H (0] 3,86
Phe 17P (674 Val 100H CB 3,81
Val 100H CG1 3,89
Phe 17P C Thr 102H CG2 3,59
Phe 17P 0 Thr 102H CG2 3,79
Ser 18P C Thr 102H CG2 3,94
Ser 18P 0 Thr 102H CB 3,48
Thr 102H 0G1 3,64 *
Thr 102H CG2 3,26
Pro 20P CA Tyr 32H OH 3,47
Tyr 32H (074 3,90
Pro 20P CB Val 2H CG2 3,92
Phe 27H CB 3,93
Phe 27H CD1 3,86

64




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757930 T3

Phe 27H CG 3,78
Pro 20P CG Thr 102H 0OG1 3,88

Ser 98H oG 3,54
Pro 20P CD Thr 102H CB 3,95

Thr 102H OG1 3,83
Pro 20P Cc Val 2H CG2 3,98
Pro 20P 0o Phe 27H CB 3,52
Ala 21P N Val 2H CG2 3,51
Ala 21P CA Val 2H CG2 3,97
Ala 21P CB Val 2H CG2 3,77

Ejemplo 25: Mapeo de epitopos mediante recorrido del péptido.

El ELISA de recorrido del péptido define la region de unién minima del péptido. Esto se establecié mediante el
recubrimiento de péptidos biotinilados con el desplazamiento en marco de un residuo en la regién del tallo del TLT-1
en placas de estreptavidina seguido por la unién del anticuerpo de interés (mAb0061). Se afadidé un anticuerpo
secundario para la deteccion y se midié la unién a 450 nm. Control positivo: unién al TLT-1 biotinilado.

PBS 10X:

Tween20:

Placa:
BSA:

Tampon de bloqueo/dilucién:

Tampon de lavado:
Estandar:
mAb:

Deteccion del Ab:

Sustrato de TMB:

Solucién de parada:

Dilucion del TLT-1 biotinilado

1 mg/ml -> 6,3 ng/ml (Dilucion 158500x)

Concentracion en pocillo: 0,63 ng

Dilucién de péptidos biotinilados

Conc approx 2-5 mg/ml (2,5 mg/ml)

Materiales
GPBS 10X Gibco 14200

Aldrich nim. de cat. 27,434-8, num. lote S30950-315

Placa recubierta con estreptavidina de 96 pocillos Nunc nium. 466014
A7030-100 g num. lote 057K0737

PBS 1X pH=7,4

BSA al 2 %

Tween20 al 0,5 %
PBS 1x + Tween20 al 0,5 %

TLT-1 biotinilado 1 mg/ml 04/09-08
0197-0000-0061-4A - 0,55 mg/ml
Anti-IgG humana de cabra marcada con HRP 1 mg/ml Prod. nim.

NEF802001EA

Listo para usar num. de cat. 4390L num. lote 70904
H3PO42 M

2,5 mg/ml -> Dilucion 10 000x (25 ng/pocillo): 100 pl de cada péptido en cada pocillo.

Dilucion de mAb0061

0,55 mg/ml ->100 ng/ml (Dilucién 5500x)

Concentracion en pocillo: 10 ng

Dilucién de mAb anti-lgG humana de cabra
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1 mg/ml -> 0.2 pg/ml (Dilucién 5000x)
Sintesis de péptidos biotinilados en formato de 96 pocillos

Los péptidos biotinilados se sintetizaron mediante el uso de sintesis estdndar de péptidos en fase sélida. Las
soluciones de aminoacidos protegidos con Fmoc 0,3 M en 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) 0,3 M en N-metilpirrolidinona
(NMP) se acoplaron mediante el uso de diisopropilcarbodiimida (DIC) durante 1-4 horas. Como soporte soélido se us6
la resina Rink amida LL (Merck) en una placa de filtro de microtitulacion de 96 pocillos (Nunc) y se uso
aproximadamente 20 mg de resina por pocillo. La sintesis se realizé mediante el uso del sintetizador de péptidos
Multipep RS de Intavis, Alemania, y se uso el protocolo de fabricacién. La eliminacién de Fmoc se realizé mediante el
uso de piperidina al 25 % en NMP. Todos los péptidos se acoplaron con biotina en el extremo N-terminal y el acido 8-
amino-3,6-dioxaoctanoico se usé como un separador entre la biotina y los péptidos. Este separador también se acoplé
como un bloque de construccién protegido por Fmoc de acuerdo con el protocolo de sintesis (IRIS biotech, Alemania)

Desproteccion y tratamiento final

La desproteccion final se realizé mediante el uso de 90 % de acido trifluoracético (TFA), 5 % de triisopropilsilano y 5
% de H20 durante 3 horas. Se us6 un total de 1 ml de TFA por pocillo. EI TFA se filtré a 96 pocillos profundos (Nunc)
y el TFA se redujo en volumen mediante evaporacion hasta aproximadamente 100- 200 ul por pocillo y se afhadié
dietiléter a todos los pocillos para precipitar los péptidos. La suspension del péptido en dietiléter se transfirié a una
placa de filtro de 96 pocillos Solvinert (0,47 um, Millipore) y los péptidos se lavaron dos veces con dietiléter y se
secaron. Los péptidos se redisolvieron en 80 % de DMSO y 20 % de agua para dar una solucién madre de
aproximadamente 1-3 mg/ml.

Péptidos biotinilados de 20 mer a partir de la region del tallo del TLT-1 (SEQ ID NO 6)
2-5 mg/ml en DMSO/H20 al 75 % (biotinilado en N terminal):

El nimero del péptido se muestra a la izquierda:

2 A2 2619.8 bio-Oeg-L-N-I-L-P-P-E-E-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E
A3 2620.7 bio-Oeg-N-I-L-P-P-E-E-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N
4 A4 2577.7 bio-Oeg-I-L-P-P-E-E-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A
5 A5 2611.7 bio-Oeg-L-P-P-E-E-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F
6 A6 2585.6 bio-Oeg-P-P-E-E-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F-S
7 A7 2603.6 bio-Oeg-P-E-E-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F-S-D
8 A8 2603.6 bio-Oeg-E-E-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P
9 A9 2545.6 bio-Oeg-E-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A
10 A10 2473.6 bio-Oeg-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G
11 A11 2431.6 bio-Oeg-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G-S
12 A12 2373.6 bio-Oeg-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G-S-A
13 B1 2358.6 bio-Oeg-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G-S-A-N
14 B2 2354.6 bio-Oeg-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G-S-A-N-P
15 B3 2330.7 bio-Oeg-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G-S-A-N-P-L
16 B4 2331.6 bio-Oeg-I-G-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G-S-A-N-P-L-E

17 B5 2315.5 bio-Oeg-G-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G-
18 B6 2345.5 bio-Oeg-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G-S-A- P-S
19 B7 2386.5 bio-Oeg-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G-S-A-N-P-L-E-P- S-Q
20B8 2388.4 bio-Oeg-A-E-N-A-F-S S
21 B9 2446.4 bio-Oeg-E-N-A-F-S-D-
22 B10 24455 bio-Oeg-N-A-F-S-D-P N E
23 B11 2418.5 bio-Oeg-A-F-S-D-P-A-G-S-A-N-P-L-E-P-S-Q-D-E-
L-E-P-S
E-P-S-Q

24 B12 2460.6 bio-Oeg-F-S-D-P-A-G-S-A-
25 C1 2410.5 bio-Oeg-S-D-P-A-G-S-A-
26 C2 2436.6 bio-Oeg-D-P-A-G-S-A-N-
27 C3 2434.7 bio-Oeg-P-A-G-S-A-N-P-L-E-P-S-Q-D-E-K-S-I-

o
"~

Péptidos biotinilados de 16 mer de la regién del tallo del hTLT-1 (SEQ ID NO 6)
2-5 mg/ml en DMSO/H20 al 75 %:

29 C5 2219.3 bio-Oeg-L-N-I-L-P-P-E-E-E-E-E-T-H-K-I-G
30 C6 2193.2 bio-Oeg-N-I-L-P-P-
31 Cc7 2192.3 bio-Oeg-I-L-P-P-E-
32 (OF 2150.2 bio-Oeg-L-P-P-E-E-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A
33 C9 2166.1 bio-Oeg-P-P-E-E-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E
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34 C10  2183.1 bio-Oeg-P-E-E-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N
35 C11 21571 bio-Oeg-E-E-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A
36 C12 21752 bio-Oeg-E-E-E-E-T-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F

H-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F-S

E

E

E

37 D1 2133.2 bio-Oeg-E-E-E-T-
38 D2 2119.2  bio-Oeg-E-E-T-H S

39 D3 2087.2 bio-Oeg-E-T-H-K-I-G-S-L-

40 D4 2029.2 bio-Oeg-T-H-K-I-G-S
41 D5 1985.2 bio-Oeg-H-K-I-G-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G
42 D6 1935.2 bio-Oeg-K-I-G-S-L-A-E-N

43 D7 1878.1 bio-Oeg-1-G-S-L-A-E-N-A-F-S-
44 D8 1879 bio-Oeg-G-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G-S-A-N
45 D9 1919 bio-Oeg-S-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G-S-A-N-P
46 D10 1945.1 bio-Oeg-L-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G-S-A-N-P-L
47 D11 1961 bio-Oeg-A-E-N-A-F-S-D-P-A-G-S-A-N-P-L-E
48 D12 1987 bio-Oeg-E-N-A-F-S-D-P-A-G-S-A-N-P-L-E-P
49 E1 1945 bio-Oeg-N-A-F-S-D-P-A-G-S-A-N-P-L-E-P-S
50 E2 1959 bio-Oeg-A-F-S-D-P-A-G-S-A-N-P-L-E-P-S-Q
51 E3 2003 bio-Oeg-F-S-D-P-A-G-S-A-N-P-L
52 E4 1984.9 bio-Oeg-S-D-P-A-G-S-A-N-P-L-E-P-
53 ES 2026 bio-Oeg-D-P-A-G-S-A-N-P-L-E-P-S-Q-
54 E6 1998 bio-Oeg-P-A-G-S-A-N-P-L-E- D

55 E7 2014.1  bio-Oeg-A-G-S-A-N-P-L-E-P-S-Q-D-E-K-S-I
56 E8 2040.1 bio-Oeg-G-S-A-N-P-L-E-P-S-Q-D-E-K-S-I-P
57 E9 2096.2 bio-Oeg-S-A-N-P-L-E-P-S-Q-D-E-K-S-I-P-L
58 E10 2122.3 bio-Oeg-A-N-P-L-E-P-S-Q-D-E

Método

El mapeo de epitopos implico la uniéon del mAb0061 a dos series de péptidos biotinilados de la regién del tallo del TLT-
1. Los péptidos biotinilados se unieron a placas de estreptavidina.

Péptido del tallo:

LNILPPEEEEETHKIGSLAENAFSDPAGSANPLEPSQDEKSIPL

1) mapeo de péptido de 20 mer con un desplazamiento en marco de un residuo (20,1) (ver materiales)

2) mapeo de péptido de 16 mer con un desplazamiento en marco de un residuo (16,1) (ver materiales)

1.

2.

10.

11.

12.

13.

La placa se lavo previamente 3 veces con 250 ul de tampén de lavado

Se afiadieron 100 pl de solucién de péptido biotinilado (de Masterplate diluido X 10 000, un péptido por pocillo)
Se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora o a +5 °C durante toda la noche
Se lavé 3 veces con tampon de lavado

Se anadieron 100 pl de anticuerpo primario (ver dilucién anteriormente)

Se incubo a temperatura ambiente durante 1 hora

Se lavé 3 veces con tampon de lavado

Se afiadieron 100 pl de anticuerpo secundario (ver diluciéon anteriormente)

Se incubo a temperatura ambiente durante 1 hora

Se lavo 3 veces con tampodn de lavado

Se afiadieron 100 pl de tampdn de sustrato/desarrollo (tiempo de reaccidon 3 min)
Se anadieron 100 pl de H3PO4 2 M

El punto final se ley6é a 450 nm
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La unién al péptido biotinilado en un pocillo se registré como "unién” cuando la absorciéon a 450 nm estuvo por encima
ggb?l.”.Se registré "sin union” cuando la sefal estuvo mas abajo de 1. Una sefial intermedia se registré como “union
Resultados

Los péptidos biotinilados se colocaron en pocillos de la manera siguiente:

Fila A: péptido 2-12 (20 mer)

Fila B: péptido 13-24 (20 mer)

Fila C: péptido 25-27 (20 mer)

Fila C: péptido 29-36 (16 mer)

Fila D: péptido 37-48 (16 mer)

Fila E: péptido 49-58 (16 mer)

Resultado de la determinacion triple:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
<0,1 <0,1 <0,1 >3 >3 >3 >3 >3 >3 >3 >3

>3 >3 >3 >3 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

<0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 >3

>3 >3 >3 >3 >3 >3 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
<0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

I|GMmo0|w|>

En resumen, los péptidos de 20 mer (5-16) dan lugar a sefiales positivas fuertes (<3) que corresponden a los
aminoacidos: IGSLAENAF. Los péptidos de 16 mer 36-42 dan lugar a sefiales positivas fuertes (<3) que corresponden
a KIGSLAENAF.

Conclusién

El ELISA de recorrido de péptidos ha definido el area de unién minima del epitopo para unirse al mAb0061 como el
tramo siguiente de residuos de aminoacidos: KIGSLAENAF.

Este tramo es parte de hecho del epitopo definido anteriormente por la estructura cristalina: KIGSLA-NAFSDPA.
Ejemplo 26: Ensayo de hidrdlisis in vitro del polipéptido del Factor Vlla.

El Factor Vlla natural (de tipo silvestre) y la variante del Factor Vlla (ambos denominados, de aqui en adelante, como
“Factor Vlla”) se analizan en paralelo para comparar directamente sus actividades especificas. El ensayo se lleva a
cabo en una placa de microtitulacion (Maxisorp, Nunc, Dinamarca). El sustrato cromogénico D-lle-Pro-Arg-p-
nitroanilida (S-2288, Cromogenix, Suecia), concentracion final 1 mM, se afade al Factor Vlla (concentracion final 100
nM) en Hepes 50 mM, pH 7,4, que contiene NaCl 0,1 M, CaCl2 5 mM y albumina de suero bovino 1 mg/ml. Se mide
continuamente la absorbancia a 405 nm en un lector de placas SpectraMax™ 340 (Molecular Devices, EE.UU.). La
absorbancia desarrollada durante una incubacion de 20 minutos, después de la sustraccion de la absorbancia en un
pocillo blanco que no contiene enzima, se usa para calcular la relacion entre las actividades de la variante y del Factor
Vlla de tipo silvestre:

Relacion = (A405 nm Variante del Factor Vlla)/(A4os nm Factor Vlla de tipo silvestre).
Ejemplo 27: Ensayo de protedlisis in vitro del polipéptido del Factor Vlla.

El Factor Vlla natural (de tipo silvestre) y la variante del Factor Vlla (ambos denominados, de aqui en adelante, como
“Factor VlIa”) se analizan en paralelo para comparar directamente sus actividades especificas. El ensayo se lleva a
cabo en una placa de microtitulacion (MaxiSorp, Nunc, Dinamarca). El Factor Vlla (10 nM) y el Factor X (0,8 microM)
se incuban durante 15 min en 100 ul de Hepes 50 mM, pH 7,4, que contiene NaCl 0,1 M, CaCl2 5 mM y albumina de
suero bovino 1 mg/ml. La escision del Factor X se detiene después mediante la adicion de 50 pl de Hepes 50 mM, pH
7,4, que contiene NaCl 0,1 M, EDTA 20 mM y albdmina de suero bovino 1 mg/ml. La cantidad de Factor Xa generado
se mide mediante la adicién del sustrato cromogénico Z-D-Arg-Gly-Arg-p-nitroanilida (S-2765, Cromogenix, Suecia),
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concentracion final 0,5 mM. Se mide continuamente la absorbancia a 405 nm en un lector de placas SpectraMax™
340 (Molecular Devices, EE.UU.). La absorbancia desarrollada durante 10 minutos, después de la sustraccion de la
absorbancia en un pocillo blanco que no contiene FVlla, se usa para calcular la relacién entre las actividades
proteoliticas de la variante y del Factor Vlla de tipo silvestre:

Relacion = (A405 nm Variante del Factor Vlla)/(A4os nm Factor Vlla de tipo silvestre).
Ejemplo 28: Ensayo de actividad del Factor Vllla: ensayo cromogénico.

La actividad del FVIII (FVIII:C) del compuesto rFVIIlI se evalia en un ensayo cromogénico del FVIII mediante el uso
de reactivos de Coatest SP (Cromogenix) de la manera siguiente: las muestras de rFVIIl y un estandar de FVIII (por
ejemplo, rFVIII de tipo silvestre purificado calibrado frente al estandar internacional 7mo de FVIII de NIBSC) se diluyen
en tampon de ensayo Coatest (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, BSA al 1 %, pH 7,3, con conservante). Se afiaden por
duplicado cincuenta pl de las muestras, estandares y control negativo del tampdén a placas de microtitulacion de 96
pocillos (Nunc). El reactivo del Factor IXa/Factor X, el reactivo fosfolipido y CaClz del kit Coatest SP se mezclan 5:1:3
(vol:vol:vol) y 75 pl de esto se afade a los pocillos. Después de 15 min de incubacion a temperatura ambiente, se
afnaden 50 pl de la mezcla sustrato del Factor Xa S-2765/inhibidor de trombina 1-2581 y los reactivos se incuban
durante 10 minutos a temperatura ambiente antes de que se afiadan 25 pl de acido citrico 1 M, pH 3. La absorbancia
a 415 nm se mide en un lector de placas de microtitulacion SpectraMax (Molecular Devices) con absorbancia a 620
nm usada como longitud de onda de referencia. El valor para el control negativo se sustrae de todas las muestras y
se prepara una curva de calibracién mediante regresion lineal de los valores de absorbancia graficados frente a la
concentracion de FVIII. La actividad especifica se calcula al dividir la actividad de las muestras con la concentracién
de proteina determinada por HPLC. La concentracion de la muestra se determina mediante la integracion del area
bajo el pico en el cromatograma correspondiente a la cadena ligera y mediante comparacién con el area del mismo
pico en un analisis paralelo de un rFVIII no modificado de tipo silvestre, donde la concentracion se determina mediante
analisis de aminoacidos.

Ejemplo 29: Ensayo de actividad del Factor Vllla: ensayo de codgulos en una etapa.

La actividad del FVIII (FVIII:C) de los compuestos rFVIII se evalua adicionalmente en un ensayo de coagulos de FVIII
en una etapa de la manera siguiente: las muestras del rFVIIl y un estandar del FVIII (por ejemplo, rFVIII de tipo silvestre
purificado calibrado contra el 7mo estandar internacional del FVIII de NIBSC) se diluyen en tamp6n de HBS/BSA
(hepes 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4 con BSA al 1 %) a aproximadamente 10 U/ml, seguido de dilucion de 10 veces
en plasma deficiente de FVIII que contiene VWF (Dade Behring). Las muestras se diluyen posteriormente en tampoén
HBS/BSA. El tiempo del coagulo APTT se mide mediante el uso de un instrumento ACL300R o ACL5000
(Instrumentation Laboratory) mediante el uso del programa de factor Unico. El plasma deficiente de FVIIl con VWF
(Dade Behring) se usa como plasma de ensayo y SynthAsil, (HemosIL™, Instrumentation Laboratory) como reactivo
aPTT. En el instrumento de coagulo, la muestra o estandar diluido se mezcla con plasma deficiente en FVIIl y los
reactivos aPTT a 37 °C. Se afade cloruro de calcio y se determina el tiempo hasta la formacion de codgulos mediante
la medicion de la turbidez. ElI FVIII:C en la muestra se calcula basado en una curva estandar de los tiempos de
formacion de coagulos de las diluciones del estandar del FVIII.

Ejemplo 30: Ensayo de protedlisis in vitro del polipéptido del Factor Xa.

El Factor Xa natural (de tipo silvestre) preactivado y la variante del Factor Xa preactivado (ambos denominados, de
aqui en adelante, como “Factor Xa”) se analizan en paralelo para comparar directamente sus actividades especificas.
El ensayo se lleva a cabo en una placa de microtitulacion (MaxiSorp, Nunc, Dinamarca). El Factor Xa (10 nM) y la
Protrombina (0,8 microM) se incuban durante 15 min en 100 pl de Hepes 50 mM, pH 7,4, que contiene NaCl 0,1 M,
CaClz 5 mM y albumina de suero bovino 1 mg/ml. La escision de la protrombina se detiene después mediante la
adicion de 50 pl de Hepes 50 mM, pH 7,4, que contiene NaCl 0,1 M, EDTA 20 mM y albimina de suero bovino 1
mg/ml. La cantidad de Trombina generada se mide mediante la adicion del sustrato cromogénico H-D-fenilalanil-L-
pipecolil-L-Arg-p-nitroanilida (S-2738, Cromogenix, Suecia), concentracion final 0,5 mM. Se mide continuamente la
absorbancia a 405 nm en un lector de placas SpectraMax™ 340 (Molecular Devices, EE.UU.). La absorbancia
desarrollada durante 10 minutos, después de la sustraccion de la absorbancia en un pocillo blanco que no contiene
FXa, se usa para calcular la relacion entre las actividades proteoliticas de la variante y del Factor FXa de tipo silvestre:

Relacién = (A4os nm Variante de Factor Xa)/(A40s nm Factor Xa de tipo silvestre).
Ejemplo 31: Conjugacion quimica de un anticuerpo anti-TLT-1 (fragmento) con un factor de coagulacion.

Un compuesto de la formula general
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mAb anti-TLT1 (fragmento) FEnlazadorﬂ

en donde “mAb anti-TLT-1 (fragmento)” puede ser un mAb de tamafo completo contra TLT-1 o un fragmento o un
analogo derivado intelectualmente de este, tal como un fragmento FAB o un sc-FAB con ninguna, una o mas
mutaciones puntuales; el enlazador puede ser un polimero soluble en agua, tal como PEG, acido polisialico o almidén
de hidroxietilo; y FVIla es cualquier molécula con una similitud de secuencias >50 % con respecto al FVlla natural con
cualquier actividad retenida de FVIla que puede, por ejemplo, prepararse en un procedimiento en dos etapas.

Durante la primera etapa, un enlazador, con dos grupos reactivos diferentes RS1 y RS2, puede unirse al mAb anti-
TLT-1 (fragmento). La reaccion puede ejecutarse con selectividad de sitio baja o de forma selectiva, de manera que
RS1 solo reacciona en una o pocas posiciones del mAb anti-TLT-1 (fragmento). Como un ejemplo no exclusivo, RS1
podria ser un aldehido y reaccionar por aminacion reductora solamente con el N-terminal del mAb anti-TLT-1
(fragmento) mediante aminacion reductora, conocida por un experto en la técnica. En otro ejemplo no exclusivo, RS1
podria ser un grupo maleimida, que puede reaccionar con un tiol libre en el mAb anti- TLT-1 (fragmento).

[mAb anti-TLT1 (ffﬂ!]me"tﬂﬂ + Rs1-Enlazador-rsz @ — = [m.-f'.b anti-TLT1 (iragmento}}Emazadm_ng

Durante la segunda etapa, el grupo reactivo RS2 puede hacerse reaccionar con baja selectividad de sitio o selectividad
de sitio con una molécula FVlla. Como un ejemplo no exclusivo, una reaccién selectiva de sitio en FVlla puede
obtenerse cuando RS2 es un derivado de acido sidlico, que puede reaccionar en presencia de una enzima adecuada,
tal como ST3Gal-lll con glicanos unidos a N, que no terminan exclusivamente con acidos sialicos.

[ mAD ant TLT (irag- }Enlmdm_gﬂ + . EnAhanli—Tl_ﬂ {frag- }Emmdm

El orden de union del enlazador a las dos proteinas, especificamente el mAb anti-TLT-1 (fragmento) y la molécula
FVlla puede cambiarse, lo que une de esta manera la molécula RS1-Enlazador-RS2 primero a la molécula FVlla y
después al mAb anti-TLT-1 (fragmento).

Ejemplo 32: Conjugacion del fragmento anti TLT-1-FAB (Fab0084) al FVlla para la produccion de FVlla-Fab1029.

OH

HO COOH
9 i %70 NER
anti TLT1-FAB-Cy54W _PEG10KDa __ A)k /\(HOHO 0 = r?
S H
OH
o COOHOH 0. C
OH oH
OH
HCj{HOHo % Olé) o o
O%o R

Etapa 1: Ester 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo del acido 3-(2,5-Dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propiénico.

@)
/\)J\/N
N O
%\L/g O
O

Se disolvié acido 3-maleimidopropidnico (1,0 g, 5,9 mmol) en tetrahidrofurano (20 ml). Se afiadié posteriormente 2-
succinimido-1,1,3,3-tetrametiluronio tetrafluoroborato (TSTU, 2,14 g, 7,1 mmol) y etildiisopropilamina (1,24 ml, 7,1
mmol). Se afiadié N,N-Dimetilformamida (5 ml). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente, mientras se
volvia inerte. La mezcla se agité durante 2 min. Se afiadié N,N-Dimetilformamida (5 ml). La mezcla se agit6 durante
2,5 h a temperatura ambiente. Se diluyé con diclorometano (150 ml) y se lavé posteriormente con una solucién acuosa
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al 10 % de hidrégenosulfato de sodio (150 ml), una solucién acuosa saturada de hidrégenocarbonato de sodio (150
ml) y agua (150 ml). Se secd sobre sulfato de magnesio. El solvente se eliminé al vacio. El producto crudo se
recristalizd a partir de acetato de etilo para dar 1,20 g de éster 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo del acido 3-(2,5-dioxo-2,5-
dihidropirrol-1-il)propidnico.

MS: m/z = 289, requerido para [M+Na]* 289
"H-NMR (CDCl3) & 2,82 (m, 4 H); 3,02 (t, 2 H); 3,94 (t, 2 H), 6,73 (s, 2 H).

Etapa 2:Acido N-((3-(w-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)PEGil 10 kDa)propionilamino)acetil)-O2-
[5']citidilil-g-neuraminico (NNC 0129-0000-3259).

NH,

\N

i \_i%\(j\%\ /\q
] /\/lk
PEG 10 kDa CO,Na
N NT \/\O/\/U\N OHOH
\
6}

Se disolvio el acido N-((3-(w -Amino PEGil 10kDa)propionilamino)acetil)-O2-[5']citidilil- § -neuraminico (100 mg, 0,009
mmol) en una mezcla de tetrahidrofurano (2 ml) y diclorometano (10 ml). Se afiadié una solucién del éster 2,5-
dioxopirrolidin-1-ilo del acido 3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propiénico (50 mg, 0,18 mmol) en diclorometano (3 ml).
Se afadio etildiisopropilamina (0,005 ml, 0,028 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante
16 h. Se afadieron diclorometano (2 ml) y etildiisopropilamina (0,5 ml). Se afiadié resina de poliestireno
amionometilado (disponible comercialmente en, por ejemplo, Novabiochem, carga 0,85 mmol/g, 438 mg, 0,372 mmol).
La mezcla se agitd lentamente a temperatura ambiente durante 1 h. La resina se eliminé por filtracion. El solvente se
eliminé al vacio con una temperatura del bafio de 25°C. El residuo se disolvio en diclorometano (4 ml). Se afiadi6 éter
(200 ml). La mezcla se dejo a temperatura ambiente durante 2 h para dejar que la precipitacion formada envejeciera.
La precipitacion se aislé mediante filtracion y se seco al vacio para obtener 38 mg del compuesto del titulo. El espectro
"H-NMR en DMSO-ds mostrd la presencia de un grupo maleimida.

Etapa 3:Unién del acido N-((3-(w-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)PEGil 10 kDa)propionilamino)-
acetil)-O2-[5']citidilil-g-neuraminico a un FAB anti-TLT-1.

NH,
\N
\\ / O
P\
0 o OH 0
anti TLT1-FAB-Cys S
| " \-PEC 10KDa /\)L co, Na
s H OHOH

e}

Un analisis de LC-MS de un fragmento FAB anti-TLT-1 con partes de la region de bisagra en donde se incorporé una
Cys no pareada indicé que la Cys no pareada estaba tapada con una cisteina. Por lo tanto, antes de la reaccién con
el acido N-((3-( w -(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)PEGil 10 kDa)propionilamino)acetil)-O2-[5']citidilil-
¢ -neuraminico tiene que realizarse el destapado de la Cys no pareada mediante reaccién con clorhidrato de tris(2-
carboxietil)fosfina.

Una solucion de un fragmento de FAB anti-TLT-1 con partes de la region de bisagra en donde se incorporé una Cys
no pareada (1 mg) en un tampon de HEPES 20 mM, EDTA 5,0 mM, NaCl 100 mM, que se habia ajustado a pH 7,5,
se coloco en un dispositivo de ultrafiltracion amicon con un valor limite de 10 kDa. El tampdn se cambi6 a un tampdn
compuesto de imidazol 20 mM, CaClz2 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, glicerol 1 M, que se habia ajustado a pH 7,35
mediante ultracentrifugacion repetida a 4000 rpm. Después que se cambid el tampdn, se obtuvo una solucion de la
proteina en el tampdén compuesto de imidazol 20 mM, CaClz 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, glicerol 1 M, que se habia
ajustado a pH 7,35 (4 ml). Se afiadié una solucién de clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina 1 mg/ml (0,40 ml). La
mezcla de reaccién se agité a 300 rpm a 20°C durante 1 h. La mezcla de reaccién se coloco en un dispositivo de
ultracentrifugacion con un valor limite de 10 kDa y se concentré por ultracentrifugacion a 4000 rpm durante 7 min, lo
que deja una solucion de 0,700 ml detras. Esto se aplicé a una columna PD-10 (Amersham Bioscience), que se habia
equilibrado con un tampon de HEPES 25 mM, que se habia ajustado a pH 7,00. La proteina se eluyé de la columna
mediante el uso de un tampdn de HEPES 25 mM, que se habia ajustado a pH 7,00 (3,2 ml). Esta solucién se concentro
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mediante ultracentrifugacion a 4000 rpm en un dispositivo de ultracentrifugaciéon Amicon con un valor limite de 10 kDa
durante 7 min para rendir una solucién de 0,750 ml. La solucién se colocé en un vial y se afiadié tampon de HEPES
25 mM, que se habia ajustado a pH 7,00 (0,360 ml). Se afiadié una solucién de 1 mg/ml del acido N-((3-( w -(3-(2,5-
dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)PEGil 10 kDa)propionilamino)acetil)-O2-[5']citidilil- £ -neuraminico (0,89 ml).
La mezcla de reaccidon se agité suavemente a 300 rpm a 20 °C durante 3,5 h. Se colocd en un dispositivo de
ultracentrifugacion Amicon con un valor limite de 10 kDa y se concentré por ultracentrifugacion a 4000 rpm durante 10
min a un volumen de 0,120 ml. La solucién se sometié a una cromatografia de exclusion por tamafio en una columna
Superose 75 10/300 GL (GE Healthcare) a un flujo de 0,50 ml/min, mediante el uso de un tampén compuesto de TRIS
25 mM, NaCl 150 mM, que se habia ajustado a pH 8,00 como eluyente. Las fracciones se agruparon sobre la base
del trazo UV a 280 nm del cromatograma. El agrupamiento (0,148 mg, 1,4 ml), que contiene el compuesto deseado
segun lo juzgado por SDS-PAGE y que carecia del reactivo de PEG libre segun lo juzgado por SDS-PAGE mediante
el uso de un método de tincién especifico de PEG (descrito en Kurfurst, M. M. Analyt. Biochem. 1992, 200, 244-248)
se usO en la etapa siguiente.

Etapa 4: Sialidasa inmovilizada. (C. Perfingens tipo VI-A inmovilizado en agarosa, Sigma: N-5254, gel 0,6-1,8 U/ml,
0,180 ml) se lavd con agua (2 x 0,50 ml) y posteriormente con un tampén de MES 25 mM, CaClz2 20 mM, NaCl 100
mM, que se habia ajustado a pH 6,1 (3 x 0,50 ml). Se afiadié a la sialidasa inmovilizada una soluciéon del FVlla (0,50
mg) en un tampdn compuesto de Gly-Gly 25 mM, CaClz, 10 mM que se ajusté a pH 6,0. La mezcla de reaccion se dejo
a temperatura ambiente, a la vez que se mezclé cuidadosamente cada 20 min. Después de 3 h, la resina inmovilizada
se elimino por filtracidon a través de una columna de centrifuga Pierce mediante centrifugacion a 2000 rpm durante 2
min.

La mezcla de productos de la unién del acido N-((3-( w -(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)PEGil 10
kDa)propionilamino)acetil)-O?-[5'[citidilil- € -neuraminico con un FAB anti-TLT-1 como se describié en una etapa
anterior se coloco en un dispositivo de ultracentrifugacion Amicon con un valor limite de 10 kDa. El tampoén se cambid
mediante ultracentrifugacion repetida a un tampén compuesto de MES 25 mM, CaClz 20 mM, NaCl 100 mM, que se
habia ajustado a pH 6,1.

A esta solucion, se afiadié una parte de la solucion del derivado de FVIila (0,092 ml). El tampdn se cambié en un
tampon compuesto de MES 25 mM, CaCl220 mM, NaCl 100 mM, que se habia ajustado a pH 6,1 y un volumen total
de (0,20 ml). Se afnadié una solucién de ST3-Gal-lll (0,015 ml). La mezcla de reaccion se agita suavemente a 32 °C
durante 25 min y después de eso se deja a 32 °C durante 16 h. Se afadié una solucion de 10 mg/ml de acido CMP-
N-acetilneuraminico (CMP NeuNAc, 0,70 mg, 0,070 ml) en un tampén de MES 25 mM, CaCl2 20 mM, NaCl 100 mM,
que se habia ajustado a pH 6,1. La mezcla de reaccion se agité suavemente a 32 °C durante 15 min y después de eso
se dejo a 32°C durante 1 h. La mezcla de reacciéon se sometié a una cromatografia de exclusién por tamafio en una
columna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare) con un flujo de 0,5 ml/min mediante el uso de un tampén de
Histidina 10 mM, CaCl2 20 mM, NaCl 150 mM que se habia ajustado a pH 6,1 como eluyente. Se agruparon las
fracciones que contenian el producto deseado segun lo juzgado por SDS-PAGE en un gel de TRIS-Acetato. Mediante
el uso de una absorcién molar de 11,22 a 280 nm en un aparato Nandrop®, se encontré un rendimiento de 0,022 mg.
El resultado de un analisis de SDS-PAGE estuvo de acuerdo con la expectativa del producto deseado. El producto se
denominé FVlla-Fab1029.

Ejemplo 33: Conjugacion de un fragmento anti-TLT-1-FAB (Fab0084) al FVIII, FVIII-Fab3002.

«?IT_T'-FAE-:\,TJE&!\J:\H’:E ,\)L \—H&;\ %/ OH O

Etapa 1: Unién del acido N-((3-( w -(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)PEGil 10 kDa)propionilamino)-
acetil)-O2-[5']citidilil- £ -neuraminico a un fragmento FAB anti-TLT-1

n 53[ en la cadena pesada de FVII

NH
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anti TLT1-FAB- Cys
PEG 10 kDa CO Na
OHOH

Un analisis de LC-MS de un fragmento FAB anti-TLT-1 con partes de la region de bisagra en donde se incorporé una
Cys no pareada indicé que la Cys no pareada puede estar tapada con una cisteina. Por lo tanto, antes de la reaccion
con el acido N-((3-( w -(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)PEGil 10 kDa)propionilamino)acetil)-O3-
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[57]citidilil- ¢ -neuraminico, debe realizarse el destapado de la Cys no pareada mediante reaccién con clorhidrato de
tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP).

Dicho fragmento TLT-1-FAB (1,35 mg, 27,4 nmol) en una solucién de 0,27 mg/ml en un tampdn compuesto de HEPES
20 mM, EDTA 5 mM, NaCl 100 mM que se habia ajustado a pH 7,5 se colocd en un dispositivo de ultracentrifugacion
Amicon con un valor limite de 10 kDa. Se someti6 a ultracentrifugacion a 4000 rpm a 20 °C durante 10 min. Se afadio
un tampoén compuesto de imidazol 20 mM, CaCl2 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, glicerol 1 M que se habia ajustado a
pH 7,35 (4 ml). La mezcla se sometié a ultracentrifugacion a 4000 rpm a 20 °C durante 8 min. Se afadié un tampon
compuesto de imidazol 20 mM, CaClz 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, glicerol 1 M que se habia ajustado a pH 7,35 (4
ml). La mezcla se sometié a ultracentrifugacion a 4000 rpm a 20 °C durante 8 min. Se afiadié un tampdn compuesto
de imidazol 20 mM, CaClz 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, glicerol 1 M que se habia ajustado a pH 7,35 (3 ml). La mezcla
se sometié a ultracentrifugacién a 4000 rpm a 20 °C durante 10 min. La mezcla se coloco en un frasco de reaccion.
Se afiadié un tampén compuesto de imidazol 20 mM, CaClz2 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, glicerol 1 M que se habia
ajustado a pH 7,35 (4 ml), de manera que el volumen total de la mezcla de reaccién en este momento fue de 4,7 ml.
Se afiadié una solucion de TCEP 1 M (0,54 ml) en un tampén de imidazol, CaClz 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, glicerol
1 M que se habia ajustado a pH 7,35. La mezcla de reaccion se agité a 300 rpm durante 1 h. La mezcla se dividi6 en
dos partes, cada una de las cuales se aplicoé a una columna PD-10 (GE Healthtech) que se habia equilibrado con un
tampdn de HEPES 25 mM con un pH de 7,0. Los eluatos se combinaron (7 ml en total) y se concentraron a 1 ml
mediante ultracentrifugacion a 4000 rpm a 20 °C durante 6-8 min en un dispositivo de ultracentrifugacién Amicon con
un valor limite de 10 kDa.

La solucién se colocd en un frasco de reaccion. Se afiadié un tampon de HEPES 25 mM que se habia ajustado a pH
7,0 (0,50 ml) para obtener un volumen total de 1,5 ml. Se afadié una solucion de 1 mg/ml preparada recientemente
de acido N-((3-( w-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)PEGil 10 kDa)propionilamino)acetil)-O2-[5']citidilil-
¢ -neuraminico (1,2 ml, 1,2 mg, 109 nmol) en un tampén de HEPES 25 mM que se habia ajustado a pH 7,0. La mezcla
de reaccioén se agité suavemente a 300 rpm a 20 °C durante 3,2 h. Se concentré hasta un volumen de 0,30 ml por
ultracentrifugacion a 4000 rpm a 19 °C durante 11 min en un dispositivo de ultracentrifugacion Amicon con un valor
limite de 10 kDa. Se aplicé a una cromatografia de exclusion por tamafio en una columna Superdex 75 10/300 GL (GE
Healthtech) a un flujo de 0,50 ml/min mediante el uso de un tampdn de TRIS 25 mM, NaCl 150 mM que se habia
ajustado a pH 8,0 como eluyente. La fraccion que contiene el producto deseado en una pureza aceptable segun lo
juzgado por analisis de SDS-PAGE en presencia de N-metilmaleimida (NEM) y que carecia del acido N-((3-( w-(3-
(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)PEGil 10 kDa)propionilamino)acetil)-O?-[5']citidilil-§-neuraminico sin
reaccionar segun lo juzgado por SDS-PAGE en combinacién con una tincién sensible a PEG ((descrita en Kurfirst, M.
M. Analyt. Biochem. 1992, 200, 244-248)) se uso en la etapa siguiente. El analisis de SDS-PAGE bajo condiciones de
reduccion estuvo en concordancia con el resultado esperado para el producto deseado. El analisis de SDS-PAGE bajo
condiciones no reductoras mostré algin material, en el que una cadena del fragmento anti-TLT-1-FAB se habia
perdido. Sin embargo, se mantiene sin resolver, si este hallazgo se debia a problemas en el analisis o si una cadena
se habia perdido realmente durante la reaccion descrita o incluso antes. Mediante el uso de una absorbancia molar
de 10,44 a 280 nm en un aparato Nanodrop®, se encontré una concentracion de 0,1 mg/ml lo que da un rendimiento
de 0,287 mg.

Etapa 2: La solucion del producto de la unidn del acido N-((3-(w-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-
ilpropionilamino)PEGil 10 kDa)propionilamino)acetil)-O?-[5']citidilil- ¢ -neuraminico a un fragmento FAB anti-TLT-1
como se describid en el ejemplo anterior y una solucién del FVIII con dominio B eliminado que tenia una secuencia de
dominio B residual de SFSQNSRHPSQNPPVLKRHQR en el C terminal de la cadena pesada (0,780 mg, 5,64 mmol)
en un tampdén compuesto de imidazol 20 mM, CaClz 10 mM, NaCl 150 mM, Tween80 al 0,02 % y glicerol 1 M que se
habia ajustado a pH 7,35 (0,018 ml) se mezclaron y se colocaron en un dispositivo de ultracentrifugacion Amicon con
un valor limite de 10 kDa. La soluciéon se sometié a un cambio de tampdn a histidina 20 mM, CaCl2 10 mM, glicerol al
20 %, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 500 mM que se habia ajustado a pH 6,05 mediante la repeticion de la
ultracentrifugacion y la adicién del tampdn. Se obtuvo un volumen total de 0,40 ml. Posteriormente se afiadieron una
solucion de 0,4 mg/ml (242 U/mg, 98 U/ml, 0,0055 ml) de sialidasa a partir de A. Urifaciens y una soluciéon de ST3Gal-
Il (0,033 ml) a 2,5 mg/ml. La mezcla de reaccion se agité suavemente durante 15 min a 300 rpm a 32 °C, se dejo
durante 2 h a 32 °C durante las cuales se agit6 cuidadosamente de manera ocasional, y finalmente se dej6 a 32 °C
durante 18 h. La mezcla de reaccion se diluyé con agua (0,030 ml). Esta se sometié a cromatografia de exclusion por
tamafio mediante el uso de una columna Superose 6 10/300 GL (GE Healthcare) y mediante el uso de un tampén de
Histidina 10 mM, CaClz 1,7 mM, Tween80 al 0,01 %, NaCl 0,3 M, sacarosa 8,8 mM que se habia ajustado a pH 7 a un
flujo de 0,50 miI/min. Las fracciones que contenian el producto deseado segun lo juzgado por analisis de SDS-PAGE
se agruparon. La mezcla se sometié a un cambio de tampdn mediante el uso de un dispositivo de ultracentrifugacion
Amicon con un valor limite de 10 kDa a un tampén compuesto de histidina 20 mM, CaCl2 10 mM, glicerol 1 M, Tween
80 al 0,02 %, NaCl 500 mM que se habia ajustado a pH 6,07. Se obtuvo un volumen total de 0,250 ml. Mediante el
uso de una absorcion molar de 14,6 a 280 nm en un aparato Nanodrop, se encontré una concentracion de 0,59 mg/ml,
lo que corresponde a un rendimiento de 0,148 mg. Se afadié una solucién de 10 mg/ml del acido CMP-N-
acetilneuraminico (CMP NeuNAc, 0,26 mg, 0,026 ml) en un tampén de histidina 20 mM, CaClz 10 mM, glicerol al 20
%, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 500 mM que se habia ajustado a pH 6,05 y una solucién de ST3Gal-lll (0,015 ml). La
mezcla de reaccion se agité suavemente a 300 rpm a 32 °C durante 15 min y después se dejo a 32 ‘C durante otros
45 min. La mezcla de reaccion se diluyé con agua (0,10 ml). Esta se sometié a cromatografia de exclusién por tamafio
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mediante el uso de columna Superose 6 10/300 GL (GE Healthcare) y mediante el uso de un tampén de Histidina 10
mM, CaClz 1,7 mM, Tween80 al 0,01 %, NaCl 0,3 M, sacarosa 8,8 mM que se habia ajustado a pH 7 a un flujo de 0,50
ml/min. Las fracciones que contenian el producto deseado segun lo juzgado por andlisis de SDS-PAGE se mezclaron
y concentraron mediante ultracentrifugacion en un dispositivo de ultracentrifugacién Amicon para dar un volumen total
de aproximadamente 0,275 ml. Mediante el uso de una absorcién molar a 280 nm de 14,6 en un aparato Nanodrop®,
se encontré una concentracion de 0,180 ml/ml, lo que corresponde a un rendimiento de 0,0495 mg. El analisis de SDS-
PAGE del producto bajo condiciones reducidas estd de acuerdo con la expectativa para el producto deseado. El
analisis de SDS-PAGE bajo condiciones no reducidas muestra cantidades cambiantes de una banda que corresponde
a un producto donde el fragmento FAB ha perdido una cadena. La apariencia de una banda que corresponde a puede
deberse a la presencia de dicho compuesto en el producto o puede deberse a la descomposicion durante la
desnaturalizacién anterior al analisis de SDS-PAGE.

Ejemplo 34: Unién al TLT-1.

Tabla 16: Reactivos

Reactivo Fuente
TLTA1 Ejemplo 2
FVlla-Fab1029 Ejemplo 32
FIX-Fab0135 Ejemplo 16
Todos los demas reactivos Biacore

Método:

ElI TLT-1 se inmovilizé directamente a un chip CM5 a un nivel de aprox. 2000 RU (50 ug/ml diluido en Na-acetato, pH
4,0) mediante el uso del procedimiento estandar recomendado por el proveedor y los reactivos proporcionados en la
Tabla 16. Se analizaron diluciones de dos veces de FVIla-Fab1029 y FIX-Fab0135 desde 20 nM hasta 0,3 nM para la
union al TLT-1. Tampon de corrida y de dilucion: HEPES 10 mM, 150 mM, p20 al 0,005 %, pH 7,4. La regeneracion
se obtuvo mediante glicina 10 mM, pH 1,7. La determinacion de constantes cinéticas y de union (Kon, koft, Kn) se obtuvo
al asumir una interaccion 1:1 del TLT-1 y FVlla-Fab1029 o FIX-Fab0135 mediante el uso del programa informatico de
evaluacion Biacore T100.

Resultado:
Tabla 17
Union al TLT-1 ka (1/M) kd (1/s) Ko (M) TLT-1
FVlla-Fab1029 3,97E+05 0,007259 1,83E-08
FIX-Fab0135 4,28E+05 8,71E-04 2,04E-09
Conclusion:

Se estimaron las constantes de union para la union de FVlla-Fab1029 y FIX-Fab0135 al TLT-1 mediante analisis de
biacore y se confirmé la unién al TLT-1 (Tabla 17).

Ejemplo 35: El FVlla-Fab1029 promueve la formacion de coagulos de fibrina en sangre total similar a hemofilia.

Los trazos de TEG obtenidos con HWB normal (NWB), sangre de “hemofilia”, y sangre de “hemofilia” suplementada
con (0; 0,25; 0,5; 1,0 nM) de FVIla-Fab1029 o rFVIla se muestran en la Figura 11A. En la Figura 11B se muestran los
valores de tiempo R obtenidos para los trazos de TEG representados. La Figura 11B, ademas de los valores de tiempo
R para la proteina FVlla-Fab1029 o rFVIla, incluye, ademas, los valores de tiempo R para las concentraciones
equivalentes de rFVlla. Todos los datos se obtienen a partir de un donante representativo. Se observé que el FVlla-
Fab1029 normaliza eficientemente la coagulacion de HWB similar a hemofilia. Ademas, los resultados muestran que
el efecto procoagulante conocido del rFVlla se potencié adicionalmente por conjugacion del rFVila a un fragmento
FAb de un anticuerpo contra TLT-1. Por lo tanto, el ejemplo con la proteina FVlla-Fab1029 demuestra que el
direccionamiento del rFVIla al TLT-1 en plaquetas potencia adicionalmente la actividad de puenteo de FVIII del rFVIla.

Ejemplo 36: El FIX-Fab0135 tiene actividad de puenteo de FVIIl y promueve la formacién de coagulos de fibrina en la
sangre total similar a hemofilia A.

La sangre total humana estabilizada con citrato (HWB) se extrae a partir de donantes normales. La formacion de
coagulos se mide mediante tromboelastografia (analizador TEG serie 5000, Haemoscope Corporation, Niles, IL,
EE.UU.). Las condiciones similares a hemofilia A se obtienen mediante incubacion de sangre total humana normal
estabilizada con citrato (HWB) con anticuerpo anti-FVIII 10 ug/ml (anti-Factor VIII humano de oveja; Hematologic
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Technologies Inc) durante 30 min a temperatura ambiente. Se afiaden diversas concentraciones (0,1; 0,2; 1,0; 5,0; 10
nM) de FIX-Fab0135 a HWB con citrato similar a hemofilia A. La coagulacion se inicia cuando 340 yl de HWB normal
o premezclada se transfieren a un recipiente del tromboelastografo que contiene 20 yl de CaCl2 0,2 M con TF
lipidado0,03 pM (Innovin®, Dade Behring Gmbh (Marburg, Alemania). El trazo de TEG se sigue continuamente por
hasta 120 min. Los trazos de TEG obtenidos con sangre normal HWB (HWB), sangre “hemofilica” y sangre “hemofilica”
suplementada con (0,1; 0,2; 1,0; 5,0; 10 nM) de FIX-Fab0135 se muestran en la Figura 12. Ademas, se muestran para
la comparacion los trazos de TEG obtenidos cuando FIX-Fab0135 se reemplaza por rFVIla 1 nM o rFIX 10 nM. Todos
los datos se obtienen a partir de un donante representativo.

Sorprendentemente, los resultados muestran que la fusion de FIX a un fragmento FAb de un anticuerpo contra TLT-1
produce una proteina con actividad de puenteo del FVIIl. Se observé que el FIX-Fab0135 normaliza eficientemente el
coagulo de HWB similar a hemophilia A. La propagacion dependiente de FIX de la coagulacion requiere el ensamblaje
de un complejo FIXa/FVllla en la superficie de plaquetas activadas, y la actividad de activacién del FX (tenasa)
resultante se impide por anticuerpos inhibidores del FVIII. El presente ejemplo con FIX-Fab0135 demuestra que el
direccionamiento de FIX hacia TLT-1 en la superficie de plaquetas genera un complejo que contiene FIX con actividad
procoagulante aun cuando el FVIII se bloquea por un anticuerpo inhibidor.

Ejemplo 37: La proteina de fusién FIX-Fab0135 dirigida a las vesiculas fosfolipidicas enriquecidas con TLT-1 promueve
notablemente la activacion del FX inducida por el FVlla en ausencia del FVIII.

Métodos: Las vesiculas fosfolipidicas enriquecidas con TLT-1, preparadas como se describié en el Ejemplo 20, se
aplican en el experimento mostrado en la Figura 13 para imitar al TLT-1 en la superficie de plaquetas activadas.
Diversas concentraciones (0,05 — 100 nM) del rFVIlla se incubaron a temperatura ambiente durante 15 min i) en tampon
Hepes (Hepes 50 mM, NaCl 0,1 M, CaCl2 5 mM, BSA 1 mg/ml pH 7,4) o en tampdn Hepes con ii) FIX 10 nM, iii) FIXa
10 nM o iv) FIX-Fab0135 10 nM. Esto se mezcla después con FX 100 nM (Enzyme Research Laboratories, Reino
Unido) y vesiculas fosfolipidicas enriquecidas con TLT-1 a una dilucién de 1:4000 en ausencia o en presencia de FVIII
5 nMy se incuban durante 3 min. La reaccion se detiene por adicién de un tampon de parada de volumen igual (Hepes
50 mM, NaCl 0,1 M, EDTA 20 mM, BSA 1 mg/ml pH 7,5). La cantidad de FXa generada en las muestras se determina
a continuacion en un ensayo cromogénico mediante la transferencia de 50 pl de la mezcla a un pocillo de placa de
microtitulacion y mediante la adicion de 25 pyl de Cromozima X (0,42 mg/ml final) al pocillo. Se mide continuamente la
absorbancia a 405 nm en un fotédmetro SpectraMax de microplaca (Molecular Devices, Sunnyvale CA, EE.UU.).

El FVlla es capaz de activar el FIX (Jsterud y Rappaport, 1977) y el FIXa resultante se designa entonces para
combinarse con FVllla y formar el componente proteolitico del denominado complejo de tenasa. La formacion de este
complejo tiene lugar en la superficie de plaquetas activadas. El complejo de tenasa es responsable de una activacion
masiva de FX que desempefia un papel clave en la fase de propagacién del proceso de coagulacion. La incapacidad
para formar un complejo de tenasa activo es la diatesis central en pacientes con hemofilia Ay B.

En el presente ejemplo, se aplican vesiculas fosfolipidicas enriquecidas con TLT-1 para imitar la superficie de
plaquetas activadas. Este sistema se usa para analizar si el direccionamiento del FIX al TLT-1 en dichas vesiculas por
medio del FIX-Fab0135 puede promover la activacion de FX en analogia con el complejo de tenasa en plaquetas
activadas. Ademas, es de interés examinar si la presencia del FVIII es obligatoria o no para esta actividad.

La Figura 13 muestra: 1) que se genera muy poco FXa en todas las concentraciones del FVlla analizadas en ausencia
y en presencia del FVIIl 5 nM en las condiciones del experimento sin afadir derivados del FIX (0); 2) que este es el
caso también cuando el FIX 10 nM se presenta en la mezcla de reaccion (o); 3) que se observa una marcada activacion
del FX cuando se reemplaza el FIX 10 nM por FIXa 10 nM, aunque, solo en presencia del FVIII (m); 4) que el
direccionamiento del FIX hacia vesiculas fosfolipidicas enriquecidas con TLT-1 por medio del FIX-Fab0135
proporciona un complejo que se activa mediante el FVlla en una forma dependiente de la concentracion; 5) que el
complejo similar a tenasa activado resultante promueve de manera significativa la activacion del FX tanto en presencia
como en ausencia del FVIII.

Estos resultados, asi como también los del ejemplo 36, sugieren que la proteina de fusion FIX-Fab0135 FIX
proporciona un agente de puenteo del FVIII que promueve notablemente la activacion del FXa mediada por FVlla
mediante un mecanismo que implica la activacién del FVlla del FIX dirigida al TLT-1 y la formaciéon de un complejo
con una actividad similar a tenasa considerable independiente del FVIII.

Ejemplo 38: Expresion del TLT-1 en plaquetas humanas.

Se ha informado que el TLT-1 solo se expresa en plaquetas activadas (Washington y otros (2004) Blood. 2004 Agosto
15;104(4):1042-7). Para verificar esto y estimar la cantidad de copias especificas del TLT-1 en la superficie de
plaquetas se usoé el “Platelet calibrator kit” de Biocytex (Marsella, Francia) en el que las plaquetas se tifien mediante
inmunofluorescencia indirecta sin lavado con anticuerpos monoclonales especificos y se analizan mediante citometria
de flujo cuantitativa. El nivel de expresion del antigeno analizado se determina mediante el uso de perlas de calibracion
con un numero definido de sitios de union para el anticuerpo de deteccidon. De acuerdo con las instrucciones del
fabricante, las plaquetas en sangre total humana con citrato se activaron por diferentes concentraciones (0,3-30 uM)
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de péptido activador del receptor activado por proteasa (PAR)-1 con secuencia de aminoacidos SFLLRN. Las muestras
se diluyeron 1:4 en un tampodn de solucién salina proporcionado en el kit antes de etiquetarse con anticuerpos de unién
al TLT-1. Los anticuerpos de unién al TLT-1 usados fueron mAb0123 (subtipo IgG1 del anticuerpo mAb0023) o
mAb0136 (subtipo IgG1 del anticuerpo mAb0012). Después de 15 min de incubacién con cualquiera de los anticuerpos
TLT-1 (10 pg/ml) seguido de 15 min de incubacién con anticuerpo de deteccion marcado con FITC (proporcionado por
el fabricante) las muestras se diluyeron 1:50 inmediatamente antes del analisis de citometria de flujo. EI numero
absoluto del TLT-1 en la superficie de plaquetas se obtuvo mediante el uso de la curva estandar derivada de perlas.
Las plaquetas no activadas no muestran expresion del TLT-1 con ninguno de los dos anticuerpos usados. Sin embargo,
cuando las plaquetas se activaron con SFLLRN se observé una mayor expresion del TLT-1 con una expresion maxima
de 9685+1696 y 12 981+2083 moléculas de superficie detectadas por mAb0123 y mAb0136, respectivamente (Figura
14). La expresion maxima del TLT-1 en plaquetas se logré mediante la estimulacion doble por SFLLRN (30 ym) y
Convulxina (100 ng/ml).

Ejemplo 39: Conjugacion del fragmento anti TLT-1-FAB (Fab0084) al FVlla a través de un enlazador de PEG de 3
kDa, FVlla-Fab1001.

ho P COOH

. (o]
anti TLT1-FAB-CY‘SSAWH _PEG 3kDa /\)k /\(HOHO HO
OH
o COOH o_ Cl
OHOH oH
OH
M C\(HOHO Ho Ie)

NH

Asn-FVlla

Etapa 1: Acido N-((3-(w-(Fluorenilmetoxicarbonilamino)PEGil 3 kDa)propionilamino)acetil)-O2-[5'Jcitidilil-¢-neuraminico

NH,
h
\\ / /go
P\O
X
PEG 3kDa /\)f\
O’ TN o N OHOH

9

Se disolvié el éster pirrolidin-2,5-dion-1-ilo del acido 3-(w-(Fluorenilmetoxicarbonilamino)PEGil 3 kDa)propiénico
(comprado en Rapp Polymere Gmbh, 1 g, 0,292 mmol) en tetrahidrofurano (80 ml). Se afiadié una solucién de sal
disddica de acido citidin-5-monofosfo-N-glicilneuraminico (0,276 g, 0,438 mmol) en un tampdn (20 ml) compuesto de
TRIS 50 mM, que se habia ajustado a pH 8,9. La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 16 h.
El THF se eliminé al vacio, con una temperatura del bafio de 25 °C. La mezcla restante se diluyé con agua hasta 60
ml y se filtré a través de un filtro de 0,45 uym. La solucion se dividid en tres partes cada una de las cuales se sometio
a cromatografia por HPLC en una columna C4, mediante el uso de un flujo de 20 ml/min y un gradiente de 0-60 % de
acetonitrilo en un tampoén acuoso de hidrégenocarbonato de amonio 50 mM durante 50 min después de lavarse con
un tampoén acuoso de hidrégenocarbonato de amonio 50 mM durante 10 min. Se combinaron las fracciones, que no
tenian acido citidin-5-monofosfo-N-glicilneuraminico y tenian una absorcion a 214 nm mayor que 15-20 % de la
absorcion maxima. Las fracciones combinadas se secaron por congelacion para dar 532 mg del acido N-((3-(w-
(fluorenilmetoxicarbonilamino)PEGil 3 kDa)propionilamino)acetil)-O%-[5’[citidilil- §&-neuraminico. El espectro de "H-NMR
estuvo de acuerdo con la expectativa.

Etapa 2: Acido N-((3-(w-AminoPEGil 3 kDa)propionilamino)acetil)-O2-[5’]citidilil- E-neuraminico
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NH,
B
HO  OH O, _.OH 5 Nko
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o - OH o
PEG 3kDa /\/lk N 0 CO.Na
HN" — o N *" OHOH
H o HO

Se disolvié acido  N-((3-(w-(fluorenilmetoxicarbonilamino)PEGil 3 kDa)propionilamino)acetil)-O?-[5’]citidilil-§-
neuraminico (632 mg, 0,135 mmol) en N,N-dimetilformamida (9 ml). Se afadié piperidina (2,25 ml). La mezcla de
reaccion se agité durante 20 min a temperatura ambiente. Se afiadié éter (150 ml). La mezcla se dej6é a temperatura
ambiente durante 1 h. El precipitado formado se aisl6 mediante decantacion y centrifugacion. Este se disolvié en
diclorometano (10 ml). Se afadio etildiisopropilamina (2,4 ml). La mezcla se agité durante 2 min. Se afiadié éter (150
ml). La mezcla se dej6 durante 1,5 h para dejar que el precipitado envejeciera. El precipitado se aislé por decantacion
y filtracion. Este se seco al vacio con una temperatura del bafio de 25 °C para dar 343 mg del acido N-((3-(w-
aminoPEGil 3 kDa)propionilamino)acetil)-O2-[5']citidilil- ¢-neuraminico. EI 'H-NMR estuvo de acuerdo con la
expectativa.

Etapa 3: Acido N-((3-(w-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)PEGil 3 kDa)propionilamino)acetil)-O2-
[5°]citidilil- €-neuraminico (NNC 0129-0000-3259)

NH,
SN
P\ oN"o
\_i%\(j\%\ o
o 0
A)k PEG 3kDa /\)k
N\
0

Se disolvio el acido N-((3-(w-AminoPEGil 3 kDa)propionilamino)acetil)-O2-[57]citidilil- §-neuraminico (343 mg, 0,009
mmol) en una mezcla de diclorometano (15 ml). Se afadio etildiisopropilamina (0,05 ml, 0,028 mmol). Se afiadio éster
2,5-dioxopirrolidin-1-ilo del acido 3-(2,5-Dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propiénico (492 mg, 1,85 mmol) como un sdlido. La
mezcla de reaccidn se agitdé a temperatura ambiente durante 16 h. Se afadié diclorometano (140 ml). Se afiadio resina
de poliestireno amionometilado (disponible comercialmente en, por ejemplo, Novabiochem, carga 0,85 mmol/g, 4,3 g,
3,69 mmol). La mezcla se agité lentamente a temperatura ambiente durante 1 h. La resina se elimind por filtracion. El
solvente se elimind al vacio con una temperatura del bafio de 25 °C. Se afiadié resina Amberlyst 15 (2 g). La mezcla
de reaccion se agit6 lentamente durante 20 min. La resina se eliminé por filtracion. El solvente se elimin6 al vacio con
una temperatura del bafio de 25 °C. El residuo se disolvié en diclorometano (10 ml). Se afiadi6 éter (200 ml). La mezcla
se dejé a temperatura ambiente durante 6 h para dejar que el precipitado formado envejeciera. El precipitado se aislo
mediante decantacion y centrifugacion. Este se seco al vacio para obtener 180 mg del compuesto del titulo. El espectro
TH-NMR en DMSO-ds mostro la presencia de un grupo maleimida.

Etapa 4: Unién del acido N-((3-(w-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino) PEGil 3
kDa)propionilamino)acetil)-O?-[5']citidilil- &-neuraminico a un FAB anti-TLT-1

NH,
SN
/&o
) 0 0 OH
anti TLT1-FAB-Cys /\)k
‘ N N/PEG 10 kDa co, Na
s H OHOH

(0]
Se colocé una solucion de un fragmento FAB anti-TLT-1 con partes de la region de bisagra, en donde una Cys no

pareada (10 mg) se incorpor6 en un tampon fosfato, en un dispositivo de ultracentrifugacion con un valor limite de 10
kDa. El tampdn se cambié a un tampon compuesto de HEPES 100 mM que se habia ajustado a pH 7,3, mediante
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ultracentrifugacion repetida a 4000 rpm. Después de cambiar el tampdn, se obtuvo una solucién de la proteina (36 ml)
en el tampén compuesto de HEPES 100 mM que se habia ajustado a pH 7,3. Se afiadié una soluciéon de 1 mg/ml de
clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina (4 ml). La mezcla de reaccién se agité a 300 rpm a 20 °C durante 15 min y se
dejo a 20 °C durante 45 min. La mezcla de reaccién se colocé en un dispositivo de ultracentrifugacion con un valor
limite de 10 kDa. El tampdn se cambidé a un tampon compuesto de HEPES 25 mM que se habia ajustado a pH 7,0
mediante ultracentrifugacion repetida a 4000 rpm para obtener una solucion de 13,2 ml. Se afiadié una solucion de 1
mg/ml del acido N-((3-(w-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)PEGil 3 kDa)propionilamino)acetil)-O?-
[57]citidilil- &-neuraminico (6,4 ml). La mezcla de reaccion se agité suavemente a 300 rpm a 20 °C durante 15 min y se
dejo a 20 °C durante 16 h. Esta se colocé en un dispositivo de ultracentrifugacion Amicon con un valor limite de 10
kDa y se concentro por ultracentrifugacién a 4000 rpm durante 10 min hasta un volumen < 5 ml. La solucion se sometio
a cromatografia de exclusiéon por tamafio en una columna Superose 75 16/60 GL (GE Healthcare) a un flujo de 1
ml/min, mediante el uso de un tampén compuesto de TRIS 25 mM, NaCl 150 mM, que se habia ajustado a pH 8,00
como eluyente. Las fracciones se agruparon sobre la base del trazo UV a 280 nm del cromatograma. El agrupamiento
(9,9 mg, 13,7 ml), que contiene el compuesto deseado segun lo juzgado por SDS-PAGE y que carecia del reactivo de
PEG libre, segun lo juzgado por SDS-PAGE, mediante el uso de un método de tincion especifico de PEG (descrito en
Kurfurst, M. M. Analyt. Biochem. 1992, 200, 244-248) se uso en la etapa siguiente.

Etapa 5: Sialidasa inmovilizada. (C. Perfingens tipo VI-A inmovilizado en agarosa, Sigma: N-5254, gel 0,6-1,8 U/ml,
1,52 ml) se lavod con agua (3 x 9 ml) y posteriormente con un tampén de HEPES 20 mM, CaClz2 10 mM, Tween80 al
0,005 %, NaCl 100 mM, que se habia ajustado a pH 7,5 (3 x 9 ml). Una solucion del FVlla (8,9 mg) en un tampén (6,59
ml) compuesto de Gly-Gly 25 mM, CaClz 10 mM que se habia ajustado a pH 6,0 se coloc6é en un dispositivo de
ultracentrifugacion Amicon con un valor limite de 10 kDa. El tampdén se cambié a un tampén de HEPES 20 mM, CaClz
10 mM, Tween80 al 0,005 %, NaCl 100 mM, que se habia ajustado a pH 7,5, por centrifugacion repetida a 4000 rpm
para dar un volumen final de 6,5 ml. Esta solucion se afiadi6 a la sialidasa inmovilizada. La mezcla de reaccion se hizo
rotar a temperatura ambiente durante 3,5 h.

El producto de la union del acido N-((3-(w-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)PEGil 3 kDa)propionil-
amino)acetil)-O2-[5']citidilil-¢-neuraminico a un FAB anti-TLT-1 (10 mg) obtenido como se describid en una etapa
anterior en un tampén (13,5 ml) que consite en TRIS 25 mM, NaCl 150 mM, que se habia ajustado a pH 8,00, se
colocé en un dispositivo de ultracentrifugacién Amicon con un valor limite de 10 kDa. Se afadié tamp6n compuesto
de histidina 20 mM, CaCl2 10 mM, glicerol al 20 %, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 500 mM que se habia ajustado a pH
6,0. Se aplicd una ultracentrifugacion a 4000 rpm durante 2 min. Se afadié otra porcion de tampon compuesto de
histidina 20 mM, CaCl2 10 mM, glicerol al 20 %, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 500 mM que se habia ajustado a pH 6,0.
Se aplicé una ultracentrifugacion a 4000 rpm durante 10 min. El producto de reaccién de la reaccion con la sialidasa
inmovilizada se afiadié mediante filtraciéon para eliminar la sialidasa inmovilizada. Se afiadié otra porcién de tampon
compuesto de histidina 20 mM, CaClz 10 mM, glicerol al 20 %, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 500 mM que se habia
ajustado a pH 6,0. Se aplicé una ultracentrifugacién a 4000 rpm durante 10 min para obtener un volumen total de 9
ml. Se afiadi6é una solucion de ST3Gal-Ill (500 [1l). La mezcla de reaccién se agita suavemente a 32 °C durante 15
min y después de eso se dejo a 32 °C durante 16 h. Se afadié una solucion de 10 mg/ml del acido CMP-N-
acetilneuraminico (CMP NeuNAc, 0,70 mg, 0,89 ml) en un tampodn de histidina 20 mM, CaClz 10 mM, glicerol al 20 %,
Tween 80 al 0,02 %, NaCl 500 mM que se habia ajustado a pH 6,0. La mezcla de reaccion se agité suavemente a 32
°C durante 15 min y después de eso se dejé a 32 °C durante 1 h. La mezcla de reaccion se sometio a una cromatografia
de exclusion por tamafio en una columna Superdex 200 26/60 GL (GE Healthcare) con un flujo de 2 ml/min mediante
el uso de un tampén de Histidina 10 mM, CaClz2 10 mM, Tween 80 al 0,01 %, NaCl 200 mM que se habia ajustado a
pH 6 como eluyente. Se agruparon las fracciones que contenian el producto deseado segun lo juzgado por SDS-PAGE
en un gel de TRIS-Acetato. Mediante el uso de una absorcién molar de 12,86 a 280 nm en un aparato Nandrop®, se
encontré un rendimiento de 3,2 mg. El resultado de un andlisis de SDS-PAGE estuvo de acuerdo con la expectativa
del producto deseado.

Ejemplo 40: Conjugacion del fragmento anti-TLT-1-FAB (Fab0084) al FVIla 407C a través de un enlazador de PEG de
3 kDa, FVlla-Fab9015.
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El FVlla 407C (5 mg, 0,55 mg/ml, 9 ml) en HEPES 20 mM, NaCl 100 mM, CaCl2 10 mM, pH 7.0 se mezcl6 con
soluciones de glutation (reducido, 40 mM, 125 microlitros, en tampén HEPES), glutatién (oxidado, 1,6 mM, 125
microlitros, en tampon HEPES), para-aminobenzamidina (0,5 M, 500 microlitros, en tampon HEPES), y glutarredoxina
(Grx2, EC 1.20.4.1, 96 micromolar, 200 microlitros). El volumen se ajusté a 10,0 ml, el pH fue de 7,0.

La mezcla resultante se incubd a 32 grados Celsius durante 5 h.

Se afiadié EDTA en agua (800 microlitros, 0,25 M, pH 7,0). La solucion se diluyé con agua desalinizada hasta que la
conductividad se redujo a 8,3 mS/cm (20 ml).

La solucién se inyectd en una columna HiTrap Q FF preacondicionada (preacondicionada en Tampén A, volumen de
columna de 5 ml).

Tampoén A: HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Tween-80 al 0,01 %, pH 7,0

Tampon B: HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl2 10 mM, Tween-80 al 0,01 %, pH 7,0

La proteina inmovilizada se lavé con Tampdn A (5 VC) mediante el uso de una estacion de cromatografia Akta purifier
100. La proteina se eluyé con Tampén B (10 VC) a 2 ml/min. La elucion de la proteina de interés se realizé6 mediante

el monitoreo de la absorbancia a 280 nm.

Se agruparon siete fracciones. Se estimé que la concentracién de proteina en el grupo combinado era 0,49 mg/ml
(abs. 280 nm), volumen 7,5 ml, 3,8 mg del FVlla (77,6 nmol).

Se afadié una solucién del enlazador de polietilenglicol bis-maleimida (3 kDa, Rapp Polymere Gmbh, Tubingen,
Alemania, nim. prod. 11300-45, num. lote 1210.764, 70 mg, 23 micromol) en HEPES 20 mM, NaCIl 100 mM, CaClz 10
mM, pH 7,0 (3,5 ml). La mezcla resultante se incub6 a temperatura ambiente durante 1 h.

Se afiadié una solucién de EDTA en agua (250 mM, 900 microlitros) a la mezcla. El pH se ajusté a 7,0. La mezcla
resultante se diluyé con agua hasta que la conductividad fue de 8,3 mS/cm y alcanzé un volumen de 17 ml.

La solucién se inyecté en una columna HiTrap Q FF preacondicionada (preacondicionada en Tampén A, volumen de
columna de 5 ml).

Tampén A: HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Tween-80 al 0,01 %, pH 7,0

Tampén B: HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, CaClz 10 mM, Tween-80 al 0,01 %, pH 7,0

La proteina inmovilizada se lavé con Tampén A (5 VC) mediante el uso de una estacién de cromatografia Akta purifier
100. La proteina se eluyé con Tampén B (10 VC) a 2 ml/min. La elucién de la proteina de interés se realizé6 mediante

el monitoreo de la absorbancia a 280 nm.

Las fracciones de interés se agruparon y resultaron en un volumen total de 12 ml. Se midié la concentracion de proteina
(Abs. a 280 nm) a 0,30 mg/ml, 3,6 mg de proteina en total.

Una solucion de fragmento de anticuerpo, proteina Fab ID 0084 (6,7 mg, 3,21 mg/ml) en tampén HEPES (HEPES 20
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mM, CaCl2 1,0 mM, NaCl 100 mM, Tween-80 al 0,005 % (v/v), pH 7,5) se mezclé con una solucién de sal sodica de
tris(3-sulfonatofenil)fosfina hidrato (grado técnico 85 % puro, 10 mg/ml, 5 ml, mismo tampon). La mezcla resultante se
incubd durante 2 h a temperatura ambiente. La mezcla se coloco en un dispositivo de filtro de ultracentrifuga Amicon
(Millipore corp., MWCO 10 kDa) y el tampdn se intercambié mediante adiciones repetitivas de tampon (HEPES 20 mM,
CaCl2 1,0 mM, NaCIl 100 mM, Tween-80 al 0,005 % (v/v), pH 7,5) seguido de centrifugacion.

La muestra con tampén intercambiado del fragmento de anticuerpo se mezcld con la muestra del FVlla conjugado con
el enlazador y la solucién resultante se intercambié de tampon (HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl 35 mMz2, 50 mM
de benzamidina, 0.01 % de Tween-80, pH 7.5) y posteriormente se concentré hasta 7 ml. La mezcla se incubd a
temperatura ambiente durante toda la noche. La mezcla resultante se analiz6 mediante el uso de electroforesis en gel
SDS-PAGE.

Se afadi6 agua (8,5 ml), solucion de EDTA (5,5 ml, 0,25 M) e hidréxido de sodio (1 M) a la mezcla hasta que el pH
fue 7,2 y la conductividad se midi6é a 11,0 mS/cm, volumen total: 21 ml

La solucién se inyectd en una columna HiTrap Q FF preacondicionada (preacondicionada en Tampén A, volumen de
columna de 5 ml).

Tampoén A: HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Tween-80 al 0,01 %, pH 7,0

Tampén B: HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl2 10 mM, Tween-80 al 0,01 %, pH 7,0

La proteina inmovilizada se lavé con Tampén A (5 VC) mediante el uso de una estacion de cromatografia Akta purifier
100. La proteina se eluy6é con Tampén B (10 VC) a 2 miI/min. Las fracciones seleccionadas se concentraron en un
dispositivo de filtro de ultracentrifuga Amicon (Millipore corp., MWCO 10 kDa) y el tampdn se intercambié mediante
adiciones repetitivas de tampon (HEPES 20 mM, CaCl2 1,0 mM, NaCl 100 mM, Tween-80 al 0,005 % (v/v), pH 7,5)
seguido de centrifugacién. La muestra concentrada (5 ml) se inyectdé en una columna Superdex Hiload 16/60
preacondicionada (GE Healthcare, preacondicionada en el tampon aplicado).

Tampén: L-Histidina 10 mM, CaCl2 10 mM, NaCl 100 mM, Tween80 al 0,01 %, pH 6,0

La proteina se purificé mediante elucion a un flujo de 0,8 ml/min por 2 VC.

Las fracciones se seleccionaron en base al analisis por electroforesis en gel SDS PAGE (acetato Bis-Tris de 4-12 %,
tampon de corrida MES).

El grupo de fracciones seleccionadas se concentré mediante el uso de un dispositivo de filtro de ultracentrifuga Amicon
(Millipore corp., MWCO 10 kDa) hasta un volumen total: 2,25 ml. La cantidad de proteina se midi6 (abs. 280 nm) ser
1,2 mg (conjugado de proteina).

Analisis por electroforesis en gel SDS PAGE (acetato Bis-Tris de 4-12 %) y transferencia de Western (HPC4) contra

1. Primario - Anticuerpo con etiqueta de Proteina C (HPC4), pAb, Conejo, nim. de cat.: AO0637 (40 ug). Se
disolvio en 80 ul de agua milliQ hasta una concentracion de 0,5 mg/ml. Se diluy6 1:1000 durante la transferencia.

2. Secundario - Anticuerpo anti-lgG de conejo de cabra (HyL) (HRP), pAb, nim. cat. AO0098, Num. Lote
11B000259. Se diluyd 1:1000 durante la transferencia.

Ejemplo 41: Sintesis del acido 2-[2-[4-[2-(3-hidroxi-6-oxo-xanten-9-il)benzoil]piperazin-1-il]-2-oxo-etoxilacético.
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Nombre Dens Mw Mol N W vV
[g/ml] [9/mol] Relacion [mmol] [0] [ml]

1 436,899 1 121,31 53

2 116,074 1 121,31 14,081

Producto: C28H24N208 516,512

Se suspendié 6-hidroxi-9-[2-(piperazin-4-ium-1-carbonil)fenil]xanten-3-ona (preparado como se describe en Chang y
otros, J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 8400) en una mezcla de bicarbonato de sodio saturado acuoso (50 ml) y
tetrahidrofurano (50 ml). La mezcla se agité durante 10 minutos. Se afiade anhidrido diglicélico. Después de 3 h, se
anadio anhidrido diglicéclico adicional (500 mg). La mezcla se agité durante 20 h. La mezcla se acidificé con acido
clorhidrico fumante a pH 1. Se afadieron diclorometano (100 ml) y &cido clorhidrico (1 M, 100 ml). Se afiadié salmuera
(100 ml) y cloruro de sodio sélido. Se observé una cantidad masiva de sélido. El sélido se aislé mediante filtracion, se

lavo con agua, y se seco al vacio durante varios dias. LC-MS: 517,1641 [M+H]*.

Ejemplo 42: Sintesis del derivado del acido citidil monofosfato neuraminico fluorescente, acido (2R, 5R, 6R)-2-[[(2R,
3S, 4R, 5R)-5-(4-amino-2-oxo-pirimidin-1-il)-3, 4-dihidroxi-tetrahidrofuran-2-iljmetoxi-hidroxi-fosforilJoxi-4-hidroxi-5-[[2-
[[5-[2-[2-[[2-[2-[4-[2-(3-hidroxi-6-0x0-xanten-9-il)benzoil]piperazin-1-il]-2-oxo-etoxi]acetillamino]etildisulfanil]etilamino]-

5-oxo-pentanoillamino]acetillamino]-6-[(2R)-1,2,3-trihidroxipropil]tetrahidropiran-2-carboxilico.
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Nombre Dens Mw Mol n W \Y
[g/ml] [g/mol] Relacion [mmol]  [g] [ml]
Dihidrocloruro de cisteamina 225,204 1 8,881 2
Anhidrido glutarico 114,102 1 8,881 1,013
Fluorescente 516,512 0,218 1,936 1
Oxima Pura 114,105 0,3 2,664 0,304
diisopropilcarbodiimida 0,815 126,203 0,5 4,44 0,56 0,688
Producto: C37H40N4010S2 764,88
Producto: C57H70N90O25PS2 1376,341

El dihidrocloruro de cistamina se disolvié en NaOH 1 M (ac.), 50 ml. La solucién se extrajo con DCM (5x30 ml). Se

secaron las fases org. combinadas (Naz2S0a4), se filtraron y se concentraron al vacio.

La diamina se disolvié en acetonitrilo (30 ml). Se afiadi6é una solucién gota a gota de anhidrido en acetonitrilo (30 ml)
a la solucion. La mezcla resultante se agité durante 15 minutos. El sélido formado se dej6é sedimentar durante 1 h. El

solvente se decantd.

81




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757930 T3

Se mezcloé acido 2-[2-[4-[2-(3-hidroxi-6-oxo-xanten-9-il)benzoil]piperazin-1-il]-2-oxo-etoxilacético, Oxima y DIC en
DMF (25 ml). La mezcla se agit6 durante 1 h.

El aminoacido formado se disolvio en bicarbonato de sodio saturado acuoso (25 ml). La mezcla resultante se agitod
durante toda la noche. Se afiadi6 DCM (50 ml) e hidréxido de sodio acuoso (50 ml). Las fases se separaron. La fase
organica se extrajo con hidréxido de sodio acuoso (3x50 ml). Los extractos acuosos combinados se acidificaron
mediante la adicién de acido clorhidrico (fumante), lo que causé una precipitacion extensa. La mezcla se filtré. La
suspension aislada se redisolvié en DMF y se concentré al vacio.

El compuesto aislado crudo y la Oxima se disolvieron en DMF (20 ml). Se afiadié DIC (1,5 ml). La mezcla se agito
durante 2 h. Se afiadié una solucién de GSC en bicarbonato de sodio saturado acuoso (10 ml). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante toda la noche. Se anadié6 DCM (50 ml). Las fases se separaron. La fase organica se
extrajo con bicarbonato de sodio saturado acuoso (2x5 ml). Las fases acuosas combinadas se purificaron mediante el
uso de HPLC de fase inversa (MeCN de 0-50 % en agua, NH4HCO3 50 mM, columna 5 cm). LC-MS: 688,6752
[M+H]?*. La HPLC analitica y la LC-MS indicaron que el compuesto no era puro. Sin embargo, se usé como tal.

Ejemplo 43: Conjugacioén del fragmento anti-TLT-1-FAB (Fab0084) al FVIII, FVIII-Fab0247 (0084)

(0]
o
N/\/o\/\o/\/N
anti TLT-1 Fab (0084) via Cys S
(0]
(0]

NH

BDD factor VIl Ser750-------.___.

HO HO
El Factor VIII con dominio B eliminado (turoctocoq alfa, Novo Nordisk A/S, 1,92 ml, 4,2 mg/ml) en tampdn imidazol
(Imidazol 20 mM, CaCl2 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 150 mM, glicerol 1 M, pH 7,3) y sialidasa (sialidasa
recombinante, Arthrobactor Ureafaciens, 3,2 U) se mezclaron y se dejaron durante 1 hora a temperatura ambiente. La
muestra se diluyé a 25 ml con tampén.

La solucién se inyectd en una columna monoQ preacondicionada (preacondicionada en Tampoén A, volumen de
columna de 5 ml).

Tampén A: Imidazol 20 mM, CaClz2 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 25 mM, glicerol 1 M, pH 7,3
Tampén B: Imidazol 20 mM, CaCl2 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 1 M, glicerol 1 M, pH 7,3.

La proteina inmovilizada se lavé con Tampén A (5 VC) mediante el uso de una estacion de cromatografia Akta purifier
100. La proteina se eluyod con un gradiente del tampoén B (2 VC eq + 5 lavados de la muestra no unida + 2 VC de B de
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0-20 % + 10 VC de B al 20 % + 10 VC de B al 100 %) a 1 ml/min. La elucién de la proteina de interés se realizd
mediante el monitoreo de la absorbancia a 280 nm.

El N,O-asialo BDD-FVIII aislado (0,98 mg/ml, 5 mg) se mezcld con derivado del acido citidil monofosfato neuraminico
fluorescente vy sialiltransferasa recombinante (His-ST3Gal1). La mezcla resultante se incubé durante toda la noche a
temperatura ambiente.

La muestra se diluyé hasta 40 ml con tampoén A: Imidazol 20 mM, CaCl2 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 25 mM,
glicerol 1 M, pH 7,3.

La solucién se inyectd en una columna monoQ preacondicionada (preacondicionada en Tampén A, volumen de
columna de 5 ml).

Tampén A: Imidazol 20 mM, CaClz 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 25 mM, glicerol 1 M, pH 7,3.

Tampon B: Imidazol 20 mM, CaClz 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 1 M, glicerol 1 M, pH 7,3.

La proteina inmovilizada se lavé con Tampén A (5 VC) mediante el uso de una estacién de cromatografia Akta purifier
100. La proteina se eluyé con un gradiente del tampén B (2 VC eq + 5 lavados de la muestra no unida + 2 VC de B de
0-20 % + 10 VC de B al 20 % + 10 VC de B al 100 %) a 1 ml/min. La elucién de la proteina de interés se realizé

mediante el monitoreo de la absorbancia a 280 nm.

Las fracciones seleccionadas se agruparon y se incubaron con acido citidiimonofosfato N-acetilneuraminico y
sialiltransferasa (ST3Gallll) durante 30 minutos. La mezcla se diluyé hasta 35 ml con tampodn A.

La solucién se inyectd en una columna monoQ preacondicionada (preacondicionada en Tampdén A, volumen de
columna de 5 ml).

Tampén A: Imidazol 20 mM, CaClz 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 25 mM, glicerol 1 M, pH 7,3.

Tampon B: Imidazol 20 mM, CaClz 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 1 M, glicerol 1 M, pH 7,3.

La proteina inmovilizada se lavé con Tampén A (5 VC) mediante el uso de una estacién de cromatografia Akta purifier
100. La proteina se eluyod con un gradiente del tampoén B (2 VC eq + 5 lavados de la muestra no unida + 2 VC de B de
0-20 % + 10 VC de B al 20 % + 10 VC de B al 100 %) a 1 ml/min. La elucién de la proteina de interés se realizé

mediante el monitoreo de la absorbancia a 280 nm.

Las fracciones seleccionadas se agruparon y se evaluaron por electroforesis en gel SDS PAGE (acetato de Bis-Tris
de 4-12 %, reducido y no reducido).

Las fracciones aisladas se mezclaron con tampén (15 ml) que contiene tris(carboxietil)fosfina, TCEP (Imidazol 20 mM,
CaClz2 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 25 mM, glicerol 1 M, pH 7,3, TCEP 0,7 mM). La mezcla resultante se incubd
durante 20 minutos. La solucién se inyectd en una columna monoQ preacondicionada (5/50 GL, preacondicionada en
Tampén A con TCEP).

Tampén A1: Imidazol 20 mM, CaClz 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 25 mM, glicerol 1 M, pH 7,3, TCEP 0,7 mM).
Tampon A2: Imidazol 20 mM, CaCl2 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 25 mM, glicerol 1 M, pH 7,3).

Tampon B1: Imidazol 20 mM, CaCl2 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 1 M, glicerol 1 M, pH 7,3).

10 VC eqi A1, 5 lavados de la muestra no unida i A1, 30 VC en A1 al 100 %, 10 VC de A2 al 100 %, 15 VC de B1 al
100 %

La proteina inmovilizada se lavd con Tampon A1 (45 VC) seguido por Tampdn A2 (10 VC) mediante el uso de una
estacion de cromatografia Akta purifier 100. La proteina se eluyé con tampén B (15 VC de B al 100 %) a 1 ml/min. La
elucion de la proteina de interés se realizé6 mediante el monitoreo de la absorbancia a 280 nm.

Las fracciones seleccionadas se agruparon y se analizaron por SDS-PAGE (Tris-acetato).

El compuesto del Factor VIII aislado se diluyé con Tampén A y se inyecté en una columna monoQ preacondicionada
(5/50 GL, preacondicionada en Tampén A).

Se mantuvo un flujo del Tampén A que contenia BM(PEG)2 4,8 mM (1,8-Bismaleimidodietilenglicol, Pierce/Thermo

Scientific) durante 100 minutos. La proteina se lavo y se eluyé mediante el uso del protocolo siguiente: 10 VC de A1,
25 VC en tampdn A2 (bismaleimida) a 0,25 ml/min (100 min), 10 VC de tampdn A1, 10 VC de B1 al 100 %.
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El fragmento de anticuerpo anti-TLT-1, 0084, se intercambié de tampdn mediante el uso de un dispositivo de filtro de
ultracentrifuga Amicon con MWCO 30 kDa en tampon HEPES (HEPES 20 mM + CaClz2 1 mM, NaCl 100 mM + Tween80
al 0,005 %, pH: 7,50). Concentracion medida: 3,44 mg/ml, 2 mg): Se afadié sal sédica de hidrato de Tris(3-
sulfonatofenil)fosfina (Alfa Aesar, grado técnico 85 %) a una concentracion resultante de 12,5 mM. La mezcla
resultante se incub6 a temperatura ambiente durante 2 h. El fragmento de anticuerpo se intercambié de tampon
mediante el uso de un dispositivo de filiro de ultracentrifugacion Amicon con MWCO 30 kDa en tampodn imidazol
(Imidazol 20 mM, CaClz 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 25 mM, glicerol 1 M, pH 7,3).

Las soluciones del Factor VIl y el fragmento de anticuerpo se mezclaron y concentraron hasta 2 ml. La solucion
resultante se incubo durante toda la noche a temperatura ambiente.

La solucién se inyectd en una columna monoQ preacondicionada (preacondicionada en Tampén A, volumen de
columna de 5 ml).

Tampodn A: Imidazol 20 mM, CaClz2 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 25 mM, glicerol 1 M, pH 7,3.

Tampon B: Imidazol 20 mM, CaClz 10 mM, Tween 80 al 0,02 %, NaCl 1 M, glicerol 1 M, pH 7,3.

La proteina inmovilizada se lavé con Tampén A (5 VC) mediante el uso de una estacion de cromatografia Akta purifier
100. La proteina se eluyé con un gradiente del tampén B (2 VC eq + 5 lavados de la muestra no unida + 2 VC de B de
0-20 % + 10 VC de B al 20 % + 10 VC de B al 100 %) a 1 ml/min. La elucién de la proteina de interés se realizd

mediante el monitoreo de la absorbancia a 280 nm.

Las fracciones seleccionadas se agruparon y se concentraron. La proteina se inyecté en una columna
preacondicionada Superdex 200 16/60 PG (preacondicionada en Tampoén A).

Tampén A: Histidina (1,5 g, 1,5 mg/ml), CaCl2 * H20 (376 mg, 0,37 mg/ml), NaCl (18 g, 18 mg/ml), Sacarosa (3 g, 3
mg/ml), Tween 80 (100 mg, 0,1 mg/ml), diluido a 1000 ml con MQ, ajustado a pH 7,0.

Las fracciones se seleccionaron en base al analisis por SDS-PAGE y transferencia Western anti-HPC4.

Ejemplo 44: Conjugacién del fragmento anti TLT-1-FAB (Fab0084) al FIX.

o]
o o
N
o (0]
N
S
(0]
NH, S
[anti TLT-1 Fab]—n
(o]

Factor IX linked via glycan

Se mezclan el Factor IX (50 microlitros), Sialiltransferasa3 (10 microlitros), y derivado del acido citidil monofosfato
neuraminico fluorescente; punta de una espatula). La mezcla se incuba a 32 grados Celsius durante 24 horas.

Las concentraciones finales son: Factor IX: 0,33 mg/ml, ST3Gal3: 0,08 mg/ml

Analizado por SDS-PAGE (respuesta de fluorescencia y tincién con azul de coomassie).

El Factor IX y un fragmento de anticuerpo se conjugan mediante el uso de los métodos descritos en la presente
descripcién, es decir, reduccion mediada por una fosfina o glutatiéon, acoplamiento a una entidad enlazadora, y

conjugacion seguida de purificacion y analisis.

Ejemplo 45: El FVIla-Fab9015 es superior a rFVlla en la reduccion del sangrado de la cola en ratones hemofilicos
transitorios.

Los ratones knock-out/knock-in (KOKI) TLT-1 humanizados se convirtieron en hemofilicos transitorios mediante la
administracion de un anticuerpo monoclonal de FVIIl. Cinco minutos antes de la induccién del sangrado de cola, los
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ratones se trataron previamente con 20, 5 o 0,8 nmol/kg de FVIla-Fab9015 (3,625 ml/kg), 20 nmol/kg de rFVlla o
vehiculo. El sangrado de la cola se indujo por transeccion de 4 mm a partir de la punta de cola, y se observo el
sangrado resultante durante 30 minutos. Los conteos de plaquetas se obtuvieron inicialmente y 30, 60 y 120 minutos
después de la induccion del sangrado de la cola.

Para poder mostrar la superioridad del FVIla-Fab9015, se us6 una dosis del rFVlla (20 nmol/kg ~ 1 mg/kg) que no se
esperaba tuviera un efecto significativo sobre el sangrado.

La pérdida de sangre y el tiempo de sangrado se reducen en dependencia de la dosis del TLT-1-FAb-FVlla, que
alcanzé significacion estadistica a 20 y 5 nmol/kg. Ademas, 20 nmol/kg del FVIla-Fab9015 fue significativamente mas
eficaz en comparacién con 20 nmol/kg de rFVlla (Figura 15).

No se observaron cambios significativos en el conteo de plaquetas dentro de las 2 horas de tratamiento en ninguno
de los grupos de tratamiento (Figura 16).

En conclusién, el FVIla-Fab9015 fue superior al rFVIla en la reduccién del sangrado de la cola en ratones KOKI TLT-
1. No se observaron signos de efectos adversos, por ejemplo, disminucién de los conteos de plaquetas.

Ejemplo 46: Aumento de la generacion de trombina por localizacion del rFVIla en la superficie de plaquetas activadas
mediante la unioén al TLT-1 expresado en la superficie en condiciones similares a hemofilia A.

El FVIla-Fab9015 se analizé en un ensayo de generacion de trombina. En resumen, el plasma rico en plaquetas
humanas (PRP) se obtiene mediante centrifugacion de sangre total humana con citrato a 220 g durante 20 min. Se
recogio la fase superior que contiene plaquetas y la muestra restante se centrifugé a 2500 g durante 10 min para
obtener el plasma pobre de plaquetas (PPP) usado para ajustar la concentracion de plaquetas que se usa en una
concentracion final de 150 000 plt/ul. EI PRP se hizo hemofilico mediante incubacién durante 30 min con un anticuerpo
policlonal anti-FVIIl humano de cabra (0,1 mg/ml) (HTI ndm. Z0429). Las plaquetas se activaron con péptido de
activacion del receptor-1 activado por proteasa (SFLLRN; Bachem num. H-2936) o una combinacién del péptido y el
veneno de serpiente activador de GPVI Convulxina (Pentapharm num. 119-02). La trombina generada se midio
mediante el uso de un método fluorogénico de Thrombinoscope®. El PRP, el reactivo FluCa y el compuesto se
mezclaron y se afadieron a placas de pocillos de fondo redondo Nunc Microwell de 96 pocillos. La reaccion se inicio
por la adicién del activador de plaquetas y la sefial fluorescente del sustrato se detectd en un lector de placas
ThermoFisher Fluoroskan (Fisher Scientific). La concentracién de trombina se calculé mediante el uso de un calibrador
de trombina proporcionado por Thrombinoscope de acuerdo con sus instrucciones.

Los resultados mostraron una potencia aumentada del FVIla-Fab9015 en comparacion con rFVila (Figura 17A).
Ademas los resultados revelaron que este aumento en la potencia dependi6 del estadio de activacion de las plaquetas.
La Figura 18 muestra la mayor capacidad generadora de la trombina cuando las plaquetas se activaron con SFLLRN
(10 uM) y se alcanzé el potencial total cuando las plaquetas se activaron con una combinacion de SFLLRN (30 uM) y
Convulxina (100 ng/ml). Cuando se activan las plaquetas con esta combinacion de activadores, FVlla-Fab9015 mostro
una potencia de aproximadamente cuatro veces mayor, medida como generacién del pico de trombina, en
comparacion con rFVlla en las dos concentraciones analizadas (5 y 25 nM) (Figura 17A 'y 17B, respectivamente). Este
aumento en la capacidad generadora de la trombina dependié completamente de la unién del FVIla-Fab9015 al TLT-
1 en la superficie de la plaqueta activada ya que la incubacion previa con TLT-1 soluble reverti6 completamente la
potenciacion (Figura 19).

Ejemplo 47: Aumento de la generacion de trombina por localizacion del rFIX en la superficie de plaquetas activadas
mediante la union del TLT-1 expresado en la superficie en condiciones similares a hemofilia B.

Se analizé el FIX-Fab0155 en un ensayo de generacion de trombina y se compardé con rFIX (Benefix®). Las plaquetas
humanas se aislaron a partir de sangre total fresca estabilizada con citrato. Una parte de la solucién de ACD (citrato
trisédico al 2,5 %, acido citrico al 1,5 % y D-glucosa al 2 %) se afiadié a cinco partes de sangre antes de la
centrifugacion a 220 g durante 20 min para obtener plasma rico en plaquetas. La fase superior se recogi6 y transfirid
a un nuevo tubo con forma de cono y se centrifugé a 500 g durante 15 min. El plasma se elimind y el sedimento se
disolvié en tampdn Hepes (Hepes 10 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, MgCI2 1,7 mM, D-glucosa 5 mM, NaH2PO4 0,4
mM; pH 6,5) suplementado con prostaglandina E1 (5 pg/ml). Después de una segunda centrifugacion a 500 g durante
15 min, el sobrenadante se desechd y las plaquetas lavadas se disolvieron en plasma deficiente del Factor IX (Geroge
King Bio-medical, Inc.) y la concentracion de plaquetas se ajusté a 300 000 plt/ul. En el ensayo de generacién de
trombina cuando se afiadieron agonistas, variantes del Factor IX y reactivo FluCa (Thrombinoscope®) a placas de
pocillo de fondo redondo Nunc Microwell de 96 pocillos junto con el plasma deficiente de Factor IX que contiene
plaquetas, la concentracion final de plaquetas fue de 150 000 plt/ul. Las plaquetas se activaron con una combinacion
de péptido de activacion del receptor-1 activado por proteasa (SFLLRN; Bachem num. H-2936) y el veneno de
serpiente activador de GPVI Convulxina (Pentapharm num. 119-02). La trombina generada se midié mediante un
método fluorogénico de Thrombinoscope® en el cual la sefial fluorescente del sustrato escindido de la trombina se
detectd en un lector de placas ThermoFisher Fluoroskan (Fisher Scientific). La concentracion de trombina se calculd
mediante el uso de un calibrador de trombina proporcionado por Thrombinoscope® de acuerdo con sus instrucciones.
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Los resultados mostraron una potencia aumentada a 1 nM del FIX-Fab0155 en comparacion con rFIX (Figura 20)
cuando las plaquetas se activaron con una combinacion de SFLLRN (30 uM) y Convulxina (100 ng/ml). Ademas, los
resultados revelaron que este aumento en la potencia dependié de la expresion del TLT-1 en las plaquetas ya que el
TLT-1 soluble (100 nM) antagonizé el efecto potenciado.

Ejemplo 48: Purificacion y de corrida compuesto de Histidina 10 mM, pH 6,0, CaCl2 10 mM, NaCl 100 mM y Tween 80
al 0,01 %. Las proteinas FVlla se colectaron como picos simétricos en aprox. 0,02-0,08 volumenes de columna.

Las activaciones de las preparaciones de FVlla purificadas se llevaron a cabo mediante el uso de una resina
compuesta de FXa derivada de plasma (de Enzyme Research Lab.) acoplada a perla CNBr-Sepharose 4 activada (de
GE Healthcare).

Las proteinas FVlla se analizaron mediante el uso de SDS-PAGE/Coomassie y las determinaciones de masa
molecular intactas se realizaron mediante el uso de una configuracion del método de cromatografia liquida
espectrometria de masa de electropulverizacion ionizacion con analizador de tiempo de vuelo en un instrumento
Agilent 6210 y una columna desalinizada MassPREP (de Waters) con un tampdn de equilibrado compuesto de acido
férmico al 0,1 % H20 grado LC-MS y un tampon de elucion compuesto de acido féormico al 0,1 % en ACN grado LC-
MS. Todas las variantes del FVlla y de tipo silvestre purificadas mostraron masas moleculares intactas de ~50 kDa.
Basado en los analisis de SDS-PAGE/Coomassie y de LC-MS de masa intacta mediante el uso de condiciones
reductoras, se llevaron a cabo las identificaciones de cadena de la fusién FVlla-Fab5001.

Basado en los analisis de SEC-HPLC, todas las preparaciones del FVlla mostraron una pureza de >90-99 % y
parecieron altamente homogéneas.

Ejemplo 49: Autoactivacion del FVII-Fab5001 mediante el uso de un ensayo proteolitico en presencia del Factor Tisular
soluble.

La autoactivacion se determiné como la capacidad de activar el FX en presencia del Factor Tisular soluble (sTF). La
proteina se diluyé en HEPES 50 mM (pH 7,4), NaCl 100 mM, CaCl210 mM, BSA 1 mg/ml y PEG8000 al 0,1 % (p/v).
Los parametros cinéticos para la activacion de FX se determinaron mediante la incubacién previa de FVII-Fab5001 5
pM (n=2) con sTF 100 nM y fosfolipidos PC:PS 25 uyM (Haematologic technologies) durante 10 min. Después se anadio
FX 30 nM en un volumen de reaccién total de 100 ul en una placa de 96 pocillos y la reaccion se dejé incubar durante
20 min a temperatura ambiente. Después de la incubacion, la reaccién se inactivé mediante la adicion de 50 ul de
tampodn de parada (HEPES 50 mM (pH 7,4), NaCl 100 mM, EDTA 80 mM) seguido por la adicién de 50 pl de S-2765
2 mM. Finalmente, el aumento de la absorbancia se midi6 continuamente a 405 nM en un lector de microplacas
Spectramax 190. Los valores de Kcat/Km se determinaron al ajustar los datos a una forma revisada de la ecuacion de
Michaelis Menten ([S] < Km) mediante el uso de regresion lineal. La cantidad de FXa generada se estimé a partir de
una curva estandar de FXa.

La proteina de fusion zimogéna FVII-Fab5001 mostré actividad proteolitica del 38 % con relacion a la del wtFVlla, que
es un resultado de la autoactivacién de la proteina en presencia de sTF, ver la Figura 21).

Ejemplo 50: Ausencia del efecto antiagregante de los anticuerpos anti-TLT-1, mAb0023, mAb0051, mAb0061 y
mAb0062.

El efecto antiagregante de los anticuerpos anti-TLT-1 se analiz6 en plasma rico en plaquetas humanas (PRP). El PRP
se obtuvo por centrifugacion a 200 g durante 15 min de sangre total humana estabilizada con heparina. La fase superior
que contiene plaquetas se colecto y la muestra restante se centrifugd en 1500 g durante 10 min para obtener plasma
pobre de plaquetas (PPP) que se usé como una muestra de referencia en las mediciones de agregacion. El PRP se
incubd 3 min a 37 °C en el instrumento Platelet Aggregation Profiler (PAP-8) (Bio/Data Corporation, Horsham, PA). Se
registrd un valor de referencia estable antes de la adicidon de anticuerpos anti-TLT-1 (10 nM) o anticuerpo control
irrelevante (10 nM) al PRP. Las plaquetas se activaron 3 min después de la adicidn de los anticuerpos con péptido
activador del receptor-1 (PAR-1) activado por proteasa SFLLRN (1 o 10 yM) (Bachem).

Los resultados no mostraron efecto inhibidor de los anticuerpos (10 nM) (mAb0023, mAb0051, mAb0061 y mAb0062)
en comparacion con el anticuerpo control irrelevante. La agregacion de plaquetas se inicié con una concentracion alta
(10 uM) o intermedia (1 yM) de SFLLRN. Los datos muestran que los anticuerpos no inhibieron la agregacion en
ninguna de las concentraciones de SFLLRN. En conclusién, estos datos muestran que los anticuerpos no inducen ni
inhiben la funcion de plaquetas medida como agregacion.

Ejemplo 51. Efecto del FIX-mAbQ0145 sobre la formacion de coagulos de fibrina inducida por TF en sangre total humana
(HWB) a partir de un donante normal medida por tromboelastografia (TEG).

La sangre total humana estabilizada con citrato (HWB) se extrae a partir de donantes normales. Las condiciones

similares a hemofilia se obtienen mediante la incubacion de HWB con anticuerpo anti-FVIIl 10 ug/ml (anti-Factor VIl
humano de oveja; Hematologic Technologies Inc) durante 30 min a temperatura ambiente. La formacién de coagulos
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se mide mediante tromboelastografia (analizador TEG serie 5000, Haemoscope Corporation, Niles, IL, EE.UU.). Se
afadieron diversas concentraciones (0; 0,2; 1,0; 5,0 y 10 nM) de FIX-mAb0145 o (0; 0,2; 5,0 y 10 nM) de rFIX (Novo
Nordisk A/S) a HWB con citrato “similar a hemofilia”. La coagulacién se inicia cuando se transfieren 340 yl de HWB
normal o “similar a hemofilia” a un recipiente del tromboelastégrafo que contiene 20 pl de CaCl2 0,2 M con TF
lipidado0,03 pM (Innovin®, Dade Behring Gmbh (Marburg, Alemania). El trazo de TEG se sigue continuamente por
hasta 120 min. Se registran las variables de TEG siguientes: Tiempo R (tiempo de coagulacion, es decir, el tiempo
desde el inicio de la coagulacion hasta que se obtuvo una amplitud de 2 mm), angulo a (desarrollo de coagulos medido
como el angulo entre el valor de Ry el punto de inflexion del trazo de TEG), K (velocidad de la cinética del coagulo
para alcanzar un cierto nivel de resistencia del coagulo, amplitud = 20 mm), y MA (amplitud maxima del trazo de TEG
que refleja la resistencia mecanica maxima del coagulo). La Figura 23 muestra los valores de tiempo R determinados
a partir de trazos de TEG individuales.

El tiempo R obtenido a partir de trazos de TEG con HWB normal y sangre “hemofilica” suplementada con diversas
concentraciones de FIX-mAb0145 o rFIX se muestra en la Figura 23. La HWB de un donante normal mostré un tiempo
R de 980 seg que se prolongd hasta 5475 seg cuando la sangre se prepard “similar a hemofilia” mediante la adicion
de un anticuerpo de neutralizacién del FVIII. El FIX-mAb0145 acorta el tiempo R del coagulo en una manera
dependiente de la concentracion, por el contrario al rFIX, que no tuvo un efecto significativo cuando se afiadié como
un control a concentraciones equivalentes. Todos los datos se obtienen a partir de un donante representativo.

Se observa que el FIX-mAb0145 normaliza el coagulo de “HWB similar a hemofilia” en una manera dependiente de la
concentracion. Por lo tanto, sorprendentemente, los resultados muestran que la conjugacion del rF1X con un anticuerpo
contra TLT-1, que dirige al rFIX a la superficie de plaquetas activadas, proporciona una actividad de puenteo
independiente del FVIII que resulta en una actividad procoagulante mejorada.

Ejemplo 52. Aumento de la generacion de trombina por localizacién del rFVlla en la superficie de plaquetas activadas
mediante la union al TLT-1 expresado en la superficie en condiciones similares a hemofilia A.

El FVlla-Fab9015, FVIla-Fab1029 y FVlla-Fab1001 a 25 nM se analizaron en un ensayo de generacién de trombina.
En resumen, se obtuvo plasma rico en plaquetas humano (PRP) mediante centrifugacion de sangre total humana con
citrato a 220 g durante 20 min. Se recogi6 la fase superior que contiene plaquetas y la muestra restante se centrifugd
a 2500 g durante 10 min para obtener el plasma pobre en plaquetas (PPP) usado para ajustar la concentracion de
plaquetas hasta una concentracion final de 150 000 plt/ul. EI PRP se hizo hemofilico mediante incubacion durante 30
min con un anticuerpo policlonal anti-FVIII humano de cabra (0,1 mg/ml) (HTI nim. Z0429). Las plaquetas se activaron
con una combinacion del péptido de activacion del receptor-1 (PAR-1) activado por proteasa (SFLLRN; Bachem ndm.
H-2936) (30 uM) y el veneno de serpiente activador de GPVI Convulxina (100 ng/ml) (Pentapharm nam. 119-02). La
trombina generada se midi6 mediante el uso de un método fluorogénico de Thrombinoscope® en el cual el PRP, el
reactivo de FluCa y el compuesto de prueba se mezclaron y afiadieron a placas de pocillo de fondo redondo Nunc
Microwell de 96 pocillos (Nunc num. 268152). La reaccion se inicié por la adicion de activadores de plaquetas y la
sefal fluorescente del sustrato se detectd en un lector de placas ThermoFisher Fluoroskan (Fisher Scientific). La
concentracion de trombina se calculd6 mediante el uso de un calibrador de trombina proporcionado por
Thrombinoscope® de acuerdo con sus instrucciones.

Los resultados mostraron una potencia aumentada de las tres proteinas, FVlla-Fab9015, FVlla-Fab1029 y FVlla-
Fab1001, en comparaciéon con rFVlla. El FVlla-Fab9015 y FVIla-Fab1001 (25 nM) mostraron una potencia de
aproximadamente cuatro veces mayor mientras que FVlla-Fab1029 (25 nM) tenia una potencia aproximadamente dos
veces mayor medida como pico de generacién de trombina, en comparacion con rFVlla (25 nM) (Figura 24).

Ejemplo 53. Purificacion y caracterizacion de las proteinas de fusion FIX expresadas recombinantemente (SEQ ID NO
161), Mab y Fab FIX-anti-TLT-1 (FIX-Fab0155 y FIX-mAb0145).

La purificacion de dichas proteinas FIX se realizd mediante el uso de un método de cromatografia de afinidad de
captura basado en la resina anti-FIX A3B6-Sepharose 4 FF, que es una resina (gel de afinidad base de GE Healthcare)
con un anticuerpo acoplado, desarrollada en Novo Nordisk, que se une especificamente al dominio FIX Gla (ver
referencia Jstergaard y otros (2011), Blood 118: 2333-41). La purificacion se realizé6 mediante el uso de un sistema
de cromatografia AktaExplorer (GE Healthcare, nim. de cat. 18-1112-41). Los sistemas tampon usados para la etapa
de purificacion fueron un tampdn de equilibrado compuesto de Tris 20 mM, CaClz2 1 mM, NaCl 100 mM, Tween 80 al
0,01 % (v/v) pH 7,5, un tampén de lavado compuesto de Tris 20 mM, CaCl2 1 mM, NaCl 2,0 M, Tween 80 al 0,01 %
(v/v) pH 7,5 y un tampédn de elucion compuesto de Tris 20 mM, EDTA 20 mM, NaCl 50 mM, Tween 80 al 0,01 % (v/v)
pH 7,5. Los sobrenadantes celulares se ajustaron a concentracion final de CaCl2 5 mM y se aplicaron sobre una
columna A3B6-Seph 4 FF equilibrada previamente. La columna se lavd con 5-10 volimenes de columna de tampén
de equilibrado, 5-10 volumenes de columna de tampén de lavado y por ultimo con 5-10 volumenes de columna de
tampon de equilibrado. Las proteinas de fusion FIX se eluyeron isocraticamente en aproximadamente 5 volumenes de
columna de tampodn de elucién.

Las proteinas FIX se analizaron mediante el uso de SDS-PAGE/Coomassie y las determinaciones de masa molecular
intacta se realizaron mediante el uso de una configuracion del método de cromatografia liquida espectrometria de

87



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757930 T3

masa de electropulverizacion ionizaciéon con analizador de tiempo de vuelo en un instrumento Agilent 6210 y una
columna desalinizada MassPREP (de Waters) con un tampon de equilibrado compuesto de acido férmico al 0,1 % en
H20O grado LC-MS y un tampon de elucion compuesto de acido formico al 0,1 % en ACN grado LC-MS. Basado en los
analisis de SDS-PAGE/Coomassie y de LC-MS de masa intacta mediante el uso de condiciones reductoras, se llevaron
a cabo las identificaciones de cadena de las proteinas FIX. Basado en los analisis de SEC-HPLC, todas las
preparaciones de proteina de fusion FIX mostraron una pureza de >85-99 % y parecieron altamente homogéneas.

Ejemplo 54. Produccion del FVlla de tipo silvestre de expresion recombinante (SEQ ID NO: 157) y FVIla-407C (SEQ
ID NO:181).

Dicha variante y tipo silvestre de FVlla se produjeron como se describe en la patente 02/077218 y Jurlander y otros
(2001), Semin Thromb Hemost. 27:373-84. Mas especificamente, las moléculas de FVlla se expresaron en lineas
celulares adherentes BHK. El medio de crecimiento empleado fue una variante del medio DMEM/F12 con vitamina K1
5 mg/l y suero bovino fetal al 10 % (2 % durante la produccion). En resumen, las células se propagaron en matraces
T-175 ventilados, de 2 capas y 10 capas de células incubadas a 37 °C y 5 % de CO2. En confluencia, las células se
disociaron mediante el uso de TryPle™ Express (GIBCO num. de cat. 12604-013) antes de pasar a la etapa siguiente.
La fase de produccion se realizé como un cultivo de lote repetido en un biorreactor de 15 | con microportadores (5 g/l,
Cytodex 3, GE Life Sciences). El pH se controlé en un limite superior de 7,2 mediante la adiciéon de CO2 y en un limite
inferior de 6,8 mediante la adicién de Na2COs. La concentracién de oxigeno disuelto se mantuvo por encima del 50 %
de la saturacién en el aire mediante rociado con oxigeno. La temperatura se mantuvo a 36,5 °C. La agitacién fue de
50-70 rpm. Se realizaron intercambios de cosecha/medio para mantener una concentracion de glutamina superior a 1
mM. Una hora antes de un intercambio medio, la agitacion se detuvo para permitir que los microportadores (con las
células unidas) se asentaran en la parte inferior del reactor. Después, se cosechd aproximadamente el 80 % del
volumen antes de llenarlo con medio fresco hast un 100 % de volumen de trabajo. Las cosechas celulares se extrajeron
y clarificaron mediante un tren de filtro que consiste de dos filtros de capsulas desechables (Clarigard 3 um, Opticap
XL10, Millipore, nium. de cat. KO30A10HH1; Durapore 0,22 um, Opticap XL10, Millipore, nim. de cat. KVGLS10HH1)
antes de la purificacion.

Ejemplo 55. Aumento de la generacidn de trombina por localizacion del rFVlla en la superficie de plaquetas activadas
mediante la unioén al TLT-1 expresado en la superficie en condiciones similares a hemofilia A.

Se analizé un FVlla-Fab5001 en un ensayo de generacion de trombina y se comparé con rFVlla en plasma deficiente
del factor VIl que contiene plaquetas humanas lavadas. Para aislar las plaquetas humanas, se afiadié una parte de
solucion ACD (citrato trisédico al 2,5 %, acido citrico al 1,5 % y D-glucosa al 2 %) a cinco partes de sangre antes de
la centrifugacion a 220 g durante 20 min para obtener plasma rico en plaquetas. La fase superior se recogid y transfirio
a un nuevo tubo con forma de cono y se centrifugd a 500 g durante 15 min. El plasma se eliminé y el sedimento se
disolvié en tampoén Hepes (Hepes 10 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, MgClz2 1,7 mM, D-glucosa 5 mM, NaH2PQO4 0,4
mM; pH 6,5) suplementado con prostaglandina E1 (5 pg/ml). Después de una segunda centrifugacion a 500 g durante
15 min el sobrenadante se desechd y las plaquetas lavadas se disolvieron en plasma deficiente del factor VIII (Geroge
King Bio-medical, Inc.) y la concentracidon de plaquetas se ajusté a 300 000 plt/ul. En el ensayo de generacién de
trombina cuando se afiadieron agonistas, variantes del Factor IX y reactivo FluCa (Thrombinoscope®) a placas de
pocillo de fondo redondo Nunc Microwell de 96 pocillos junto con el plasma deficiente de Factor IX que contiene
plaquetas, la concentracion final de plaquetas fue de 150 000 plt/ul. Las plaquetas se activaron con una combinacion
de péptido de activacion del receptor-1 activado por proteasa (SFLLRN; Bachem num. H-2936) y el veneno de
serpiente activador de GPVI Convulxina (Pentapharm num. 119-02). La trombina generada se midié mediante un
método fluorogénico de Thrombinoscope® en el cual la sefal fluorescente del sustrato escindido de la trombina se
detect6 en un lector de placas ThermoFisher Fluoroskan (Fisher Scientific). La concentracion de trombina se calculd
mediante el uso de un calibrador de trombina proporcionado por Thrombinoscope® de acuerdo con sus instrucciones.

Los resultados mostraron una potencia aumentada del FVIla-Fab5001 en comparacién con rFVlla de tipo silvestre
(Figura 25). Ademas, los resultados revelaron que este aumento en la potencia dependioé de la activacién de plaquetas.
Al activar las plaquetas con una combinacién de SFLLRN (30 uM) y Convulxina (100 ng/ml), el FVIla-Fab5001 (25 nM)
mostré una potencia aproximadamente cuatro veces mayor, medida como generacion de maximo de trombina, en
comparacioén con rFVlla de tipo silvestre (25 nM).

Ejemplo 56. Analisis de SPR del FVlla-Fab1001 y union de FVlla-Fab5001 al TLT1.

Analisis de SPR de la unién del FVIla-Fab1001 al TLT1. El FVIlla-Fab1001 se une al TLT-1 como se analiza mediante
analisis de SPR en un instrumento Biacore T200.

Los materiales usados se muestran en la Tabla 18.
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Tabla 18
Reactivo Fuente
TLT1 humano etiquetado con His | Ejemplo 1
FVlla-Fab1001 Ejemplo 39
mADb anti 6X his R&D num. MAB050 0,5 mg/ml en PBS
Todos los demas reactivos Biacore GE Healthcare

Método: Un anticuerpo anti 6Xhis se inmovilizé hasta un nivel de aprox. 9000 RU en un chip CM5 (0,5 mg/ml diluido
en Na-acetato, pH 5,0) mediante el uso del procedimiento estandar recomendado por el proveedor. Se us6 como
ligando el TLT-1 etiquetado con his humano en una concentracion de 100 ng/ml. Se usé como analito el FVlla-Fab1001
en diluciones de dos veces de 29,29 nM a 0,45 nM. El tampdn de corrida y de dilucion se fabricé de: HEPES 10 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, p20 al 0,005 %, pH 7,4. La regeneracion se obtuvo mediante MgClz 3 M. El experimento
se corrio a 25 grados Celsius. La determinacion de constantes cinéticas y de unioén (Kon, Koff, Ko) se obtuvo al asumir
una interaccién 1:1 del TLT1 y FVlla-Fab1001 mediante el uso del programa informatico de evaluacién Biacore T200
(Tabla 19).

Tabla 19: Union del FVIla-Fab1001 al TLT-1

Ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
Union del FVila-Fab1001 | 8,01E+05 3,19E-03 3,99E-09
al TLT-1

Conclusién;Se estimaron las constantes de unién para la unién del FVIlla-Fab1001 al TLT-1 mediante andlisis de SPR
y se confirmod la union al TLT-1.

Analisis de SPR de la unién del FVIla-Fab5001 al TLT1. El FVIla-Fab5001 se une al TLT-1 como se analiza mediante
analisis de SPR en un instrumento Biacore T200.

Los materiales usados se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20
Reactivo Fuente
TLT1 humano etiquetado con His | Ejemplo 1
FVlla-Fab5001 Ejemplo 48
mAb Anti 6X his R&D num. MAB050 0,5 mg/ml en PBS
Todos los demas reactivos Biacore GE Healthcare

Método: Un anticuerpo anti 6Xhis se inmovilizé hasta un nivel de aprox. 9000 RU en un chip CM5 (0,5 mg/ml diluido
en Na-acetato, pH 5,0) mediante el uso del procedimiento estandar recomendado por el proveedor. Se us6 como
ligando el TLT-1 etiquetado con his humano en una concentracion de 100 ng/ml. Se usé como analito el FVlla-Fab5001
en diluciones de dos veces de 15,77 nM a 0,49 nM. El tampdn de corrida y de dilucion se fabricé de: HEPES 10 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, p20 al 0,005 %, pH 7,4. La regeneracion se obtuvo mediante MgCI2 3 M. El experimento
se corrio a 25 grados Celsius. La determinacidn de constantes cinéticas y de unién (kon, Koff, Ko) se obtuvo al asumir
una interaccion 1:1 del TLT1 y FVII-fab mediante el uso del programa informatico de evaluacion Biacore T200 (Tabla
21).

Tabla 21: Union del FVIla-Fab5001 al TLT-1

ka (1/Ms) | kd (1/s) | KD (M)
Unién del FVila-Fab5001 al TLT-1 | 2,384E+05 | 0,001696 | 7,11E-09

Conclusién;Se estimaron las constantes de unién para la unién del FVIlla-Fab5001 al TLT-1 mediante andlisis de SPR
y se confirmé la unién al TLT-1.

Ejemplo 57: Produccién recombinante del FVIII humano.

La produccion de las variantes del Factor VIII humano como se usa en la presente descripcidon se ha descrito en la
patente niumero W02009108806, ejemplo 1.
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Resumen

La presente invencién se refiere a: proteinas procoagulantes que pueden ser, por ejemplo, proteinas de fusion o
conjugados quimicos; métodos para producir dichas proteinas procoagulantes; polinucleétidos que codifican dichas
proteinas de fusion y células que las expresan. Ademas, la presente invencion se refiere a proteinas procoagulantes
para su uso como un medicamento. Los individuos que tienen una coagulopatia, tal como la hemofilia A y B con o sin
inhibidores, pueden ser tratadas con proteinas procoagulantes de la presente invencion.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Novo Nordisk A/S

<120> Direccionamiento de factores de coagulaciodn hacia plaquetas activadas

<130> 8314.204-WO

<160> 182

<170> Patentln versioén 3.5
<210> 1

<211> 933

<212> ADN

<213> homo Sapiens

<400> 1
atgggcctca ccctgctctt gctgctgctc ctgggactag aaggtcaggg catagttggce

agcctccctg aggtgctgca ggcacccgtg ggaagctcca ttctggtgca gtgccactac
aggctccagg atgtcaaagc tcagaaggtg tggtgccggt tcttgccgga ggggtgccag
cccctggtgt cctcagctgt ggatcgcaga gctccagcgg gcaggcgtac gtttctcaca
gacctgggtg ggggcctgct gcaggtggaa atggttaccc tgcaggaaga ggatgctggce
gagtatggct gcatggtgga tggggccagg gggccccaga ttttgcacag agtctctctg
aacatactgc ccccagagga agaagaagag acccataaga ttggcagtct ggctgagaac
gcattctcag accctgcagg cagtgccaac cctttggaac ccagccagga tgagaagagc
atccccttga tctggggtgc tgtgctcctg gtaggtctgc tggtggcagc ggtggtgctg
tttgctgtga tggccaagag gaaacaaggg aacaggcttg gtgtctgtgg ccgattcctg
agcagcagag tttcaggcat gaatccctcc tcagtggtcc accacgtcag tgactctgga
ccggctgectg aattgcecttt ggatgtacca cacattaggc ttgactcacc accttcattt
gacaatacca cctacaccag cctacctctt gattccccat caggaaaacc ttcactccca
gctccatcct cattgccccc tctacctcct aaggtcctgg tctgctccaa gcctgtgaca
tatgccacag taatcttccc gggagggaac aagggtggag ggacctcgtg tgggccagcc
cagaatccac ctaacaatca gactccatcc agc

<210> 2

<211> 311

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Gly Leu Thr Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Glu Gly GIn

1 5 10 15

Gly Ile Vval Gly Ser Leu Pro Glu Val Leu GIn Ala Pro Val Gly Ser
20 25 30

Ser lIle Leu Val GIn Cys His Tyr Arg Leu GIn Asp Val Lys Ala GIn

91

933

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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Lys

Ser

65

Asp

Glu

GlIn

Glu

Pro

145

Ile

Ala

Leu

Pro

Leu

225

Asp

Pro

Leu

Gly

Val

50

Ala

Leu

Asp

Ile

Glu

130

Ala

Pro

Val

Gly

Ser

210

Pro

Asn

Ser

Val

Asn
290

35

Trp

Val

Gly

Ala

Leu

115

Thr

Gly

Leu

Val

Val

195

Ser

Leu

Thr

Leu

Cys

275

Lys

Cys

Asp

Gly

Gly
100

Ser

Ile

Leu

180

Cys

Val

Asp

Thr

Pro

260

Ser

Gly

Arg

Arg

Gly

85

Glu

Arg

Lys

Ala

Trp

165

Phe

Gly

Val

Val

Tyr

245

Ala

Lys

Gly

Phe

Arg

70

Leu

Tyr

val

Ile

Asn

150

Gly

Ala

Arg

Pro

230

Thr

Pro

Pro

Gly

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser

Gly

135

Pro

Ala

Val

Phe

His

215

Ser

Ser

val

Thr
295

40

Pro

Pro

GIn

Cys

Leu

120

Ser

Leu

Val

Met

Leu

200

Val

Ile

Leu

Ser

Thr

280

Ser

ES 2757930 T3

Glu

Ala

val

Met

105

Asn

Leu

Glu

Leu

Ala

185

Ser

Ser

Arg

Pro

Leu

265

Tyr

Cys

Gly

Gly

Glu

90

val

Ile

Ala

Pro

Leu

170

Lys

Ser

Asp

Leu

Leu

250

Pro

Ala

Gly

Cys

Arg

75

Met

Asp

Leu

Glu

Ser

155

Val

Arg

Arg

Ser

Asp

235

Asp

Pro

Thr

Pro

GIn

60

Arg

val

Gly

Pro

Asn

140

GIn

Gly

Lys

Val

Gly

220

Ser

Ser

Leu

val

Ala
300

92

45

Pro

Thr

Thr

Ala

Pro

125

Ala

Asp

Leu

GIn

Ser

205

Pro

Pro

Pro

Pro

Ile

285

GIn

Leu

Phe

Leu

Arg

110

Glu

Phe

Glu

Leu

Gly

190

Gly

Ala

Pro

Ser

Pro

270

Phe

Asn

Val

Leu

GIn

95

Glu

Ser

Lys

Val

175

Asn

Met

Ala

Ser

Gly

255

Lys

Pro

Pro

Ser

Thr

80

Pro

Asp

Ser

160

Ala

Arg

Asn

Glu

Phe

240

Lys

Val

Gly

Pro
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Asn Asn GIn Thr Pro Ser Ser
310

305

<210> 3

<211> 528
<212> ADN
<213>

<220>

<223> /not

<400> 3
aagcttgccg

cagggcatag
gtgcagtgcc
ccggaggggt
cgtacgtttc
gaagaggatg
cacagagtct
agtctggctg
caggatgaga
<210> 4

<211> 168
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 4

Met Gly Leu
1

Gly Ile Vval

Ile Leu

35

Ser

Val
50

Lys Trp

Ser Ala Vval

65

Asp Leu Gly

Glu Asp Ala

a =

Secuencia artificial

ES 2757930 T3

ccaccatggg cctcaccctg ctcttgctge

ttggcagcct
actacaggct
gccagcccct
tcacagacct
ctggcgagta
ctctgaacat
agaacgcatt

agagcatccc

/nota = "‘dominio

Thr Leu

Gly
20

Ser

val GIn

Cys Arg

Asp Arg

Gly Gly

85

Gly Glu

Leu

Leu

Cys

Phe

Arg

70

Leu

Tyr

ccctgaggtg
ccaggatgtc
ggtgtcctca
gggtgggggc
tggctgcatg
actgccccca
ctcagaccct

ccaccatcac

Secuencia artificial

Leu Leu

Pro Glu

Tyr
40

Leu Pro

55

Ala Pro

GIn

Leu

Gly Cys

ctgcaggcac
aaagctcaga
gctgtggatc
ctgctgcagg
gtggatgggg
gaggaagaag
gcaggcagtg

catcaccatt

Leu Leu

10

Leu

Val GIn

25

Leu

Arg Leu GIn

Glu Gly Cys

Ala Gly Arg

75

Glu
90

Val Met

Met Val Asp

"dominio extracelular del hTLT-1-His6"

tgctcctggg
ccgtgggaag
aggtgtggtg
gcagagctcc
tggaaatggt
ccagggggcc
aagagaccca
ccaacccttt

aagaattc

extracelular del hTLT-1-His6"

Gly Leu Glu

Val
30

Ala Pro

Val
45

Asp Lys

GIn
60

Pro Leu

Arg Thr Phe

Val Thr Leu

Gly Ala Arg

93

actagaaggt
ctccattctg
ccggttcttg
ggcgggceagg
taccctgcag
ccagattttg
taagattggc

ggaacccagc

Gly
15

Gly Ser

Ala GIn
Val

Ser

Thr
80

Leu

GIn
95

Glu

Gly Pro

60

120

180

240

300

360

420

480

528
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100

GIn Ile Leu His Arg Val Ser Leu
115 120

Glu Glu Thr His Lys lle Gly Ser
130 135

Pro Ala Gly Ser Ala Asn Pro Leu
145 150

Ile Pro His His His His His His

165
<210> 5
<211> 106
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> /nota = "hTLT-1.20-125"
<400> 5
Gly Ser Leu Pro Glu Vval Leu GIn
1 5
Val GIn Cys His Tyr Arg Leu GIn
20
Cys Arg Phe Leu Pro Glu Gly Cys
35 40
Asp Arg Arg Ala Pro Ala Gly Arg
50 55
Gly Gly Leu Leu GIn Val Glu Met
65 70
Gly Glu Tyr Gly Cys Met Val Asp
85
His Arg Val Ser Leu Asn lle Leu
100
<210> 6
<211> 147
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "hTLT-1.16-162"

<400> 6
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105

Asn

Leu

Ala

Asp

25

GIn

Arg

Val

Gly

Pro
105

Ile

Ala

Pro

Pro

10

Val

Pro

Thr

Thr

Ala

90

Pro

Leu

Glu

Ser
155

Val

Lys

Leu

Phe

Leu

75

Arg

Pro
Asn

140

GIn

Gly

Ala

Val

Leu

GIn

Gly

94

Pro
125

Ala

Asp

Ser

GIn

Ser

45

Thr

Glu

Pro

110

Glu Glu Glu

Phe Ser Asp

Glu Lys Ser

Ser

Lys

30

Ser

Asp

Glu

GIn

Ile

15

Val

Ala

Leu

Asp

Ile
95

160

Leu

Trp

Val

Gly

Ala

80

Leu
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GIn

Ser

GIn

Ser

Thr

Glu

Pro

Glu

Asp

Ser
145

Gly Ile Vval

Ser

Lys

Ser

50

Asp

Glu

GIn

Glu

Pro

130

Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile Leu
20

Val Trp
35

Ala Vval

Leu Gly

Asp Ala

Ile Leu
100

Glu Thr
115

Ala Gly

Pro

7
37
PRT

Gly

val

Cys

Asp

Gly

Gly
85

Ser

Ser

GIn

Arg

Arg

Gly

Glu

Arg

Lys

Ala

Leu

Cys

Phe

Arg

55

Leu

Tyr

Val

Ile

Asn
135

Secuencia artificial

/nota =

7

Pro

Leu

40

Ala

Leu

Gly

Ser

Gly

120

Pro

"hTLT-1.126-162"

ES 2757930 T3

Glu

Tyr

25

Pro

Pro

GIn

Cys

Leu

105

Ser

Leu

val

10

Arg

Glu

Ala

Val

Met

90

Asn

Leu

Glu

Leu

Leu

Gly

Gly

Glu

Val

Ile

Ala

Pro

GIn

GIn

Cys

Arg

60

Met

Asp

Leu

Glu

Ser
140

Ala

Asp

GIn

45

Arg

Val

Gly

Pro

Asn

125

GIn

Pro

val

30

Pro

Thr

Thr

Ala

Pro

110

Ala

Asp

val

15

Lys

Leu

Phe

Leu

Arg

95

Glu

Phe

Glu

Gly

Ala

Val

Leu

Glu

Ser

Lys

Glu Glu Glu Glu Glu Thr His Lys Ile Gly Ser Leu Ala Glu Asn Ala

1

5

10

15

Phe Ser Asp Pro Ala Gly Ser Ala Asn Pro Leu Glu Pro Ser GIn Asp

20

Glu Lys Ser lle Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

35

8
14
PRT

Secuencia artificial

25

95

30
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<220>
<223>

<400> 8

/nota = "hTLT-1.129-142"
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Glu Glu Thr His Lys lle Gly Ser Leu Ala Glu Asn Ala Phe

1

<210> 9

<211> 396
<212> ADN
<213> Homo

<400> 9
atgaagttgc

gttgtgatga
tcttgcagat

ctgcagaaac

ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggag
<210>
<211>

<212>
<213>

10

132
PRT
Homo
<400> 10

Met Lys Leu
1

Ser Ser Ser

Ser Leu Gly

35

His
50

Val Arg

Gly GIn Ser

Gly val Pro

Leu Lys lle

GIn Ser

115

Ser

5

sapiens

ctgttgggct
cccaaactcc
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag

ctgaggatct

gggggaccaa

sapiens

Pro Vval
5

Asp Val

Asp GIn

Asn Gly

Pro Lys

Asp Arg

85

Ser
100

Arg

Thr His

Gly

Val

Ala

Asn

Leu

Phe

val

val

gttggtgctg
actctccctg
ccttgtacac
tccaaagctc
tggcagtgga
gggagtttat

gctggaaata

Leu Leu

Thr

Met

Ile
40

Ser

Thr
55

Tyr

Leu lle

Ser Gly

Glu Ala

Pro Tyr

120

10

atgttctgga
cctgtcagtc
agaaatggaa
ctgatctaca
tcagggacag
ttctgctcte

aaacgt

Val Leu Met

10

GIn Thr Pro

Ser Cys Arg

Phe

Trp

Val
75

Tyr Lys

Ser Gly Ser

90

Glu
105

Asp Leu

Thr Phe Gly

ttccagcttc
ttggagatca
acacctattt
aagtttccaa
atttcacact

aaagtacaca

Phe Trp lle

Leu Ser Leu

Ser GIn

45

Ser

Cys Leu GIn

60

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp

Gly Val Tyr

110

Gly Gly Thr

125

96

cagcagtgat
agcctccatc
tcattggtgc
ccgattttct
caagatcagc

tgttccgtac

Pro Ala

15

Pro Vval

Ser Leu
Lys Pro
Phe

Ser

Phe
95

Thr
Phe

Cys

Lys Leu

60

120

180

240

300

360

396
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Glu Ile Lys
130

<210>
<211>
<212>
<213>

11
396
ADN
Homo

<400> 11
atggattttg

aaacttctcg
gcagcctcag
aaagggctag
tctctaaagg
atgagcgaag
tcctggggec
<210>
<211>

<212>
<213>

12

132
PRT
Homo
<400> 12

Met Asp Phe
1

GIn Cys Glu

Gly Gly Ser

35

Arg Tyr

50

Trp

Trp lle

65

Gly

Ser Leu Lys

Leu Tyr Leu

Ala
115

Tyr Cys

Thr Val Ser

Arg

sapiens

ggctgatttt
agtctggagg
gattcgattt
aatggattgg
ataaattcat
tgagatctga

aagggactct

sapiens

Gly Leu
5

Val
20

Lys

Leu Lys

Met Thr

Glu lle

Asp Lys

85

GIn
100

Met
Ser

Gly

Ala

Ile

Leu

Leu

Trp

Asn

70

Phe

Ser

Val

ttttattgtt
tggcctggtg
tagtagatac
agaaattaat
catctccaga
ggacacagcc

ggtcactgtc

Phe Phe

Leu Glu

Ser Cys

40

Val
55

Arg

Pro Asp

Ile Ile

Glu Vval

Phe Thr

120
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gctcttttaa
cagcctggag
tggatgactt
ccagatagca
gacaacgcca
ctttattact

tctgca

Ile Vval

10

Ala

Ser
25

Gly Gly

Ala Ala Ser

GIn Ala Pro

Thr
75

Ser Ser

Ser Arg

90

Asp

Arg Ser Glu

105

Ser Trp Gly

aaggggtcca
gatccctgaa
gggtccggea
gtacgataaa

agaatacgct

gtgcaagcgg

Leu Leu Lys

val
30

Gly Leu

Phe
45

Gly Asp

Gly Lys

Ile Asn Tyr

Asn Ala Lys

Thr Ala

110

Asp

GIn Gly Thr

125

97

gtgtgaggtg
actctcctgt
ggctccaggg
ctatacgcca
gtacctgcaa

ggtgtttact

Gly Vval

GIn Pro

Phe Ser

Leu Glu

Thr Pro

80

Asn Thr

95

Leu Tyr

Leu Val

60

120

180

240

300

360

396



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

130

<210> 13

<211> 1377
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 13
atggattttg

aaacttctcg
gcagcctcag
aaagggctag
tctctaaagg
atgagcgaag
tcctggggec
ttccecectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
tgcccagcac
gacactctca
gaagaccccg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccgtcctcca
tacaccctgc
gtcaaaggct
aacaactaca
aggctaaccg
catgaggctc
<210>
<211>

<212>
<213>

14
714
ADN

<220>
<223>

ggctgatttt
agtctggagg
gattcgattt
aatggattgg
ataaattcat
tgagatctga
aagggactct
cgccctgcetce
acttccccga
ccttccegge
cctccagcag
ccaaggtgga
ctgagttcct
tgatctcccg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatccca
tctaccccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

Secuencia artificial

/nota = "HC del mAb 0012"

ttttattgtt
tggcctggty
tagtagatac
agaaattaat
catctccaga
ggacacagcc
ggtcactgtc
caggagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacg
caagagagtt
ggggggacca
gacccctgag
caactggtac
gttcaacagc
cggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcc
tccegtgetg
caggtggcag

ctacacacag

Secuencia artificial

/nota = "LC del mAb 0012,

ES 2757930 T3

gctcttttaa
cagcctggag
tggatgactt
ccagatagca
gacaacgcca
ctttattact
tctgcagcta
tccgagagca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
aagacctaca
gagtccaaat
tcagtcttcc
gtcacgtgcg
gtggatggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggyg
gactccgacg

gaggggaatg

aagagcctct

LC del Fab

aaggggtcca
gatccctgaa
gggtccggea
gtacgataaa
agaatacgct
gtgcaagcgg
gcaccaaggg
cagccgccct
actcaggcgc
tctactccct
cctgcaacgt
atggtccccc
tgttcccccce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctccttctt
tcttctcatg

ccctgtctct

ooiz2"

98

gtgtgaggtg
actctcctgt
ggctccaggg
ctatacgcca
gtacctgcaa
ggtgtttact
cccatccgte
gggctgectg
cctgaccagc
cagcagcgtg
agatcacaag
atgcccacca
aaaacccaag
cgtgagccag
taatgccaag
cctcaccgtce
caaaggcctc
gccacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctctacagc
ctccgtgatg

gggtaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1377
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<400> 14
atgaagttgc

gttgtgatga
tcttgcagat

ctgcagaaac

ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggag
atcttcccgce
aataacttct
ggtaactccc
agcaccctga
acccatcagg
<210> 15

<211>

<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 15
atgaacttgg

gtgaggctgg
tgtgcaacct
gagaagaggc
gacactgtaa
caaatgagcc
tgggacgatt
gctagcacca
agcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatatggtc
ttcctgttce
tgcgtggtgg

ggcgtggagg

1401

ctgttgggct
cccaaactcc
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct
gggggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa

gcctgagctc

ggctcagctt
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gtctgaagtc
actatgatat
agggcccatc
ccctgggcetg
gcgcectgac
ccctcagcag
acgtagatca
ccccatgecce
ccccaaaacc
tggacgtgag

tgcataatgc

gttggtgctg
actctccctg
ccttgtacac
tccaaagctc
tggcagtgga
gggagtttat
gctggaaata
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac

gcccgtcaca

Secuencia artificial

/nota = ""HC del mAb 0023"

gattttcctt
gggaggctta
tttcagtgac
cgcatacatt
caccatctcc
tgaggacaca
ggactactgg
cgtcttcccce
cctggtcaag
cagcggcgtg
cgtggtgacc
caagcccagc
accatgccca
caaggacact
ccaggaagac

caagacaaag

ES 2757930 T3

atgttctgga
cctgtcagtc
agaaatggaa
ctgatctaca
tcagggacag
ttctgctcte
aaacgtacgg
tctggaactg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaaacaca

aagagcttca

gtccttgttt
gtgcagcctg
tatttcatgt
agtaatggtg
agagacaatg
gccatgtatt
ggtcaaggaa
ctggcgeect
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
gcacctgagt
ctcatgatct

cccgaggtcc

ccgcgggagg

ttccagcttc
ttggagatca
acacctattt
aagtttccaa
atttcacact
aaagtacaca
tggctgcacc
cctctgttgt
tggataacgc
acagcaccta

aagtctacgc

acaggggaga

taaaaggtgt
gagggtccct
attggattcg
gtgatagcag
ccaagaacac
attgtgcaac
cctcagtcac
gctccaggag
ccgaaccggt
cggctgtcect
gcagcttggg
tggacaagag
tcctgggggg
cccggacccce
agttcaactg

agcagttcaa

99

cagcagtgat
agcctccatc
tcattggtgce
ccgattttct
caagatcagc
tgttccgtac
atctgtcttc
gtgcctgetg
cctccaatcg
cagcctcagc
ctgcgaagtc

gtgt

ccagtgtgaa
gaaactctcc
ccagactcca
ctcttatcca
cctgtacctg
aaataaaaac
cgtctcctca
cacctccgag
gacggtgtcg
acagtcctca
cacgaagacc
agttgagtcc
accatcagtc
tgaggtcacg
gtacgtggat

cagcacgtac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

714

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagcccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aatgtcttct
ctctcectgt
<210> 16

<211> 717
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 16
atggattcac

gacattgtgg
atgagttgca
tggtaccagc
gaatctgggg
atcagcagtg
ctcacgttcg
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccatc
<210> 17

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

<400> 17

1401

gcgtcctcac
ccaacaaagg
gagagccaca
gcctgacctg
atgggcagcc
tcttcctcta
catgctccgt

ctctgggtaa

aggcccaggt
tgtcacagtc
aatccagtca
agaaaccagg
tccctgatcg
tgcaggctga
gtgctgggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcctgag

cgtcctgcac
cctcccgtece
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaggcta
gatgcatgag

a

Secuencia artificial

/nota = "LC del mAb 0023"

tcttatattg
tccatcctcc
gagtctgctc
gcagtctcct
cttcacaggc
agacctggca
caagctggag
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctcgccecgtce

Secuencia artificial

/nota = "HC del mAb 0051"

atgggttgga gctgtatcat cttctttctg

gtccagctgg agcagtctgg ggctgagctg

tgcaagggtt ctggctacac attcactgat

gcaaagagtc tagagtggat tggagttatt

ES 2757930 T3

caggactggc
tccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctacc
tacaagacca
accgtggaca

gctctgcaca

ctgctgctat
ctggctgtgt
aacagtagaa
aaactgctga
agtggatctg
gtttattact
ctgaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

gtagcaacag
gtgaggcctg
tattctatgc

agtacttact

tgaacggcaa
aaaccatctc
cccaggagga
ccagcgacat
cgcctcecgt
agagcaggtg

accactacac

gggtatctgg
cagcaggaga
cccgaaagaa
tctactgggc
ggacagattt
gcaagcaatc
cggtggetge
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

ctacaggtgt
gggtctcagt
actgggtgaa

atggtgatgt

100

ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgccgtggag
gctggactcc

gcaggagggg

acagaagagc

1401

ttcctgtggg
gaaggtcact
ctacttggct
atccactagg
cactctcacc
ttataatctg
accatctgtc
tgtgtgcctg
cgccctccaa
ctacagcctc

cgcctgcgaa

agagtgt 717

gcactcccag
gaagatttcc
gcagagtcat

taggtacaac

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

60

120

180

240
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cagaagttca
gcacttgcca
attacgacag
gctagcacca
agcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatatggtc
ttcctgttce
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagcccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aatgtcttct
ctctccectgt
<210> 18

<211> 702
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 18
atgaagtcac

agtattgtga
ataacctgca
gggcagtctc
cgcttcactg
gaagacctgg
gggaccaagc

tctgatgagc

agggcaaggc

gactgacatc
gggcctggtt
agggcccatc
ccctgggctg
gcgccectgac
ccctcagcag
acgtagatca
ccccatgcecc
ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgc
gcgtcctcac
ccaacaaagg
gagagccaca
gcctgacctg
atgggcagcc
tcttcctcta
catgctccgt

ctctgggtaa

/nota = "LC del

agacccaggt
tgacccagac
aggccagtca
ctaaactgct
gcagtggata
cagtttattt
tggaaataga

agttgaaatc

cacaatgact
tgaggattct
tgcttactgg
cgtcttcccc
cctggtcaag
cagcggegtg
cgtggtgacc
caagcccagc
accatgccca
caaggacact
ccaggaagac
caagacaaag
cgtcctgcac
cctcccgtece
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaggcta
gatgcatgag

a

Secuencia artificial

mAb 0051"

cttcgtattt
tcccaaattc
gagtgtgagt
gataaactat
tgggacggat
ctgtcagcag
acgtacggtg

tggaactgcc

ES 2757930 T3

gtagacaaat
gccatctatt
ggccaaggga
ctggcgcecct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
gcacctgagt
ctcatgatct
cccgaggtcc
ccgegggagy
caggactggc
tccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctacc
tacaagacca
accgtggaca

gctctgcaca

ctactgctct
ctgcttgtat
aatgatgtag
gcatccagtc
ttcactttca
gattatagct
gctgcaccat

tctgttgtgt

cctccagcac
actgtgcaag
ctctggtcac
gctccaggag
ccgaaccggt
cggctgtect
gcagcttggg
tggacaagag
tcctgggggy
cccggacccce
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatctc
cccaggagga
ccagcgacat
cgcctcecgt
agagcaggtg

accactacac

gtgtgtctgg
cagcaggaga
cttggtacca
gctacactgg
ccatcagcac
ctccgtacac
ctgtcttcat

gcctgctgaa

101

agcctatatg
agcccctatg
tgtctctgca
cacctccgag
gacggtgtcg
acagtcctca
cacgaagacc
agttgagtcc
accatcagtc
tgaggtcacg
gtacgtggat
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgccgtggag
gctggactcc
gcaggagggg
acagaagagc

1401

tgctcatggg
cagggttacc
acagaagcca
aatccctgat
tgtgcaggct
gttcggaggg
cttcccgeca

taacttctat

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

60

120

180

240

300

360

420

480
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cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg

gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac

ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa

ctgagctcgc ccgtcacaaa gagcttcaac

<210> 19
<211>
<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 19
atggaatgga

gtccagctgce
tgcaaggcta
ggacatggcc
gagaaattca
caactcagca
ggtcttaact
tcagctagca
gagagcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacacct
tccaaatatg
gtcttcctgt
acgtgcgtgg
gatggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacgget
gggaatgtct

agcctctccc

1404

cctgggtctt
agcagtctgg
ctggctacac
ttgagtggat
agggcaaggc
gcctgacatc
acgactggta
ccaagggccc
ccgecctggg
caggcgccct
actccctcag
gcaacgtaga
gtcccccatg
tccccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtcct
tctccaacaa
cccgagagcec
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttcttcct
tctcatgctc

tgtctctggg

Secuencia artificial

/nota = "HC del mAb 0052"

tctcttcctc
agctgagccg
atttagtagt
tggagagatt
cacattcact
tgaggactct
tttcgatgtc
atccgtcttc
ctgcctggtc
gaccagcggc
cagcgtggtg
tcacaagccc
cccaccatgc
acccaaggac
gagccaggaa
tgccaagaca
caccgtcctg
aggcctcccg
acaggtgtac
ctgcctggtc
gccggagaac
ctacagcagg
cgtgatgcat

taaa

ES 2757930 T3

gataacgccc
agcacctaca

gtctacgcct

aggggagagt

ctgtcagtaa
atgaagcctg
cactggatag
ttacctggaa
gcagatacat
gccgtctatt
tggggcgeag
cccctggege
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccct
agcaacacca
ccagcacctg
actctcatga
gaccccgagg
aagccgeggyg
caccaggact
tcctccatcg
accctgcccc
aaaggcttct
aactacaaga
ctaaccgtgg

gaggctctgc

tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac

gt

ctgcaggtgt
gggcctcagt
agtggataaa
gtggaaatac
cctccaacac
gctgtgcaag
ggaccacggt
cctgctccag
tccccgaacce
tcceggetgt
ccagcagctt
aggtggacaa
agttcctggg
tctcccggac
tccagttcaa
aggagcagtt
ggctgaacgg
agaaaaccat
catcccagga
accccagcga
ccacgcctcc
acaagagcag

acaaccacta

102

taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc

702

ccattcccag
gaagatatcc
acagaggcct
taattacaat
agcctacatg
agggtactac
caccgtctcc
gagcacctcc
ggtgacggtg
cctacagtcc
gggcacgaag
gagagttgag
gggaccatca
ccctgaggtc
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcc
ggagatgacc
catcgccgtg
cgtgctggac
gtggcaggag

cacacagaag

540

600

660

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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<210>
<211>
<212>
<213>

20
1404
ADN

<220>
<223>

<400> 20
atggaatgga

gtccagctgce
tgcaaggcta
ggacatggcc
gagaaattca
caactcagca
ggtcttaact
tcagctagca
gagagcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacacct
tccaaatatg
gtcttcctgt
acgtgcgtyg
gatggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacgget
gggaatgtct
agcctctccc
<210>
<211>

<212>
<213>

21
702
ADN

<220>
<223> /not

<400> 21

cctgggtctt
agcagtctgg
ctggctacac
ttgagtggat
agggcaaggc
gcctgacatc
acgactggta
ccaagggccc
ccgccectggg
caggcgccct
actccctcag
gcaacgtaga
gtcccccatg
tccccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtcct
tctccaacaa
cccgagagcc
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttcttcct
tctcatgctc

tgtctctggg

a =

Secuencia artificial

/nota = "HC del mAb 0062"

tctcttcctc
agctgagccg
atttagtagt
tggagagatt
cacattcact
tgaggactct
tttcgatgtc
atccgtcttc
ctgcctggtc
gaccagcggc
cagcgtggtg
tcacaagccc
cccaccatgc
acccaaggac
gagccaggaa
tgccaagaca
caccgtcctg
aggcctcccg
acaggtgtac
ctgcctggtc
gccggagaac
ctacagcagg
cgtgatgcat

taaa

Secuencia artificial

ES 2757930 T3

ctgtcagtaa
atgaagcctg
cactggatag
ttacctggaa
gcagatacat
gccgtctatt
tggggcgeag
cccectggege
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccct
agcaacacca
ccagcacctg
actctcatga
gaccccgagg
aagccgeggg
caccaggact
tcctccatcg
accctgcccc
aaaggcttct
aactacaaga
ctaaccgtgg

gaggctctgc

ctgcaggtgt
gggcctcagt
agtggataaa
gtggaaatac
cctccaacac
actgtgcaag
ggaccacggt
cctgctccag
tccecgaacce
tcceggetgt
ccagcagctt
aggtggacaa
agttcctggg
tctcccggac
tccagttcaa
aggagcagtt
ggctgaacgg
agaaaaccat
catcccagga
accccagcga
ccacgcctcc
acaagagcag

acaaccacta

"LC del mAb 0052, LC del mAb 0062"

103

ccattcccag
gaagatatcc
acagaggcct
taattacaat
agcctacatg
agggtactac
caccgtctcc
gagcacctcc
ggtgacggtg
cctacagtcc
gggcacgaag
gagagttgag
gggaccatca
ccctgaggtc
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcc
ggagatgacc
catcgccgtg
cgtgctggac
gtggcaggag
cacacagaag

1404

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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atgatgtcct
gatatccaga
attagttgca
gatggaactg
aggttcagtg
gaagatattg
gggaccaaac
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgce
<210>
<211>

<212>
<213>

22

ADN
<220>
<223>

<400> 22
atggattttg

aaacttctcg
gcagcctcag
aaagggctag
tctctaaagg
atgagcgaag
tcctggggece
ttccecectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
tgcccagcac
gacactctca
gaagaccccg
acaaagccgc

ctgcaccagg

1377

ctgctcagtt
tgacacagac
gggcaagtca
ttaaactcct
gcagtgggtc
ccacttacta
tggagatgaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

ggctgatttt
agtctggagg
gattcgattt
aatggattgg
ataaattcat
tgagatctga
aagggactct
cgccctgcetce
acttccccga
ccttccecgge
cctccagcag
ccaaggtgga
ctgagttcct
tgatctcccg
aggtccagtt
gggaggagca

actggctgaa

ccttggtctc
tacatcctcc
ggacattagc
tatcttctac
tgggacagat
ttgccaacag
acgtacggtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

Secuencia artificial

/nota = "HC del mAb 0061"

ttttattgtt
tggcctggty
tagtagatac
agaaattaat
catctccaga
ggacacagcc
ggtcactgtc
caggagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacg
caagagagtt
ggggggacca
gacccctgag
caactggtac

gttcaacagc

cggcaaggag

ES 2757930 T3

ctgttgctct
ctgtctgcect
aattatttaa
acatcaagat
tattctctca
gatactaagc
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgcct

aggggagagt

gctcttttaa
cagcctggag
tggatgactt
ccagatagca
gacaacgcca
ctttattact
tctgcagcta
tccgagagca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
aagacctaca
gagtccaaat
tcagtcttcc
gtcacgtgcg
gtggatggcg
acgtaccgtg

tacaagtgca

gttttcaagg
ctctgggaga
actggtatca
tacactcagg
ccattagcaa
ttccgtacac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac

gt

aaggggtcca
gatccctgaa
gggtccggcea
gtacgataaa
agaatacgct
gtgcaagcgg
gcaccaaggg
cagccgcecct
actcaggcgc
tctactccct
cctgcaacgt
atggtccccc
tgttcccccce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt

aggtctccaa

104

taccagatgt
cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccgtca
cctggaaccg
gttcggaggg
cttcccgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc

702

gtgtgaggtg
actctcctgt
ggctccaggg
ctataaccca
gtacctgcaa
ggtgtttact
cccatccgte
gggctgecty
cctgaccagc
cagcagcgtg
agatcacaag
atgcccacca
aaaacccaag
cgtgagccag
taatgccaag
cctcaccgtc

caaaggcctc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

60
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180

240

300

360
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1020
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ccgtcctcca
tacaccctgc
gtcaaaggct
aacaactaca
aggctaaccg
catgaggctc
<210> 23

<211>

<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 23
atggattttg

aaacttctcg
gcagcctcag
aaagggctag
tctctaaagg
atgagcgaag
tcctggggec
ttcceceectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
tgcccagcac
gacactctca
gaagaccccg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccgtcctcca
tacaccctgc
gtcaaaggct
aacaactaca

aggctaaccg

1377

/nota =

tcgagaaaac
ccccatccca
tctaccccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

ggctgatttt
agtctggagg
gattcgattt
aatggattgg
ataaattcat
tgagatctga
aagggactct
cgccctgcetce
acttccccga
ccttccecgge
cctccagcag
ccaaggtgga
ctgagttcct
tgatctcccg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatccca
tctaccccag
agaccacgcc

tggacaagag

"HC del

catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcc
tceccgtgetg
caggtggcag

ctacacacag

Secuencia artificial

mAb 0082

ttttattgtt
tggcctggty
tagtagatac
agaaattaat
catctccaga
ggacacagcc
ggtcactgtc
caggagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacg
caagagagtt
ggggggacca
gacccctgag
caactggtac
gttcaacagc
cggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcc
tccegtgety

caggtggcag

ES 2757930 T3

gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg

gaggggaatg

aagagcctct

gctcttttaa
cagcctggag
tggatgactt
ccagatagca
gacaacgcca
ctttattact
tctgcagcta
tccgagagca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
aagacctaca
gagtccaaat
tcagtcttcc
gtcacgtgcg
gtggatggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg

gactccgacg

gaggggaatg

agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctccttctt
tcttctcatg

ccctgtctct

aaggggtcca
gatccctgaa
gggtccggcea
gtacgataaa
agaatacgct
gtgcaagcgg
gcaccaaggg
cagccgccct
actcaggcgc
tctactccct
cctgcaacgt
atggtccccc
tgttcccccce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctccttctt

tcttctcatg

105

gccacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctctacagc
ctccgtgatg

gggtaaa

gtgtgaggty
actctcctgt
ggctccaggg
ctatgcgcca
gtacctgcaa
ggtgtttact
cccatccgte
gggctgectg
cctgaccagc
cagcagcgtg
agatcacaag
atgcccacca
aaaacccaag
cgtgagccag
taatgccaag
cctcaccgtc
caaaggcctc
gccacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctctacagc

ctccgtgatg

1080

1140

1200

1260

1320

1377

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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catgaggctc tgcacaacca ctacacacag

<210>
<211>
<212>
<213>

24
714
ADN

<220>
<223>

<400> 24
atgaagttgc

gttgtgatga
tcttgcagat

ctgcagaaac

ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggag
atcttcccgce
aataacttct
ggtaactccc
agcaccctga
acccatcagg
<210>
<211>

<212>
<213>

25
699
ADN

<220>
<223>

<400> 25
atggattttg

aaacttctcg
gcagcctcag
aaagggctag
tctctaaagg
atgagcgaag
tcctggggec
ttcccectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca

gtgaccgtgce

/nota =

ctgttgggct
cccaaactcc
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct
gggggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa

gcctgagctc

"VH-CH1 del

Secuencia artificial

/nota = "LC del mAb 0061,

gttggtgctg
actctccctg
ccttgtacac
tccaaagctc
tggcagtgga
gggagtttat
gctggaaata
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac

gcccgtcaca

Secuencia artificial

ES 2757930 T3

aagagcctct

LC del Fab

atgttctgga
cctgtcagtc
agaaatggaa
ctgatctaca
tcagggacag
ttctgctctc
aaacgtacgg
tctggaactg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaaacaca

aagagcttca

Fab 0012"

ggctgatttt ttttattgtt gctcttttaa

agtctggagg
gattcgattt
aatggattgg
ataaattcat
tgagatctga
aagggactct
cgccctgcete
acttccccga
ccttceecgge

cctccagcag

tggcctggtg
tagtagatac
agaaattaat
catctccaga
ggacacagcc
ggtcactgtc
caggagcacc
accggtgacg
tgtcctacag

cttgggcacg

cagcctggag
tggatgactt
ccagatagca
gacaacgcca
ctttattact
tctgcagcta
tccgagagca
gtgtcgtgga
tcctcaggac

aagacctaca

ccctgtctct

0061, LC del mAb 0082, LC del Fab 0082"

ttccagcttc
ttggagatca
acacctattt
aagtttccaa
atttcacact
aaagtacaca
tggctgcacc
cctctgttgt
tggataacgc
acagcaccta

aagtctacgc

acaggggaga

aaggggtcca
gatccctgaa
gggtccggcea
gtacgataaa
agaatacgct
gtgcaagcgg
gcaccaaggg
cagccgccct
actcaggcgc
tctactccct

cctgcaacgt

106

gggtaaa

cagcagtgat
agcctccatc
tcattgggcc
ccgattttct
caagatcagc
tgttccgtac
atctgtcttc
gtgcctgctg
cctccaatcg
cagcctcagc
ctgcgaagtc

gtgt 714

gtgtgaggtg
actctcctgt
ggctccaggg
ctatacgcca
gtacctgcaa
ggtgtttact
cccatccgte
gggctgectg
cctgaccagc
cagcagcgtg

agatcacaag

1377

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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ES 2757930 T3

cccagcaaca ccaaggtgga caagagagtt gagtccaaa

<210> 26
<211> 723
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 26
atgaacttgg

gtgaggctgg
tgtgcaacct
gagaagaggc
gacactgtaa
caaatgagcc
tgggacgatt
gctagcacca
agcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaa

<210> 27

<211> 723
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 27

/nota =

ggctcagctt
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gtctgaagtc
actatgatat
agggcccatc
ccctgggctg
gcgccctgac
ccctcagcag

acgtagatca

/nota = "VH-CH1 del

"VH-CH1 del

Secuencia artificial

gattttcctt
gggaggctta
tttcagtgac
cgcatacatt
caccatctcc
tgaggacaca
ggactactgg
cgtcttcccce
cctggtcaag
cagcggegtg
cgtggtgacc

caagcccagc

Secuencia artificial

atgggttgga gctgtatcat cttctttctg

gtccagctgg
tgcaagggtt
gcaaagagtc
cagaagttca
gcacttgcca
attacgacag
gctagcacca

agcacagccg

agcagtctgg
ctggctacac
tagagtggat
agggcaaggc
gactgacatc
gggcctggtt
agggcccatc

ccctgggctg

ggctgagetg
attcactgat
tggagttatt
cacaatgact
tgaggattct
tgcttactgg
cgtcttcccc

cctggtcaag

Fab 0023

gtccttgttt
gtgcagcctg
tatttcatgt
agtaatggtg
agagacaatg
gccatgtatt
ggtcaaggaa
ctggcgcecct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca

aacaccaagg

Fab 0051

gtagcaacag
gtgaggcctg
tattctatgc
agtacttact
gtagacaaat
gccatctatt
ggccaaggga
ctggcgeect

gactacttcc

taaaaggtgt
gagggtccct
attggattcg
gtgatagcag
ccaagaacac
attgtgcaac
cctcagtcac
gctccaggag
ccgaaccggt
cggctgtcct

gcagcttggg

tggacaagag

ctacaggtgt
gggtctcagt
actgggtgaa
atggtgatgt
cctccagcac
actgtgcaag
ctctggtcac
gctccaggag

ccgaaccggt

107

699

ccagtgtgaa
gaaactctcc
ccagactcca
ctcttatcca
cctgtacctg
aaataaaaac
cgtctcctca
cacctccgag
gacggtgtcyg
acagtcctca
cacgaagacc

agttgagtcc

gcactcccag
gaagatttcc
gcagagtcat
taggtacaac
agcctatatg
agcccctatg
tgtctctgca

cacctccgag

gacggtgtcg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

723

60

120

180

240

300

360

420

480

540



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757930 T3

tggaactcag gcgccctgac cagcggcgtg cacaccttcc cggctgtcct acagtcctca

ggactctact ccctcagcag cgtggtgacc gtgccctcca gcagcttggg cacgaagacc

tacacctgca acgtagatca caagcccagc aacaccaagg tggacaagag agttgagtcc

aaa

<210> 28
<211> 726
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 28
atggaatgga

gtccagctgce
tgcaaggcta
ggacatggcc
gagaaattca
caactcagca
ggtcttaact
tcagctagca
gagagcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacacct
tccaaa
<210> 29
<211> 699
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 29
atggattttg

aaacttctcg
gcagcctcag
aaagggctag
tctctaaagg
atgagcgaag

tcctggggec

cctgggtctt
agcagtctgg
ctggctacac
ttgagtggat
agggcaaggc
gcctgacatc
acgactggta
ccaagggccc
ccgecctggg
caggcgccct
actccctcag

gcaacgtaga

ggctgatttt
agtctggagg
gattcgattt
aatggattgg
ataaattcat
tgagatctga

aagggactct

Secuencia artificial

tctcttcctc
agctgagccg
atttagtagt
tggagagatt
cacattcact
tgaggactct
tttcgatgtc
atccgtcttc
ctgcctggtc
gaccagcggc
cagcgtggtg

tcacaagccc

Secuencia artificial

ttttattgtt
tggcctggtg
tagtagatac
agaaattaat
catctccaga
ggacacagcc

ggtcactgtc

/nota = "VH-CH1 del Fab 0052"

ctgtcagtaa
atgaagcctg
cactggatag
ttacctggaa
gcagatacat
gccgtctatt
tggggcgeag
cccctggege
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccct

agCaacacca

/nota = "VH-CH1 del Fab 0061"

gctcttttaa
cagcctggag
tggatgactt
ccagatagca
gacaacgcca
ctttattact

tctgcagcta

ctgcaggtgt
gggcctcagt
agtggataaa
gtggaaatac
cctccaacac
gctgtgcaag
ggaccacggt
cctgctccag
tccccgaacc
tcccggetgt
ccagcagctt

aggtggacaa

aaggggtcca
gatccctgaa
gggtccggea
gtacgataaa
agaatacgct
gtgcaagcgg

gcaccaaggg

108

723

ccattcccag
gaagatatcc
acagaggcct
taattacaat
agcctacatg
agggtactac
caccgtctcc
gagcacctcc
ggtgacggtg
cctacagtcc
gggcacgaag
gagagttgag
726

gtgtgaggtg
actctcctgt
ggctccaggg
ctataaccca
gtacctgcaa
ggtgtttact

cccatccgtc

600

660

720

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

60

120

180

240

300

360

420
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ttcccectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgce
cccagcaaca
<210> 30

<211> 699
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 30
atggattttg

aaacttctcg
gcagcctcag
aaagggctag
tctctaaagg
atgagcgaag
tcctggggece
ttcceceectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
<210> 31

<211> 741
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 31
atggattttg

aaatatggtc
ttcctgttcc
tgcgtggtgg
ggcgtggagg

cgtgtggtca

/nota =

cgccctgctc
acttccccga
ccttcecgge
cctccagcag

ccaaggtgga

"VH-CH1 del

caggagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacg

caagagagtt

Secuencia artificial

ES 2757930 T3

tccgagagca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
aagacctaca

gagtccaaa

Fab 0082

ggctgatttt ttttattgtt gctcttttaa

agtctggagg
gattcgattt
aatggattgg
ataaattcat
tgagatctga
aagggactct
cgccctgcetce
acttccccga
ccttccecgge
cctccagcag

ccaaggtgga

ggctgatttt
ccccatgccc
CCCCaaaaccC
tggantg ag
tgcataatgc

gcgtcctcac

tggcctggtg
tagtagatac
agaaattaat
catctccaga
ggacacagcc
ggtcactgtc
caggagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacg

caagagagtt

Secuencia artificial

ttttattgtt
accatgccca
caaggacact
ccaggaagac
caagacaaag

cgtcctgcac

cagcctggag
tggatgactt
ccagatagca
gacaacgcca
ctttattact
tctgcagcta
tccgagagca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
aagacctaca

gagtccaaa

/nota = "bisagra-CH2-CH3 del hlgG4"

gctcttttaa
gcacctgagt
ctcatgatct
cccgaggtcc
ccgcgggagg

caggactggc

cagccgccct
actcaggcgc
tctactccct

cctgcaacgt

aaggggtcca
gatccctgaa
gggtccggea
gtacgataaa
agaatacgct
gtgcaagcgg
gcaccaaggg
cagccgccct
actcaggcgc
tctactccct

cctgcaacgt

aaggggtcca
tcctgggggy
cccggacccc
agttcaactg
agcagttcaa

tgaacggcaa

109

gggctgcctg

cctgaccagc
cagcagcgtg
agatcacaag

699

gtgtgaggtg
actctcctgt
ggctccaggg
ctatgcgcca
gtacctgcaa
ggtgtttact
cccatccgte
gggctgectg
cctgaccagc
cagcagcgtg
agatcacaag

699

gtgtgagtcc
accatcagtc
tgaggtcacg
gtacgtggat
cagcacgtac

ggagtacaag

480

540

600

660

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

60

120

180

240

300

360
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tgcaaggtct
gggcagcccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aatgtcttct
ctctccectgt
<210>
<211>

<212>
<213>

32
459
PRT

<220>
<223>
<400> 32

Met Asp Phe
1

GIn Cys Glu

Gly Gly Ser

35

Arg Tyr

50

Trp

Trp 1le Gly

Ser Leu Lys

Leu Tyr Leu

Ala
115

Tyr Cys

Thr Val

130

Ser

Pro Ser

145

Cys

Val Lys Asp

ccaacaaagg
gagagccaca
gcctgacctg
atgggcagcc
tcttcctcta
catgctccgt

ctctgggtaa

Gly Leu
5

Val
20

Lys

Leu Lys

Met Thr

Glu lle

Asp Lys

85

GIn
100

Met
Ser Gly
Ala

Ala

Arg Ser

Leu

Leu

Trp

Asn

Phe

Ser

Val

Ser

Thr

cctcccgtece
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaggcta
gatgcatgag

a

Secuencia artificial

/nota = "mAb 0012, HC (VH de

Ile Phe Phe

Leu Glu

Ser Cys

40

Val
55

Arg

Pro Asp

Ile Ile

Glu Vval

Phe Thr

120

Thr
135

Lys

Ser Glu

150

Phe
165

Tyr

Pro

Glu Pro

ES 2757930 T3

tccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctacc
tacaagacca
accgtggaca

gctctgcaca

val Ala
10

Ile

Ser
25

Gly Gly

Ala Ala Ser

GIn Ala Pro

Ser Ser Thr

Ser Arg

90

Asp

Arg Ser Glu

105

Ser Trp Gly

Gly Pro Ser

Thr Ala

155

Ser

Val Thr

170

val

aaaccatctc
cccaggagga
ccagcgacat
cgcctcecgt
agagcaggtg

accactacac

Leu Leu Lys

Val
30

Gly Leu

Phe
45

Gly Asp

Gly
60

Lys Gly

Ile Asn Tyr

Asn Ala Lys

Thr Ala

110

Asp

GIn Gly Thr

125

Val
140

Phe Pro

Ala Leu Gly

Ser Trp Asn

110

caaagccaaa
gatgaccaag
cgccgtggag
gctggactcc
gcaggagggag
acagaagagc

741

raton-CH1-CH2-CH3 de 1gG4 humana)''

Gly Vval
15

GIn Pro

Phe Ser

Leu Glu

Thr Pro

Asn Thr

95

Leu Tyr

Val

Leu

Leu

Leu
160

Cys

Ser
175

Gly

420

480

540

600

660

720
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Ala

Gly

Gly

Lys

225

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

305

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

385

Asn

Phe

Asn

Leu

Leu

Thr

210

Val

Pro

Lys

Val

Tyr

290

Glu

His

Lys

GIn

Met

370

Pro

Asn

Leu

Val

Thr

Tyr

195

Lys

Asp

Ala

Pro

Val

275

Val

GIn

GlIn

Gly

Pro

355

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Ser

180

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

260

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

340

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

420

Ser

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

245

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

325

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

405

Arg

Cys

val

Ser

Thr

Val

230

Phe

Thr

Val

Val

Ser

310

Leu

Ser

Pro

GIn

Ala

390

Thr

Leu

Ser

Ser

Cys

215

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

295

Thr

Asn

Ser

GIn

Val

375

Val

Pro

Thr

Val

Thr

val

200

Asn

Ser

Gly

Met

GIn

280

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

360

Ser

Glu

Pro

Val

Met

ES 2757930 T3

Phe

185

val

Val

Lys

Gly

Ile

265

Glu

Arg

Lys

Glu

345

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp
425

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

250

Ser

Asp

Asn

val

Glu

330

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

410

Lys

Glu

Ala

val

His

Gly

235

Ser

Arg

Pro

Ala

val

315

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

395

Asp

Ser

Ala

val

Pro

Lys

220

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

300

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

380

Asn

Ser

Arg

Leu

111

Leu

Ser

205

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

285

Thr

val

Cys

Ser

Pro

365

Val

Gly

Asp

Trp

GIn

190

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

270

GIn

Lys

Leu

Lys

Lys

350

Ser

Lys

GIn

Gly

GIn

430

Asn

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

255

Val

Phe

Pro

Thr

val

335

Ala

GIn

Gly

Pro

Ser

415

Glu

Ser

Leu

Thr

Pro

240

Pro

Thr

Asn

Arg

val

320

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

400

Phe

Gly

Tyr
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435

440

ES 2757930 T3

Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

450

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33
238
PRT

455

Secuencia artificial

/nota = "mAb
(VL de ratén

33

Met Lys Leu Pro

1

Ser

Ser

Val

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

Ser

145

Asn

Ala

Lys

Ser

Leu

His

50

GlIn

val

Lys

GIn

Ile

130

Asp

Asn

Leu

Asp

Ser

Gly

35

Arg

Ser

Pro

Ile

Ser

115

Lys

Glu

Phe

GIn

Ser

Asp

20

Asp

Asn

Pro

Asp

Ser

100

Thr

Arg

GIn

Tyr

Ser

180

Thr

Val

Val

GIn

Gly

Lys

Arg

85

Arg

Thr

Leu

Pro

165

Gly

Tyr

0012, LC (VL de raton -
- CL Kappa humana)"*

Gly

Val

Ala

Asn

Leu

70

Phe

val

Val

Val

Lys

150

Arg

Asn

Ser

Leu

Met

Ser

Thr

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

Ser

Glu

Ser

Leu

Leu

Thr

Ile

40

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr

120

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Val

GIn

25

Ser

Phe

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

185

Ser

Leu
10

Thr

Cys

Lys

Gly

90

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

170

Ser

Thr

Met

Pro

Arg

Trp

val

75

Ser

Leu

Gly

Val

Ser

155

GIn

Val

Leu

CL Kappa humana); Fab 0012, LC

Phe

Leu

Ser

Cys

60

Ser

Gly

Gly

Gly

Phe

140

Val

Trp

Thr

Thr

112

445

Trp

Ser

Ser

45

Leu

Asn

Thr

val

Gly

125

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

Ile

Leu

GIn

GIn

Arg

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

Val

GIn

190

Ser

Pro

15

Pro

Ser

Lys

Phe

Phe

95

Phe

Lys

Pro

Leu

Asp

175

Asp

Lys

Ala

Val

Leu

Pro

Ser

80

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu

160

Asn

Ser

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

195

200

ES 2757930 T3

205

Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly

210

215

220

Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34
467
PRT

Secuencia art

/nota = "mAb

34

Met Asn Leu Gly

1

Val

Pro

Ser

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Tyr

Gly

145

Ser

Val

GIn

Gly

Asp

50

Trp

Thr

Leu

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Cys

Gly

35

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Glu

20

Ser

Phe

Ala

Lys

Leu

100

Ala

GIn

Val

Ala

Ser
180

Leu

Val

Leu

Met

Tyr

Gly

GIn

Thr

Gly

Phe

Leu

165

Trp

230

ificial

0023, HC (VH de

Ser Leu lle

Arg

Lys

Tyr

Ile

70

Arg

Met

Asn

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Leu

Leu

Trp

55

Ser

Phe

Ser

Lys

Ser

135

Leu

Cys

Ser

Val

Ser

40

Ile

Asn

Thr

Arg

Asn

120

Val

Ala

Leu

Gly

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu

105

Trp

Thr

Pro

val

Ala
185

235

raton-CH1-CH2-CH3 de 1gG4 humana)™

Leu Val
10

Ser Gly

Ala Thr

GIn Thr

Gly Asp

75

Ser Arg

Lys Ser

Asp Asp

Val Ser

Cys Ser

155

Lys Asp
170

Leu Thr

Leu

Gly

Ser

Pro

60

Ser

Asp

Glu

Tyr

Ser

140

Arg

Tyr

Ser

113

Val

Gly

Gly

45

Glu

Ser

Asn

Asp

Tyr

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Leu

30

Phe

Lys

Ser

Ala

Thr

110

Asp

Ser

Thr

Pro

val
190

Lys

15

Val

Thr

Arg

Tyr

Lys

95

Ala

Met

Thr

Ser

Glu
175

Gly

GIn

Phe

Leu

Pro

80

Asn

Met

Asp

Lys

Glu

160

Pro

Thr
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65

Phe

val

Val

225

Lys

Gly

Ile

Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

385

Trp

Val

Asp

Pro

Thr

210

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

290

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

Ala
195

val

Gly

Ser

Arg

275

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

355

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

435

Ala

val

Pro

Lys

Pro

Val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

420

Arg

Leu

Leu

Ser

Pro

Pro

245

Phe

Pro

Val

Thr

Val

325

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

405

Asp

Trp

GlIn

Ser

Ser

230

Cys

Leu

Glu

GIn

Lys

310

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

390

GIn

Gly

GIn

Asn

Ser

Ser

215

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

295

Pro

Thr

val

Ala

GIn

375

Gly

Pro

Ser

Glu

His

Ser

200

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

280

Asn

Arg

val

Ser

Lys

360

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

440

Tyr

ES 2757930 T3

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

425

Asn

Thr

Leu

Thr

Val

Pro

250

Lys

Val

Tyr

Glu

His

330

Lys

GIn

Met

Pro

Asn

410

Leu

Val

GIn

Tyr

Lys

Asp

235

Ala

Pro

Val

Val

GIn

315

GIn

Gly

Pro

Thr

Ser

395

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ser

Thr

220

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

300

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

114

Leu

205

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

445

Leu

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

270

Val

Val

Ser

Leu

Ser

350

Pro

GIn

Ala

Thr

Leu

430

Ser

Ser

Ser

Cys

Glu

Leu

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Ser

GIn

Val

Val

Pro

415

Thr

Val

Leu

val

Asn

Ser

240

Gly

Met

GIn

Val

Tyr

320

Gly

Ile

val

Ser

Glu

400

Pro

Val

Met

Ser
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450

Leu Gly Lys

465

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>
Met Asp
1

Gly Ser

Val Ser

Leu Leu
50

Lys Pro
65

Glu Ser

Phe Thr

Tyr Cys

Leu Glu

130

Pro Ser

145

Leu Asn

Asn Ala

Ser Lys

35
239
PRT

455

Secuencia artificial

ES 2757930 T3

/nota = "mAb 0023, LC (VL de ratén -

(VL de ratén

35

Ser

Cys

Ala

35

Asn

Gly

Gly

Leu

Lys

115

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

GIn

Gly

Gly

Ser

GlIn

Val

Thr

100

GIn

Lys

Glu

Phe

GlIn

180

Ser

Ala

Asp

Glu

Arg

Ser

Pro

85

Ile

Ser

Arg

GIn

Tyr

165

Ser

Thr

- CL Kappa humana)"*

GIn

Ile

Lys

Thr

Pro

70

Asp

Ser

Tyr

Thr

Leu

150

Pro

Gly

Tyr

Val

Val

Val

Arg

55

Lys

Arg

Ser

Asn

Val

135

Lys

Arg

Asn

Ser

Leu

Val

Thr

40

Lys

Leu

Phe

val

Leu

120

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

Ile

Ser

Met

Asn

Leu

Thr

GIn

105

Leu

Ala

Gly

Ala

GIn

185

Ser

Leu

10

GIn

Ser

Tyr

Ile

Gly

90

Ala

Thr

Pro

Thr

Lys

170

Glu

Ser

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

75

Ser

Glu

Phe

Ser

Ala

155

Val

Ser

Thr

460

CL Kappa humana); Fab 0023, LC

Leu

Pro

Lys

Ala

60

Trp

Gly

Asp

Gly

Val

140

Ser

GIn

Val

Leu

115

Leu

Ser

Ser

45

Trp

Ala

Ser

Leu

Ala

125

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

Trp

Ser

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Ile

Val

Lys

Glu

190

Leu

Val

15

Leu

GIn

GIn

Thr

Thr

95

val

Thr

Phe

Cys

Val

175

GIn

Ser

Ser

Ala

Ser

GIn

Arg

Asp

Tyr

Lys

Pro

Leu

160

Asp

Asp

Lys
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195

200

ES 2757930 T3

205

Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn

210

215

220

Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

36
467
PRT

230

Secuencia artificial

/nota = "mAb 0051, HC (VH de

36

Met Gly Trp Ser

1

Val His

Pro Gly

Thr Asp
50

Glu Trp
65

GIn Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

Tyr Trp

130

Gly Pro
145

Ser Thr

Val Thr

Ser

Val

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

GIn

20

Ser

Ser

Gly

Lys

Met

100

Ala

GIn

Val

Ala

Ser
180

Cys
5

Val
Val
Met
Val
Gly
Ala
Arg
Gly
Phe
Leu

165

Trp

Ile

GIn

Ile

70

Lys

Leu

Ala

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Ile

Leu

Ile

Trp

55

Ser

Ala

Ala

Pro

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Phe

Glu

Ser

40

Val

Thr

Thr

Arg

Met

120

Val

Ala

Leu

Gly

Phe

GIn

25

Cys

Lys

Tyr

Met

Leu

105

Ile

Thr

Pro

val

Ala
185

raton-CH1-CH2-CH3 de 1gG4 humana)™

Leu

10

Ser

Lys

GIn

Tyr

Thr

Thr

Thr

Val

Cys

Lys

170

Leu

235

Val

Gly

Gly

Ser

Gly

75

Val

Ser

Thr

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Ala Thr Ala

Ala

Ser

His

60

Asp

Asp

Glu

Gly

Ala

140

Arg

Tyr

Ser

116

Glu

Gly

45

Ala

Val

Lys

Asp

Ala

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

30

Tyr

Lys

Arg

Ser

Ser

110

Trp

Ser

Thr

Pro

val
190

Thr

15

Val

Thr

Ser

Tyr

Ser

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu
175

Gly

Arg

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Ile

Ala

Lys

Glu

160

Pro

Thr
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Phe

val

Val

225

Lys

Gly

Ile

Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

385

Trp

Val

Asp

Pro

Thr

210

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

290

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

Ala
195

val

Gly

Ser

Arg

275

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

355

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

435

Ala

val

Pro

Lys

Pro

Val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

420

Arg

Leu

Leu

Ser

Pro

Pro

245

Phe

Pro

Val

Thr

Val

325

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

405

Asp

Trp

GlIn

Ser

Ser

230

Cys

Leu

Glu

GIn

Lys

310

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

390

GIn

Gly

GIn

Asn

Ser

Ser

215

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

295

Pro

Thr

val

Ala

GIn

375

Gly

Pro

Ser

Glu

His

Ser

200

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

280

Asn

Arg

val

Ser

Lys

360

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

440

Tyr

ES 2757930 T3

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

425

Asn

Thr

Leu

Thr

Val

Pro

250

Lys

Val

Tyr

Glu

His

330

Lys

GIn

Met

Pro

Asn

410

Leu

Val

GIn

Tyr

Lys

Asp

235

Ala

Pro

Val

Val

GIn

315

GIn

Gly

Pro

Thr

Ser

395

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ser

Thr

220

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

300

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

117

Leu

205

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

445

Leu

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

270

Val

Val

Ser

Leu

Ser

350

Pro

GIn

Ala

Thr

Leu

430

Ser

Ser

Ser

Cys

Glu

Leu

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Ser

GIn

Val

Val

Pro

415

Thr

Val

Leu

val

Asn

Ser

240

Gly

Met

GIn

Val

Tyr

320

Gly

Ile

val

Ser

Glu

400

Pro

Val

Met

Ser
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450

Leu Gly Lys

465

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

37
234
PRT

455

Secuencia artificial

/nota = "mAb
(VL de ratén

37

Met Lys Ser

1

Gly

Val

Val

Lys

65

Arg

Thr

Ser

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

Ala His

Ser

Ser

50

Leu

Phe

Val

Ser

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Ala

35

Asn

Leu

Thr

GlIn

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

GIn

Gly

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala

100

Tyr

Ala

Gly

Ala

GlIn

180

Ser

Thr

Ser

Asp

Val

Asn

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

ES 2757930 T3

0051, LC (VL de raton -
- CL Kappa humana)"*

GIn

Ile

Arg

Ala

Tyr

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Val

Val

Val

Trp

55

Ala

Tyr

Leu

Gly

Val

135

Ser

GIn

Val

Leu

Phe

Met

Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

Val

Thr

25

Ile

GIn

Ser

Thr

val

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Phe

10

GIn

Thr

GIn

Arg

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

GIn

Ser

Leu

Thr

Cys

Lys

Tyr

75

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

460

CL Kappa humana); Fab 0051, LC

Leu

Pro

Lys

Pro

60

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

118

Leu

Lys

Ala

45

Gly

Gly

Phe

GIn

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

Cys

Phe

30

Ser

GIn

Ile

Thr

GIn

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Val

15

Leu

GIn

Ser

Pro

Ile

95

Asp

Glu

Glu

Phe

GIn

175

Ser

Glu

Ser

Leu

Ser

Pro

Asp

Ser

Tyr

Arg

GIn

Tyr

160

Ser

Thr

Lys



ES 2757930 T3

195 200 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro
210 215 220

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230

<210> 38

<211> 468

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "mAb 0052, HC (VH de ratén-CH1-CH2-CH3 de 1gG4 humana)"

<400> 38

Met Glu Trp Thr Trp Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala Gly
1 5 10 15

Val His Ser GIn Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Ala Glu Pro Met Lys
20 25 30

Pro Gly Ala Ser Val Lys lle Ser Cys Lys Ala Thr Gly Tyr Thr Phe
35 40 45

Ser Ser His Trp Ile Glu Trp lle Lys GIn Arg Pro Gly His Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Ile Gly Glu lle Leu Pro Gly Ser Gly Asn Thr Asn Tyr Asn
65 70 75 80

Glu Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn

Thr Ala Tyr Met GIn Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
100 105 110

Tyr Cys Cys Ala Arg Gly Tyr Tyr Gly Leu Asn Tyr Asp Trp Tyr Phe
115 120 125

Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
130 135 140

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser
145 150 155 160

Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
165 170 175

Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
180 185 190

119
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Thr

val

Asn

225

Ser

Gly

Met

GIn

Val

305

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

385

Glu

Pro

Val

Met

Phe

val

210

Val

Lys

Gly

Ile

Glu

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

370

Leu

Trp

Val

Asp

Pro

195

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

275

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

355

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

435

Glu

Ala

val

His

Gly

Ser

260

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

340

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

420

Ser

Ala

val

Pro

Lys

Pro

245

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

325

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

405

Ser

Arg

Leu

Leu

Ser

Pro

230

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

310

val

Cys

Ser

Pro

Val

390

Gly

Asp

Trp

GlIn

Ser

215

Ser

Cys

Leu

Glu

GIn

295

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

375

Lys

GIn

Gly

GIn

Asn

Ser

200

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

280

Phe

Pro

Thr

val

Ala

360

GIn

Gly

Pro

Ser

Glu

440

His

ES 2757930 T3

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

265

Thr

Asn

Arg

val

Ser

345

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

425

Gly

Tyr

Gly

Gly

Lys

Cys
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Thr

val

val

Ser

310

Leu

Ser

Pro

GIn

Ala

390

Thr

Leu

Ser

Ser

215

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

295

Thr

Asn

Ser

GIn

Val

375

Val

Pro

Thr

Val

Leu
455

Secuencia artificial

Ser

Gly

Met

GIn

280

val

Tyr

Gly

Ile

Val

360

Ser

Glu

Pro

Val

Met

440

Ser

ES 2757930 T3

Lys

Gly

Ile

265

Glu

Arg

Lys

Glu

345

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

425

Leu

Tyr

Pro

250

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

330

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

410

Lys

Glu

Gly

Gly

235

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

315

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

395

Asp

Ser

Ala

Lys

220

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

300

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

380

Asn

Ser

Arg

Leu

128

Pro

Phe

Pro

val

285

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

365

Val

Gly

Asp

Trp

His
445

Cys

Leu

Glu

270

GlIn

Lys

Leu

Lys

Lys

350

Ser

Lys

GIn

Gly

GIn

430

Asn

Pro

Phe

255

val

Phe

Pro

Thr

Val

335

Ala

GIn

Gly

Pro

Ser

415

Glu

His

Pro

240

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

320

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

400

Phe

Gly

Tyr
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<220>
<223> /nota = "Fab

<400>

44

Met Asp Phe

1

GIn

Gly

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

Thr

Pro

145

Val

Ala

Gly

Gly

Lys
225

Cys

Gly

Tyr

50

Ile

Leu

Tyr

Cys

val

130

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

210

Val

<210>

Glu

Ser

35

Trp

Gly

Lys

Leu

Ala

115

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

195

Lys

Asp

45

Gly

Val

Leu

Met

Glu

Asp

GIn

100

Ser

Ala

Arg

Tyr

Ser

180

Ser

Thr

Lys

Leu

Lys

Lys

Thr

Ile

Lys

85

Met

Gly

Ala

Ser

Phe

165

Gly

Leu

Tyr

Arg

0012, VH de

Ile

Leu

Leu

Trp

Asn

70

Phe

Ser

val

Ser

Thr

150

Pro

Val

Ser

Thr

Val
230

Phe

Leu

Ser

Val

55

Pro

Ile

Glu

Phe

Thr

135

Ser

Glu

His

Ser

Cys

215

Glu

Phe

Glu

Cys

40

Arg

Asp

Ile

Val

Thr

120

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

200

Asn

Ser

ES 2757930 T3

raton -

Ile

Ser

Ala

GIn

Ser

Ser

Arg

105

Ser

Gly

Ser

Val

Phe

185

Val

Val

Lys

val

10

Gly

Ala

Ala

Ser

Arg

90

Ser

Trp

Pro

Thr

Thr

170

Pro

Thr

Asp

CH1

Ala

Gly

Ser

Pro

Thr

75

Asp

Glu

Gly

Ser

Ala

155

Val

Ala

Val

de 19gG4

Leu

Gly

Gly

Gly

60

Ile

Asn

Asp

GIn

val

140

Ala

Ser

Val

Pro

Lys
220

129

Leu

Leu

Phe

45

Lys

Asn

Ala

Thr

Gly

125

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

205

Pro

humana"

Lys

Val

Asp

Gly

Tyr

Lys

Ala

110

Thr

Pro

Gly

Asn

GIn

190

Ser

Ser

Gly

15

GIn

Phe

Leu

Thr

Asn

95

Leu

Leu

Leu

Cys

Ser

175

Ser

Ser

Asn

val

Pro

Ser

Glu

Pro

80

Thr

Tyr

val

Leu

160

Gly

Ser

Leu

Thr
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

241
PRT
Secuencia artificial

45

Met Asn Leu

1

Val

Pro

Ser

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Tyr

Gly

145

Ser

Val

Phe

Val

Val
225

GIn

Gly

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asp

Cys

Gly

35

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

Val

Gly

Glu

20

Ser

Phe

Ala

Lys

Leu

100

Ala

GIn

Val

Ala

Ser

180

Val

Pro

Lys

Leu

Val

Leu

Met

Tyr

Gly

85

GIn

Thr

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Ser

Arg

Lys

Tyr

Ile

70

Arg

Met

Asn

Thr

Pro

150

Gly

Asn

GIn

Ser

Ser
230

Leu

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

Ser

Lys

Ser

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

/nota = ""Fab 0023, VH de

Ile

val

Ser

40

Ile

Asn

Thr

Arg

Asn

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

ES 2757930 T3

ratéon -

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu

105

Trp

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Leu

10

Ser

Ala

GIn

Gly

Ser

90

Lys

Asp

Val

Cys

Lys

170

Leu

Leu

Thr

val

CH1

val

Gly

Thr

Thr

Asp

75

Arg

Ser

Asp

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp
235

de 1gG4

Leu

Gly

Ser

Pro

60

Ser

Asp

Glu

Tyr

Ser

140

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

130

val

Gly

Gly

45

Glu

Ser

Asn

Asp

Tyr

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

humana"

Leu

Leu

30

Phe

Lys

Ser

Ala

Thr

110

Asp

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Thr

val

Lys

15

val

Thr

Arg

Tyr

Lys

95

Ala

Met

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Gly

Phe

Leu

Pro

80

Asn

Met

Asp

Lys

Glu

160

Pro

Thr

Val

Asn

Ser
240
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Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met Gly

1

Val His

Pro Gly

Thr Asp

Glu Trp

65

GIn Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

Tyr Trp

130

Gly Pro

145

Ser Thr

Val Thr

Phe Pro

46
241
PRT

Secuencia art

/nota

46

Trp

Ser

Val

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala
195

Ser

GIn

20

Ser

Ser

Gly

Lys

Met

100

Ala

GIn

Val

Ala

Ser

180

Val

"Fab

Cys

Val

Val

Met

Val

Gly

85

Ala

Arg

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

ificial

0051, VH de

Ile

GIn

Ile

70

Lys

Leu

Ala

Thr

Pro

150

Gly

Asn

GIn

Ile

Leu

Ile

Trp

Ser

Ala

Ala

Pro

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Phe

Glu

Ser

40

Val

Thr

Thr

Arg

Met

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser
200

ES 2757930 T3

raton -

Phe

GIn

25

Cys

Lys

Tyr

Met

Leu

105

Ile

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Leu

Ser

Lys

GIn

Tyr

Thr

90

Thr

Thr

Val

Cys

Lys

170

Leu

Leu

CH1

Val

Gly

Gly

Ser

Gly

75

val

Ser

Thr

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

de 1gG4

Ala

Ala

Ser

His

60

Asp

Asp

Glu

Gly

Ala

140

Arg

Tyr

Ser

Ser

131

Thr

Glu

Gly

45

Ala

Val

Lys

Asp

Ala

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
205

humana™

Ala

Leu

30

Tyr

Lys

Arg

Ser

Ser

110

Trp

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Thr

Val

Thr

Ser

Tyr

Ser

95

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu

175

Ser

Gly

Arg

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Ile

Ala

Lys

Glu

160

Pro

Thr

Val
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Val

Thr
210

Val

Pro Ser Ser

Val Asp His Lys Pro Ser

235

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

47

242
PRT
Secuencia artificial

47

Met Glu Trp Thr

1

Val

Pro

Ser

Glu

Glu

Thr

Tyr

Asp

Lys

145

Glu

Pro

Gly

Ser

50

Trp

Lys

Ala

Cys

Val

130

Gly

Ser

val

Ser

Ala

35

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Trp

Pro

Thr

Thr

GIn

20

Ser

Trp

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gly

Ser

Ala

Val
180

Trp

Val

Val

Ile

Glu

Gly

85

GIn

Arg

Ala

Val

Ala

165

Ser

240

val

GIn

Lys

Glu

Ile

Lys

Leu

Gly

Gly

Phe

150

Leu

Trp

ES 2757930 T3

Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr

215

220

Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg

Lys

Phe

Leu

Ile

Trp

55

Leu

Ala

Ser

Tyr

Thr

135

Pro

Gly

Asn

/nota = "Fab 0052, VH de

Leu

GIn

Ser

40

Ile

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Thr

Leu

Cys

Ser

ratéon -

Phe

GIn

25

Lys

Gly

Phe

Leu

105

Gly

Val

Ala

Leu

Gly
185

Leu

10

Ser

Lys

GIn

Ser

Thr

90

Thr

Leu

Thr

Pro

val

170

Ala

CH1

Leu

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

Ser

Asn

Val

Cys

155

Lys

Leu

de 19gG4

Ser

Ala

Thr

Pro

60

Asn

Asp

Glu

Tyr

Ser

140

Ser

Asp

Thr

132

val

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Thr

Asp

Asp

125

Ser

Arg

Tyr

Ser

Thr Cys Asn

Val

Glu Ser 225

humana"

Thr

Pro

30

Tyr

Asn

Ser

Ser

110

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
190

Ala

15

Met

Thr

Gly

Tyr

Ser

95

Ala

Tyr

Ser

Thr

Pro

175

val

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

Asn

Val

Phe

Thr

Ser

160

Glu

His

230
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ES 2757930 T3

Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser Ser Gly Leu

195

200

Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr

210

215

Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn

225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

48
233
PRT

230

Secuencia artificial

/nota = ""Fab 0082, VH de

48

Met Asp Phe Gly

1

GIn

Gly

Arg

Trp

65

Ser

Leu

Tyr

Thr

Pro

145

Val

Cys

Glu Vval
20

Gly Ser Leu

Tyr

50

Ile

Leu

Tyr

Cys

Val

130

Cys

Lys

35

Trp Met

Gly Glu

Lys Asp

Leu GIn

100

Ala Ser

115

Ser Ala

Ser Arg

Asp Tyr

Leu

Lys

Lys

Thr

Ile

Lys

85

Met

Gly

Ala

Ser

Phe
165

Ile

Leu

Leu

Trp

Asn

70

Phe

Ser

Val

Ser

Thr

150

Pro

Phe

Leu

Ser

Val

Pro

Ile

Glu

Phe

Thr

135

Ser

Glu

Phe

Glu

Cys

40

Arg

Asp

Ile

Val

Thr

120

Lys

Glu

Pro

Thr Lys Vval

ratéon -

Ile

Ser

25

Ala

GIn

Ser

Ser

Arg

105

Ser

Gly

Ser

val

Val

10

Gly

Ala

Ala

Ser

Arg

90

Ser

Trp

Pro

Thr

Thr
170

235

CH1

Ala

Gly

Ser

Pro

Thr

75

Asp

Glu

Gly

Ser

Ala

155

val

Tyr

Lys
220

Asp

Ser
205

Thr

Lys

de 1gG4

Leu

Gly

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

GIn

Val

140

Ala

Ser

133

Leu

Leu

Phe

45

Lys

Asn

Ala

Thr

Gly

125

Phe

Leu

Trp

Leu Ser Ser

Tyr Thr Cys

Arg Val Glu

humana"

Lys

Val

30

Asp

Gly

Tyr

Lys

Ala

110

Thr

Pro

Gly

Asn

Gly

15

GIn

Phe

Leu

Ala

Asn

95

Leu

Leu

Leu

Cys

Ser
175

240

Val

Pro

Ser

Glu

Pro

80

Thr

Tyr

Val

Leu
160

Gly

Ser Lys
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ES 2757930 T3

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser Ser
180 185 190

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
195 200 205

Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr
210 215 220

Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys
225 230

<210> 49

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "enlazador, L2"

<400> 49

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 50

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "enlazador, L3"

<400> 50
Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10

<210> 51

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "enlazador, L4a"

<400> 51

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15
Ser

<210> 52

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "enlazador, L4b"

134
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ES 2757930 T3

<400> 52

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Ser

<210> 53

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "enlazador, L5"

<400> 53

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15
Ser Gly Gly Gly Gly Ser

20

<210> 54

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "enlazador, L6"

<400> 54
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25

<210> 55

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "enlazador, L7"

<400> 55
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25 30

<210> 56

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

135
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<220>
<223>

<400>

/nota = "enlazador, L8"

56

ES 2757930 T3

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Gly

20

Gly Gly Gly Gly Ser
35

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

57
42
PRT
Secuencia artificial

/nota = "enlazador, L9"

57

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
25 30

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 1

5

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25 30

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
35 40

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

58
16
PRT
Secuencia artificial

Tyr Gly Pro Pro Ser Pro Ser Ser Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly
1 15

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

1

/nota = "enlazador, L10"
58
5
59
12
PRT

Secuencia artificial

10

/nota = "Etiqueta de purificacién, etiqueta HPC4"

59

Glu Asp GIn Val Asp Pro Arg Leu lle Asp Gly Lys
5

10

136
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<210> 60
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = ''cebador num. 50"

<400> 60
caacacttac ttgtcctggt tcctgcag

<210> 61
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "‘cebador num. 51"

<400> 61
ctgcaggaac caggacaagt aagtgttg

<210> 62
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "'cebador num. 69"

<400> 62
gctctagact aacactcatt cctgttgaag

<210> 63
<211> 39
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = ''cebador nim. 98"

<400> 63
tttaaagaat tcctaacact ctcccctgtt

<210> 64
<211> 39
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador nudm. 100"

<400> 64
tttaaagaat tctcatttac ccagagacag

<210> 65
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2757930 T3

ctcttg

gaagctctt

ggagaggct

137

28

36

39

39

28
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ES 2757930 T3

<223> /nota = "cebador nim. 312"

<400> 65
gtctaccaca acacacgtga ¢

<210> 66
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador ndm. 339"

<400> 66
actggatggt gggaagatgg atacagt

<210> 67
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = ''cebador nim. 341"

<400> 67
agatccaggg gctagcggat agacaga

<210> 68
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador nUm. 348"

<400> 68
ggagctggtg gtggcatctc aggacctttg

<210> 69
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador num. 347"

<400> 69
cctgtaggac cagagggctc caaggacact

<210> 70
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador num. 448"

<400> 70
tttaaaaagc ttgccgccac catggagacc cctgcctggc cccgggtc

<210> 71

138

21

27

27

30

30

48
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ES 2757930 T3

<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = ''‘cebador nim. 449"

<400> 71
tttaaagaat tcctattctc taaattcccc tttctcctgg cccataca 48

<210> 72
<211> 75
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador nUm. 466"

<400> 72
ggaggtggcg ggtctggtgg cgggggatca ggcgggggag gttcctcagg cactacaaat

actgtggcag catat 75

<210> 73
<211> 75
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador num. 467"

<400> 73
ggaacctccc ccgcctgatc ccccgccacc agacccgcca cctceccttcte taaattcccc

tttctcctgg cccat 75

<210> 74
<211> 65
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador ndm. 483"

<400> 74
aaatttaagc ttactagtcc tgcaggttta aacgaatttg gatccggagg tggcgggtct

ggtgg 65

<210> 75
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador nUm. 484"

<400> 75
gaatttagcg gccgcgaatt cggatccgga acctcccccg cctgatcc 48

<210> 76
<211> 81

139

60

60

60
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador nUm. 485"

<400> 76

aaatttgaat tcttacttgc cgtcgatcag tctggggtcc acctggtcct cacactctcc

cctgttgaag ctctttgtga c

<210> 77
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador num. 486"

<400> 77
acggatctct agcaagcttc gtacggtggc

<210> 78
<211> 81
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '‘cebador nim. 487"

<400> 78

81

30

aaatttgaat tcttacttgc cgtcgatcag tctggggtcc acctggtcct ctttggactc

aactctcttg tccaccttgg t

<210> 79
<211> 45
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador nim. 488"

<400> 79
aaatttgaat tcttatttgg actcaactct cttgtccacc ttggt

<210> 80
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador num. 489"

<400> 80
acggatctct agcaagcttg ctagcaccaa

<210> 81
<211> 54
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

140

81

45

30

60

60
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<220>
<223>

<400>

aaatttaagc ttgccgccac catggatttt gggctgattt tttttattgt tgct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2757930 T3

/nota = ''cebador num. 490"

81

82
45
ADN
Secuencia artificial

/nota = ''‘cebador num. 491"

82

aaatttgcta gctgcagaga cagtgaccag agtcccttgg cccca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

aaatttaagc ttgccgccac catgaagtca cagacccagg tcttcgtatt t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

aaatttaagc ttgccgccac catgaagttg cctgttgggc tgttggtgct g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

83
51
ADN
Secuencia artificial

/nota = "'cebador num. 492"

83

84
51
ADN
Secuencia artificial

/nota = "'cebador num. 493"

84

85
38
ADN
Secuencia artificial

/nota = ''cebador num. 494"

85

aaatttcgta cgttctattt ccagcttggt cccccctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

86
42
ADN
Secuencia artificial

/nota = "'cebador num. 495"

86

aaatttcgta cgttttattt ccagcttggt cccccctccg aa

141

54

45

51

51

38

42
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<210> 87
<211> 69
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador num. 512"

<400> 87

aaatttggat ccgaggtgaa acttctcgag tctggaggtg gcctggtgca gcctggaggt 60

tccctgaaa

<210> 88
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador ndm. 513"

<400> 88
tttaaaggat tctttaccca gagacaggga gaggct

<210> 89
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '‘cebador nim. 514"

<400> 89
aaatttggat cctttggact caactctctt gtccaccttg gt

<210> 90
<211> 54
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador nUm. 546"

<400> 90
aaatttaagc ttgccgccac catgaacttg gggctcagct tgattttcct tgtc

<210> 91
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador num. 547"

<400> 91
aaatttgcta gctgaggaga cggtgactga ggttccttga cc

<210> 92
<211> 54
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

142

69

36

42

54

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757930 T3

<220>
<223> /nota = 'cebador num. 548"

<400> 92
aaatttaagc ttgccgccac catggattca caggcccagg ttcttatatt gctg

<210> 93
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador nUm. 549"

<400> 93
aaatttcgta cgtttcagct ccagcttggt cccagcaccg aa

<210> 94
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador ndm. 551"

<400> 94
aaatttaaat ttggatccga tgttgtgatg acccaaactc cactctcc

<210> 95
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador ndm. 552"

<400> 95
aaatttaaat ttggatccac actctcccct gttgaagctc tt

<210> 96
<211> 54
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = ''cebador nim. 572"

<400> 96
aaatttaagc ttgccgeccac catggatttt gggctgattt tttttattgt tgct

<210> 97
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador nUm. 574"

<400> 97
aaatttaagc ttgccgccac catgaagttg cctgttggge tgttggtgce

143

54

42

48

42

54
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<210> 98
<211> 84
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador num. 583"

<400> 98
aaatttggat ccggaacctc ccccgcctga tcccccgeca ccagacccgc cacctccaca

ctctccecctg ttgaagctct ttgt

<210> 99
<211> 99
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador num. 584"

<400> 99
aaatttggat ccagacccgc cacctccgga acctcccccg cctgatcccc cgccaccaga

cccgecacct ccacactctc ccctgttgaa getctttgt

<210> 100

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> /nota = "cebador nim. 585"
<400> 100

aaatttggat cctgatcccc cgccaccaga cccgccacct ccacactctc ccctgttgaa
gctctttgt

<210> 101

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> /nota = "cebador nUm. 586"
<400> 101

aaatttggat ccggtggcgg gggatcaggc gggggaggtt cctcaggcac tacaaatact
gtggcagca

<210> 102

<211> 87

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador ndm. 587"

<400> 102
aaatttggat ccggaacctc ccccgcctga tcccccgeca ccagacccgc cacctccttt

144

60

84

60

99

69

60

69

60
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acccagagac agggagaggc tcttctg

<210> 103
<211> 102
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador nim. 588"

<400> 103
aaatttggat ccagacccgc cacctccgga acctcccccg cctgatcccc cgccaccaga

cccgecacct cctttaccca gagacaggga gaggctcttce tg

<210> 104
<211> 72
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador num. 589"

<400> 104
aaatttggat cctgatcccc cgccaccaga cccgccacct cctttaccca gagacaggga

gaggctcttc tg

<210> 105
<211> 54
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador ndm. 590"

<400> 105
aaatttggat ccagacccgc cacctccaca ctctcccctg ttgaagctct ttgt

<210> 106
<211> 114
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador nudm. 591"

<400> 106
aaatttggat ccagacccgc cacctccaga cccgccacct ccggaacctc ccccgectga

tccecccgeca ccagacccge cacctccaca ctctccectg ttgaagectct ttgt

<210> 107
<211> 57
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador nim. 592"

<400> 107
aaatttggat cctgatcccc cgccaccttt acccagagac agggagaggc tcttctg

145

87

60

102

60

72

54

60

114

57
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

108
117
ADN
Secuencia artificial

/nota = "'cebador num. 593"

108

ES 2757930 T3

aaatttggat ccagacccgc cacctccaga cccgccacct ccggaacctc ccccgectga 60

tcceceecgeca ccagacccgce cacctccttt acccagagac agggagaggc tcttctg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ggaaacacct attttcattg ggccctgcag aaaccaggcc agtct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

agactggcct ggtttctgca gggcccaatg aaaataggtg tttcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

109
45
ADN
Secuencia artificial

/nota = '"'cebador num. 598"

109

110
45
ADN
Secuencia artificial

/nota = ''cebador num. 599"

110

111
36
ADN
Secuencia artificial

/nota = "cebador num. 610"

111

117

45

45

gctctagact aacactcatt cctgttgaag ctcttg 36

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

112
38
ADN
Secuencia artificial

/nota = "'cebador num. 613"

112

aaaaatctag aatagacaga tgggggtgtc gttttggc 38

<210>
<211>
<212>

113
34
ADN

146
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = ''cebador nim. 614"

<400> 113
aaaaatctag acttgaccag gcatcctaga gtca

<210> 114
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador nim. 615"

<400> 114
aaaaatctag aaggggccag tggatagact gatgg

<210> 115
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador nim. 616"

<400> 115
aaaaatctag aagggaccaa gggatagaca gatgg

<210> 116
<211> 50
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador ndm. 617"

<400> 116
aaatttaagc ttgccgccac catggaatgg acctgggtct ttctcttcct

<210> 117
<211> 39
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador num. 618"

<400> 117
aaatttgcta gctgaggaga cggtgaccgt ggtccctge

<210> 118
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador nim. 619"

<400> 118
aaatttaagc ttgccgccac catgatgtcc tctgctcagt tccttggt

147

34

35

35

50

39

48
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2757930 T3

119
39
ADN
Secuencia artificial

/nota = "'cebador num. 620"

119

aaatttcgta cgtttcatct ccagtttggt cccccctcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

aaatttaagc ttgccgccac catgggttgg agctgtatca tcttctttct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

120
50
ADN
Secuencia artificial

/nota = "'cebador num. 627"

120

121
39
ADN
Secuencia artificial

/nota = '‘cebador num. 628"

121

aaatttgcta gctgcagaga cagtgaccag agtcccttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

122
45
ADN
Secuencia artificial

/nota = '‘cebador num. 682"

122

gatagcagta cgataaacta taacccatct ctaaaggata aattc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

123
45
ADN
Secuencia artificial

/nota = "‘cebador num. 683"

123

gaatttatcc tttagagatg ggttatagtt tatcgtactg ctatc

<210>
<211>
<212>
<213>

124
45
ADN
Secuencia artificial

148

39

50

39

45

45
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<220>
<223> /nota = '"cebador num. 684"

<400> 124
tctgaggact ctgccgtcta ttactgtgca agagggtact acggt

<210> 125
<211> 45
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador nim. 685"

<400> 125
accgtagtac cctcttgcac agtaatagac ggcagagtcc tcaga

<210> 126
<211> 81
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador nim. 686"

<400> 126

tgctgccaca gtatttgtag tgcctgatcc ccccaggaac tcaggtgctg gggatgatgg

ggatggggga ccatatttgg a

<210> 127
<211> 51
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador ndm. 687"

<400> 127

ccagcacctg agttcctggg gggatcaggc actacaaata ctgtggcagc a

<210> 128
<211> 45
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador num. 688"

<400> 128
gatagcagta cgataaacta tgcgccatct ctaaaggata aattc

<210> 129
<211> 45
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador nim. 689"

<400> 129
gaatttatcc tttagagatg gcgcatagtt tatcgtactg ctatc

149

45

45

60

81

51

45

45
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2757930 T3

130
54
ADN
Secuencia artificial

/nota = "'cebador num. 699"

130

aaatttggat ccggcggggg aggttcctca ggcactacaa atactgtggc agca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

131
39
ADN
Secuencia artificial

/nota = "'cebador num. 700"

131

aaatttggat cctcaggcac tacaaatact gtggcagca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

132
57
ADN
Secuencia artificial

/nota = ''‘cebador num. 701"

132

accaaggtgg acaagagagt tgagtccaaa tcaggcacta caaatactgt ggcagca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

133
60
ADN
Secuencia artificial

/nota = '‘cebador num. 702"

133

tgctgccaca gtatttgtag tgcctgattt ggactcaact ctcttgtcca ccttggtgtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

134
57
ADN
Secuencia artificial

/nota = "‘cebador num. 703"

134

gtcacaaaga gcttcaacag gggagagtgt tcaggcacta caaatactgt ggcagca

<210>
<211>
<212>
<213>

135
57
ADN
Secuencia artificial

150

54

39

57

60
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<220>
<223> /nota = ''‘cebador nim. 704"

<400> 135

tgctgccaca gtatttgtag tgcctgaaca ctctcccctg ttgaagctct ttgtgac

<210> 136
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador nim. 800"

<400> 136

cagaagagcc tctccctgtc tctgggtaaa tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat

<210> 137
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador nUm. 801"

<400> 137

atatgctgcc acagtatttg tagtgcctga tttacccaga gacagggaga ggctcttctg

<210> 138
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador num. 842"

<400> 138
aaatttaagc ttgccgccac catgaggtgc ctagctgagt tcctggggc

<210> 139
<211> 45
<212> ADN
<213Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador num. 843"

<400> 139
aaatttcgta cgttttattt ccaactttgt ccccgagccg aacgt

<210> 140
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = '"cebador nUm. 844"

<400> 140
aaatttaagc ttgccgccac catggaatgg agcggggtct ttatctttc

151

57

60
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45

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757930 T3

<210> 141
<211> 39
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador num. 845"

<400> 141
aaatttgcta gctgaggaga cggtgactga ggttccttg

<210> 142
<211> 55
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador 1000"

<400> 142
ctgtctctgg gtaaacacca tcaccaccac cactgagaat tccccgacct cgacc

<210> 143
<211> 55
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador num. 1001"

<400> 143
gaggtcgggg aattctcagt ggtggtggtg atggtgttta cccagagaca gggag

<210> 144
<211> 48
<212> ADn
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador num. 1002"

<400> 144
ctcttttaaa aggggtccag tgtgagtcca aatatggtcc cccatgcc

<210> 145
<211> 50
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "cebador num. 1003"

<400> 145
catgggggac catatttgga ctcacactgg acccctttta aaagagcaac

<210> 146
<211> 233
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "0061VH-CH1"

152

39

55

55

48
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<400>

146

Met Asp Phe

1

GIn

Gly

Arg

Trp

65

Ser

Leu

Tyr

Thr

Pro

145

Val

Ala

Gly

Gly

Lys
225

Cys

Gly

Tyr

50

Ile

Leu

Tyr

Cys

Val

130

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

210

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

Glu

Ser

35

Trp

Gly

Lys

Leu

Ala

115

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

195

Lys

Asp

147
247
PRT

Gly

Val

20

Leu

Met

Glu

Asp

GIn

100

Ser

Ala

Arg

Tyr

Ser

180

Ser

Thr

Lys

Leu

Lys

Lys

Thr

Ile

Lys

85

Met

Gly

Ala

Ser

Phe

165

Gly

Leu

Tyr

Arg

Ile

Leu

Leu

Trp

Asn

70

Phe

Ser

Val

Ser

Thr

150

Pro

Val

Ser

Thr

val
230

Phe

Leu

Ser

val

55

Pro

Ile

Glu

Phe

Thr

135

Ser

Glu

Ser

Cys
215

Glu

Secuencia artificial

Phe

Glu

Cys

40

Arg

Asp

Ile

Val

Thr

120

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

200

Asn

Ser

ES 2757930 T3

Ile

Ser

25

Ala

GIn

Ser

Ser

Arg

105

Ser

Gly

Ser

Val

Phe

185

Val

Val

Lys

Val

10

Gly

Ala

Ala

Ser

Arg

90

Ser

Trp

Pro

Thr

Thr

170

Pro

Thr

Asp

Ala

Gly

Ser

Pro

Thr

75

Asp

Glu

Gly

Ser

Ala

155

Val

Ala

Val

Leu

Gly

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

GIn

Val

140

Ala

Ser

Val

Pro

Lys
220

153

Leu

Leu

Phe

45

Lys

Asn

Ala

Thr

Gly

125

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

205

Pro

Lys

Val

30

Asp

Gly

Tyr

Lys

Ala

110

Thr

Pro

Gly

Asn

GIn

190

Ser

Ser

Gly

GIn

Phe

Leu

Asn

Asn

95

Leu

Leu

Leu

Cys

Ser

175

Ser

Ser

Asn

Val

Pro

Ser

Glu

Pro

80

Thr

Tyr

Val

Leu

160

Gly

Ser

Leu

Thr
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<220>

<223> /nota

<400>

147

Met Asp Phe

1

GIn

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

145

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

225

Leu

Cys

Phe

Thr

50

Val

Val

Ser

Leu

Ser

130

Pro

GIn

Ala

Thr

Leu

210

Ser

Ser

Glu

Leu

35

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

115

Ser

GlIn

Val

Val

Pro

195

Thr

Val

Leu

Met

GIn

Val

Tyr

100

Ile

Val

Ser

Glu

180

Pro

Val

Met

Ser

"bisagra-CH2-CH3

Leu

Lys

Gly

Ile

Glu

His

85

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

165

Trp

Val

Asp

Leu

Ile

Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

150

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

230

Gly

Phe

Gly

Ser

Arg

55

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

135

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

215

Ala

Lys

Phe

Pro

Val

40

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

120

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

200

Arg

Leu

ES 2757930 T3

de hlgG4™

Ile

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

Val

105

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

185

Asp

Trp

val

10

Cys

Leu

Glu

GIn

Lys

90

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

170

GIn

Gly

GIn

Asn

Ala

Pro

Phe

Val

Phe

75

Pro

Thr

val

Ala

GIn

155

Pro

Ser

Glu

His
235

Leu

Pro

Pro

Thr

60

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

140

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

220

Tyr

154

Leu

Cys

Pro

45

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

125

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

205

Asn

Thr

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

His

110

Lys

GlIn

Met

Pro

Asn

190

Leu

Val

GIn

Gly

15

Ala

Pro

Val

Val

GIn

95

GIn

Pro

Thr

Ser

175

Tyr

Tyr

Phe

Lys

val

Pro

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

160

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
240
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245

<210> 148

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "Etiqueta His6"

<400> 148

<210> 149
<211> 172
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /nota = "hTLT-1.18-188"

<400> 149

Met Ile Val Gly Ser Leu Pro Glu Val Leu GIn Ala Pro Val Gly Ser
1 5 10 15

Ser lIle Leu Val GIn Cys His Tyr Arg Leu GIn Asp Val Lys Ala GIn
20 25 30

Lys Val Trp Cys Arg Phe Leu Pro Glu Gly Cys GIn Pro Leu Val Ser

Ser Ala Val Asp Arg Arg Ala Pro Ala Gly Arg Arg Thr Phe Leu Thr
50 55 60

Asp Leu Gly Gly Gly Leu Leu GIn Val Glu Met Val Thr Leu GIn Glu
65 70 75 80

Glu Asp Ala Gly Glu Tyr Gly Cys Met Val Asp Gly Ala Arg Gly Pro

GIn 1le Leu His Arg Val Ser Leu Asn lle Leu Pro Pro Glu Glu Glu
100 105 110

Glu Glu Thr His Lys lle Gly Ser Leu Ala Glu Asn Ala Phe Ser Asp
115 120 125

Pro Ala Gly Ser Ala Asn Pro Leu Glu Pro Ser GIn Asp Glu Lys Ser
130 135 140

Ile Pro Leu lle Trp Gly Ala Val Leu Leu Val Gly Leu Leu Val Ala
145 150 155 160

155
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ES 2757930 T3

Ala Val Val Leu Phe Ala Val Met Ala Lys Arg Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggaattc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

165

150

32

ADN

Secuencia artificial

/nota = "'cebador num. 1004"
150

cat atgatagttg gcagcctccc tg
151

39

ADN

Secuencia artificial

/nota = "‘cebador num. 1005"
151

170

ataagaatgc ggccgcctat ttcctcttgg ccatcacag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu Vval
1

Ser Leu

152

215

PRT

Secuencia artificial
/nota = "HC del Fab 0100"
152

Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly

Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

Trp Met Thr Trp Val Arg GIn Ala Pro

Gly Glu
50

Lys Asp
65

Leu GIn

35 40

Ile Asn Pro Asp Ser Ser Thr
55

Lys Phe lIle Ile Ser Arg Asp
70

Met Ser Glu Val Arg Ser Glu
85

Ala Ser Gly Val Phe Thr Ser Trp Gly

100 105

Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

GIn

Val

Leu

Phe

Lys

Asn

Ala

75

Thr

Gly

Phe

val

Asp

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Pro

156

GIn

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Leu

Leu

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val

110

Ala

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Tyr

Leu

Tyr

80

Cys

Val

Cys

32

39
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Ser Arg
130

Asp Tyr
145

Thr Ser

Tyr Ser

Lys Thr

Asp Lys
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Val
1

Asp GIn

ES 2757930 T3

115 120

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala
135

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val
150

Gly Val His Thr Phe Pro Ala
165

Leu Ser Ser Val Val Thr Vval
180 185

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His
195 200

Arg Val Glu Ser Lys
215

153

219

PRT

Secuencia artificial

/nota = "LC del Fab 0100"

153

vVal Met Thr GIn Thr Pro Leu
5

Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser

Asn Gly Asn Thr Tyr Phe His Trp Ala

Pro Lys

50

Asp Arg

Ser Arg

Thr His

35 40

Leu Leu lle Tyr Lys Val Ser
55

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly
85

Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly
100 105

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe

115 120

Ala

Ser

val

170

Pro

Lys

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

Leu

Trp

155

Leu

Ser

Pro

Leu

GIn

GIn

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Gly

140

Asn

GIn

Ser

Ser

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Pro

157

125

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn
205

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro
125

Leu

Gly

Ser

Leu

190

Thr

Ser

Val

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

110

Ser

Val

Ala

Gly

175

Gly

Lys

Leu

15

GIn

Val

Lys

GIn

95

Ile

Asp

Lys

Leu

160

Leu

Thr

val

Gly

Arg

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Glu
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GIn Leu

130

Lys

Tyr Pro

145

Arg

Ser Gly Asn

Thr Tyr Ser

Lys His Lys

195

Val
210

Pro Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

154
6588
ADN
Homo

<400> 154
gcgcagcetgce

ccgaccaaca
tatgaaccgt
accctgtatg
ccgctgageca
ctggatcata
acctatgaat
acccatattt
ccgctgctga
aaacagattg
agcctgatgt
gcgcatgatc
attcatttta
gtgagcgcga
agcagcctga
tgcccgaaaa
cgctgggaat

gcgaacatgg

Ser Gly

Glu Ala

Thr

Lys

Ala
135

Ser

val GIn

150

GIn
165

Ser

Leu Ser

180

Val Tyr

Lys Ser

sapiens

gccagtttta
gcagcctgaa
attttaaaaa
cggaagtggg
ttcatccgca
cctttcecgge
ggagcattag
attatagcca
tttgcaaaaa
tgctgctgtt
ataccgtgaa
atattagctg
acggccaggt
ccagcaccac
ccccgaaaca
aaacccgcaa
attttattgc

ataaaaaata

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser Val

Thr

Leu

Glu
200

Cys

Asn
215

Arg

tgtggcggceg
cctgagcgtg
agaaaaaccg
cgatattatt
gggcattcgce
ggaaaaaatg
cgaagatagc
tgaaaacctg
aggcaccctg
tgcggtgttt
cggctatgtg
gcatctgctg
gctggaacag
cgcgaacatg
tctgcaggceg
cctgaaaaaa
ggcggaagaa

tcgcagccag

ES 2757930 T3

Val Val Cys

val
155

Trp Lys

Thr Glu

170

GIn

Thr
185

Leu Ser

Val Thr His

Gly Glu Cys

cagggcatta
accagcttta
cagagcacca
aaagtgcatt
tatagcaaac
gatgatgcgg
ggcccgaccce
attgaagatt
accgaaggcg
gatgaaagca
aacggcacca
ggcatgagca
aaccatcata
accgtgggec
ggcatgcagg

attacccgcg

gtgatttggg

catctggata

Leu Leu Asn

140

Asp Asn

Asp Ser Lys

Lys Asp

190

GIn Gly Leu

205

gctggagcta
aaaaaattgt
ttagcggcect
ttaaaaacaa
tgagcgaagg
tggcgeeggg
atgatgatcc
ttaacagcgg
gcacccagaa
aaagctggag
tgccggatat
gcggecegga
aagtgagcgc
cggaaggcaa
cgtatattga
aacagcgccg
attatgcgcc

actttagcaa

158

Ala Leu

Asn Phe

GIn
160

Asp Ser

175

Tyr Glu

Ser Ser

tcgcccggaa
gtatcgcgaa
gctgggeecy
agcggataaa
cgcgagctat
ccgcgaatat
gcegtgectg
cctgattggc
aacctttgat
ccagagcagc
taccgtgtgce
actgtttagc
gattaccctg
atggattatt
tattaaaaac
ccatatgaaa
ggtgattccg

ccagattggc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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aaacattata
gtgaacccga
gataccctga
ggcgtgacct
aacaccatga
gaatttgatg
gtggatatta
cgcagcctgg
gcggtgtttg
aacccggatg
attaacggct
cagtggcatt
catagcttta
gaaagcgtga
agcccgegea
gatgaagata
atgcatgatc
cgcctggegy
gaagaattta
accgatatta
aacaacctgg
ccgctgegece
agcccgtata
ctgctgagcc
aaagtggaac
aaagtgggcc
gatctgccga
agcgatctgc
ctggcgagceg
aacaactggc
gcgaacaaac
ctgcaggtgc

acccgcaaaa

aaaaagtgat
acatgaaaga
aaattgtgtt
ttagcccgta
ttcgegeggt
aaccgaccga
tgcgcgatat
atcgccgegg
atgaaaacaa
aagtgaaacg
atgtgccgga
tttgcagcgt
tttatggcaa
ccgtgaccat
gcaaaaaact
gctatgaaat
gcctggaacc
cggcgetggg
acctgaccgc
ttgtgggcag
cggaaccgca
atctgattgg
gcgaagatcc
tgggcgcggy
gcgatcaggc
gccatctgag
gccaggatac
tgctgctgaa
aaaaaggcag
tgattagccc
cgggcaaaca

gccaggatgg

daaaaaaaga

gtatacccag
agatggcatt
taaaaacatg
tgaagatgaa
gcagccggge
aaacgatgcg
tgcgageggce
cattcagcgc
aagctggtat
cgatgatccg
aagcattacc
gggcacccag
acgccatgaa
ggataacgtg
gcgcctgaaa
ttttgaaccg
ggaagatgaa
cattcgcagc
gctggegety
caactatagc
gaaagcgccg
caaaaacagc
gattgaagat
cgaatttaaa
ggcgaaacat
ccaggatacc
cggcagcccg
acagagcaac
ctatgaaatt
gcagaacgcg
gagcggccat
cggcaaaagc

aaaacatacc

ES 2757930 T3

tatgaagatg
ctgggcccga
gcgagccgcec
gtgaacagca
gaaacctata
cagtgcctga
ctgattggcc
gcggcggata
ctggaagata
aaattttatg
accctgggct
aacgaaattc
gataccctga
ggcacctgga
tttcgcgatg
ccggaaagca
gaaagcgatg
tttcgcaaca
gaaaacggca
agcccgagca
agccatcagc
gtgctgaaca
ccgctgcagce
agccaggaac
cgctttagct
ggcagcccga
agccgcatgc
agcagcaaaa
attcaggata
agccgegegt
ccgaaatttc
cgcctgaaaa

catcatgcgc

aaagctttac
ttattcgcgce
cgtatagcat
gctttaccag
cctataaatg
cccgeccgta
tgctgctgat
ttgaacagca
acattaacaa
aaagcaacat
tttgctttga
tgaccattca
ccctgtttce
tgctgaccag
tgaaatgcat
ccgtgatggce
cggattatga
gcagcctgaa
ccgaatttgt
acattagcaa
aggcgaccac
gcagcaccgc
cggatgtgac
atgcgaaaca
ggatgaaact
gcggcatgceg
gcccgtggaa
ttctggtggg
ccgatgaaga
ggggcgaaag
cgcgegtgeg
aaagccagtt

cgctgagccc

159

caaacatacc
gcaggtgcge
ttatccgcat
cggccgcaac
gaacattctg
ttatagcgat
ttgcaaaagc
ggcggtgttt
attttgcgaa
tatgagcacc
tgataccgtg
ttttaccggce
gatgcgceggce
catgaacagc
tccggatgat
gacccgcaaa
ttatcagaac
ccaggaagaa
gagcagcaac
atttaccgtg
cgcgggcagce
ggaacatagc
cggcattcgce
taaaggcccg
gctggcgcat
cccgtgggaa
agatccgccg
ccgctggcat
taccgcggtg
caccccgctg
ccataaaagc
tctgattaaa

gcgcaccttt

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060
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catccgcetgce
gtgctgcata
atggattttg
ggccaggega
acctttccga
agcagcccgg
gatattagcc
gatctgagcc
agccatacca
atgccgatta
ctgagcctgg
ccggegetgg
tttagccaga
cagaccaacc
accctgagcc
agcccggcegce
gatctgagcc
agcgaaatgc
atgaccctga
ctgagcccgg
ccggatctga
agcagccaga
cagatgccga
ccgctggtga
gaagaagtgc
ccgtataaaa
gcgtggtatc
attagctggg
attccggaag
accaaacgcg
cgcgcggaag
agcctgcatg
gatagcccgg

gtgtggcatg

gcagcgaagc
aaagcaacga
gctggattgc
gctgcccgece
ttcaggatcc
aactgagcga
agatgagccc
aggtgaccct
ccctgagccc
gcccggatct
atctgagcca
gccagatgcc
ccaacctgag
tgagcccggce
tggattttag
tgggccagat
agaccaacct
cgctgtttgce
gcccggatct
atctgagcca
gccagattag
gcctgetget
gcccgagceag
ttgtgggcct
agagcagcga
ccgatgtgeg
tgcgcagcaa
attatagcga
ataccaccta
atccgcegegg
tggatgatgt
cgcatggcct
aatggtttaa

cgaccgaacg

gtataacacc
aaccagcctg
gagcctgccg
gggcctgtat
ggatcagatg
aatgctggaa
gagcagcgaa
gagcccggaa
ggaactgatt
gagccatacc
gaccaacctg
gctgagcccg
cccggaactg
gctgggcecag
ccagaccaac
gccgetgagce
gagcccggaa
ggatctgagc
gggcgaaacc
ggtgaccctg
cccgecegecg
gcaggaattt
cccgaccctg
gagcaaagat
agatgattat
caccaacatt
caacggcaac
atttgtgcag
taaaaaagtg
cgaatatgaa
gattcaggtg
gagctatgaa
agaagataac

cagcggcccg
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tttagcgaac
ccgaccgatc
gatcataacc
cagaccgtgc
catagcacca
tatgatcgca
catgaagtgt
ctgagccaga
cagcgcaacc
accctgagcc
agcccggaac
gatctgagcc
agccatatga
atgccgatta
ctgagcccgg
ccggatccga
ctgagccaga
cagattccgc
gatctgagcc
agcccggata
gatctggatc
aacgaaagct
aacgatacct
ggcaccgatt
gcggaaattg
aacagcagcc
cgccgcaact
cgcgaaaccg
gtgtttcgca
gaacatctgg
cgctttaaaa
aaaagcagcg
gcggtgcagce

gaaagcccgg

gccgectgaa
tgaaccagac
agaacagcag
cgccggaaga
gcgatccgag
gccataaaag
ggcagaccgt
ccaacctgag
tgagcccggce
cggatctgag
tgagccagac
ataccaccct
ccctgagccc
gcccggatct
aactgagcca
gccataccac
ccaacctgag
tgaccccgga
cgaactttgg
ttagcgatac
agatttttta
ttccgtatcc
ttctgagcaa
atattgaaat
attatgtgcc
gcgatccgga
attatattgc
atattgaaga
aatatctgga
gcattctggg
acctggcgag
aaggcaaaac
cgaacagcag

gcagcgegtg

160

acatagcctg
cctgccgagce
caacgatacc
acattatcag
ccatcgcagc
ctttccgacc
gattagcccg
cccggatctg
gctgggcecag
ccataccacc
caacctgagc
gagcctggat
ggaactgagc
gagccatacc
gaccaacctg
cctgagcctg
cccggatctg
tctggatcag
ccagatgagc
caccctgctg
tccgagcgaa
ggatctggge
agaatttaac
tattccgaaa
gtatgatgat
taacattgcg
ggcggaagaa
tagcgatgat
tagcaccttt
cccgattatt
ccgccecgtat
ctatgaagat

ctatacctat

ccgegegtgg

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100
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gcgtattata
ctgatttgcc
tttgtgctge
cgcagcagct
aacggcatga
catctgctga
ctgctggaaa
tttaaaaccc
ggcgaaaacc
atgccgatgg
ctgggctatt
agcgtggaaa
aaagaagtga
tataccaccg
ggcaacagca
gaaaaccagt
tataaccgcc
ccgectgggea
aaaagctggt
gtgaacgcgt
aaaattaaaa
tatgtgaaaa
ctgaaaagca
aaaaactttt
aaccagagca
<210>
<211>

<212>
<213>

155
2196
PRT
Homo

<400> 155

gcgcggtgaa
agaaaggcat
tgtttatgac
ggcgectgac
tttatagcct
acattggcgg
acggcaacaa
tggaaatgaa
agcgcgeggy
gcctgagcac
gggaaccgcg
aactggcggce
ttattaccgg
aattttatgt
cccgcaacgt
ttgatccgec
cgaccctgcg
tggaaaacgg
ggggcgatta
ggcaggcgaa
aaattaccgc
gctataccat
gcatggtgga
ttaacccgcc

ttgcgcetgeg

sapiens

cccggaaaaa
tctgcataaa
ctttgatgaa
cagcagcgaa
gccgggectg
cagccaggat
acagcatcag
agcgagcaaa
catgcagacc
cggcattatt
cctggcgegce
ggaatttgcg
cattcagacc
ggcgtatagc
gatgtatttt
gattgtggcg
cctggaactg
caaaattgaa
ttgggaaccg
agcgaacaac
gattattacc
tcattatagc
taaaattttt
gattattagc

cctggaactg
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gatattcata
gatagcaaca
aaaaaaagct
atgaaaaaaa
aaaatgtatg
attcatgtgg
ctgggcgtgt
ccgggetggt
ccgtttctga
agcgatagcc
ctgaacaacg
agcaaaccgt
cagggcgcga
agcaaccaga
aacggcaaca
cgctatattc
cagggctgcg
aacaaacaga
tttcgcgegce
aacaaacagt
cagggctgca
gaacagggcg
gaaggcaaca
cgctttattc

tttggctgeg

Ala GIn Leu Arg GIn Phe Tyr Val Ala Ala GIn

1

5

10

Tyr Arg Pro Glu Pro Thr Asn Ser Ser Leu Asn

20

25

gcggcectgat
tgccgatgga
ggtattatga
gccatgaatt
aacaggaatg
tgcattttca
ggccgctget
ggctgctgaa
ttatggatcg
agattaaagc
gcggcagcta
ggattcaggt
aacattatct
ttaactggca
gcgatgcgag
gcattagccc
aagtgaacgg
ttaccgcgag
gcctgaacgc
ggctggaaat
aaagcctgag
tggaatggaa
ccaacaccaa
gcgtgattcc

atatttat

tggcccgetg
tatgcgcgaa
aaaaaaaagc
tcatgcgatt
ggtgcgecty
tggccagacc
gccgggeagce
caccgaagtg
cgattgccgce
gagcgaattt
taacgcgtgg
ggatatgcag
gaaaagctgc
gatttttaaa
caccattaaa
gacccgcegeg
ctgcagcacc
cagctttaaa
gcagggecge
tgatctgctg
cagcgaaatg
accgtatcgc
aggccatgtg

gaaaacctgg

Gly Ile Ser Trp Ser

Leu Ser Val

30

161

15

Thr Ser

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6588
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Phe

Lys

Glu

65

Pro

Gly

Ala

Asp

Tyr

145

Pro

Lys

Ser

Tyr

Ile

225

Ile

Ala

Gly

GIn

Lys

Pro

50

Val

Leu

Ala

Val

Ser

130

Ser

Leu

Thr

Lys

Val

210

Ser

Ile

Pro

Ala
290

Lys

35

GIn

Gly

Ser

Ser

Ala

115

Gly

Leu

Phe

Ser

195

Asn

Trp

Phe

Thr

Glu

275

Gly

Ile

Ser

Asp

Ile

Tyr

100

Pro

Pro

Glu

Ile

Asp

180

Trp

Gly

Asn

Leu

260

Gly

Met

val

Thr

Ile

His

85

Leu

Gly

Thr

Asn

Cys

165

Lys

Ser

Thr

Leu

Gly

245

Val

Lys

GIn

Tyr

Ile

Ile

70

Pro

Asp

Arg

Leu

150

Lys

GIn

GIn

Met

Leu

230

GIn

Ser

Trp

Ala

Arg

Ser

55

Lys

GIn

Glu

Asp

135

Ile

Lys

Ile

Ser

Pro

215

Gly

Val

Ala

Ile

Tyr
295

Glu

40

Gly

Val

Gly

Thr

Tyr

120

Asp

Glu

Gly

val

Ser

200

Asp

Met

Leu

Thr

Ile

280

Ile
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Tyr

Leu

Ile

Phe

105

Thr

Pro

Asp

Thr

Leu

185

Ser

Ile

Ser

Glu

Ser

265

Ser

Asp

Glu

Leu

Phe

Arg

90

Pro

Tyr

Pro

Phe

Leu

170

Leu

Leu

Thr

Ser

GIn

250

Thr

Ser

Ile

Pro

Gly

Lys

75

Tyr

Ala

Glu

Cys

Asn

155

Thr

Phe

Met

val

Gly

235

Asn

Thr

Leu

Lys

Tyr

Pro

60

Asn

Ser

Glu

Trp

Leu

140

Ser

Glu

Ala

Tyr

Cys

220

Pro

Ala

Thr

Asn
300

162

Phe

45

Thr

Lys

Lys

Lys

Ser

125

Thr

Gly

Gly

val

Thr

205

Ala

Glu

Asn

Pro
285

Cys

Lys

Leu

Ala

Leu

Met

110

Ile

Leu

Gly

Phe

190

val

His

Leu

Lys

Met

270

Lys

Pro

Lys

Tyr

Asp

Ser

95

Asp

Ser

Ile

Ile

Thr

175

Asp

Asn

Asp

Phe

Val

255

Thr

Lys

Ala

Lys

80

Glu

Asp

Glu

Tyr

Gly

160

GIn

Gly

His

Ser

240

Ser

Val

Leu

Lys
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Thr

305

Arg

Pro

Asp

Thr

Met

385

Asp

Ile

Ser

Pro

Pro

465

Val

Ile

Asp

Trp

Val

545

Ile

Arg

Trp

vVal

Asn

GlIn

370

Lys

Thr

Tyr

Ser

Gly

450

Thr

Asp

Cys

Ile

Tyr

530

Lys

Asn

Asn

Glu

Ile

Phe

355

Tyr

Glu

Leu

Pro

Phe

435

Glu

Glu

Ile

Lys

Glu

515

Leu

Arg

Gly

Leu

Tyr

Pro

340

Ser

Glu

Asp

Lys

His

420

Thr

Thr

Asn

Met

Ser

500

GIn

Glu

Asp

Tyr

Lys

Phe

325

Ala

Asn

Asp

Gly

Ile

405

Gly

Ser

Tyr

Asp

Arg

485

Arg

GIn

Asp

Asp

val
565

Lys

310

Ile

Asn

GIn

Glu

Ile

390

Val

Val

Gly

Thr

Ala

470

Asp

Ser

Ala

Asn

Pro

550

Pro

Ile

Ala

Met

Ile

Ser

375

Leu

Phe

Thr

Arg

Tyr

455

GIn

Ile

Leu

Val

Ile

535

Lys

Glu

Thr

Ala

Asp

Gly

360

Phe

Gly

Lys

Phe

Asn

440

Lys

Cys

Ala

Asp

Phe

520

Asn

Phe

Ser
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Arg

Glu

Lys

345

Lys

Thr

Pro

Asn

Ser

425

Asn

Trp

Leu

Ser

Arg

505

Ala

Lys

Tyr

Ile

Glu

Glu

330

Lys

Lys

Ile

Met

410

Pro

Thr

Asn

Thr

Gly

490

Arg

Val

Phe

Glu

Thr
570

GIn

315

Val

Tyr

Tyr

His

Ile

395

Ala

Tyr

Met

Ile

Arg

475

Leu

Gly

Phe

Cys

Ser

555

Thr

Arg

Ile

Arg

Lys

Thr

380

Arg

Ser

Glu

Ile

Leu

460

Pro

Ile

Ile

Asp

Glu

540

Asn

Leu

163

Arg

Trp

Ser

Lys

365

val

Ala

Arg

Asp

Arg

445

Glu

Tyr

Gly

GIn

Glu

525

Asn

Ile

Gly

Asp

GIn

350

val

Asn

GIn

Pro

Glu

430

Ala

Phe

Tyr

Leu

Arg

510

Asn

Pro

Met

Phe

Met

Tyr

335

Met

Pro

Val

Tyr

415

Val

Val

Asp

Ser

Leu

495

Ala

Lys

Asp

Ser

Cys
575

Lys

320

Ala

Leu

Tyr

Asn

Arg

400

Ser

Asn

GIn

Glu

Asp

480

Leu

Ala

Ser

Glu

Thr

560

Phe
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Asp

Ile

Val

625

Ser

Ile

Ser

Asp

Ala

705

Glu

Val

Ser

Ala

Leu

785

Ser

Thr

Glu

Asp

Leu

Glu

610

Thr

Pro

Pro

Thr

Glu

690

Leu

Glu

Ser

Asn

Pro

770

Ile

Pro

Gly

His

Thr

Thr

595

Asp

Met

Arg

Asp

Val

675

Glu

Gly

Phe

Ser

Ile

755

Ser

Gly

Tyr

Ile

Ala

val

580

Ile

Thr

Asp

Ser

Asp

660

Met

Ser

Ile

Asn

Asn

740

Ser

Lys

Ser

Arg

820

Lys

GlIn

Leu

Asn

Lys

645

Asp

Ala

Asp

Arg

Leu

725

Thr

Lys

GIn

Asn

Glu

805

Leu

Trp

Phe

Thr

Val

630

Lys

Glu

Thr

Ala

Ser

710

Thr

Asp

Phe

GIn

Ser

790

Asp

Leu

Lys

Thr

Leu

615

Gly

Leu

Asp

Arg

Asp

695

Phe

Ala

Ile

Thr

Ala

775

Val

Pro

Ser

Gly

Phe

Gly

600

Phe

Thr

Arg

Ser

Lys

680

Tyr

Arg

Leu

Ile

Val

760

Thr

Leu

Ile

Leu

Pro

ES 2757930 T3

Cys

585

Pro

Trp

Leu

Tyr

665

Met

Asp

Asn

Ala

val

745

Asn

Thr

Asn

Glu

Gly

825

Lys

Ser

Ser

Met

Met

Lys

650

Glu

Tyr

Ser

Leu

730

Gly

Asn

Ala

Ser

Asp

810

Ala

Val

val

Phe

Arg

Leu

635

Phe

Ile

Asp

GIn

Ser

715

Glu

Ser

Leu

Gly

Ser

795

Pro

Gly

Glu

Gly

Ile

Gly

620

Thr

Arg

Phe

Arg

Asn

700

Leu

Asn

Asn

Ala

Ser

780

Thr

Leu

Glu

Arg

164

Thr

Tyr

605

Glu

Ser

Asp

Glu

Leu

685

Arg

Asn

Gly

Tyr

Glu

765

Pro

Ala

GIn

Phe

Asp

GIn

590

Gly

Ser

Met

Val

Pro

670

Glu

Leu

GIn

Thr

Ser

750

Pro

Leu

Glu

Pro

Lys

830

GIn

Asn

Lys

Val

Asn

Lys

655

Pro

Pro

Ala

Glu

Glu

735

Ser

GIn

Arg

His

Asp

815

Ser

Ala

Glu

Arg

Thr

Ser

640

Cys

Glu

Ala

Glu

720

Phe

Pro

Lys

Ser

800

Val

GIn

Ala
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Lys

His

865

Asp

Lys

Lys

Glu

Ile

945

Ala

Arg

Lys

Arg

Ser

Leu

Leu

Ser

His
850

Leu

Leu

Asp

Ile

Ile
930

Ser

Asn

His

Lys

Thr
1010

Ser
1025

Leu
1040

Asn
1055

Pro
1070

Cys
1085

835

Arg

Ser

Pro

Pro

Leu

915

Ile

Pro

Lys

Lys

Ser
995

His His Ala Pro

Glu Ala Tyr Asn

Val Leu His Lys

GIn Thr Leu Pro

Asp His Asn GIn

Pro Pro Gly Leu

Phe

GIn

Ser

Pro

900

val

GIn

GIn

Pro

Ser

980

GIn

Ser

Asp

GIn

885

Ser

Gly

Asp

Asn

Gly

965

Leu

Phe

Trp

Thr

870

Asp

Asp

Arg

Thr

Ala

950

Lys

GIn

Leu

Met

855

Gly

Thr

Leu

Trp

Asp

935

Ser

GIn

Val

Ile

Leu

840

Lys

Ser

Gly

Leu

His

920

Glu

Arg

Ser

Arg

Lys Thr Arg Lys Lys Lys Lys Glu Lys

1000

Ser Pro Arg Thr

1015

Thr

Phe Ser Glu Arg

1030

Ser

Asn Glu Thr Ser

1045

Ser

Met Asp Phe Gly

1060

Asn

Ser Ser Asn Asp

1075

Tyr

GIn Thr Val Pro

1090
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Leu

Pro

Ser

Leu

905

Leu

Asp

Ala

Gly

GIn
985

Leu Ala

Ser Gly
875

Pro Ser
890

Leu Lys

Ala Ser

Thr Ala

Trp Gly
955

His Pro
970

Asp Gly

His

860

Met

Arg

GlIn

Glu

Val

940

Glu

Lys

Gly

845

Lys

Arg

Met

Ser

Lys

925

Asn

Ser

Phe

Lys

10

1020

Arg

1035

Leu

1050

Trp

1065

Thr

1080

Pro

1095

165

Val

Pro

Arg

Asn

910

Gly

Asn

Thr

Pro

Ser
990

05

Gly

Trp

Pro

895

Ser

Ser

Trp

Pro

Arg

975

Arg

Arg

Glu

880

Trp

Ser

Tyr

Leu

Leu

960

Val

Leu

Phe His Pro Leu

Leu Lys His

Pro Thr Asp

1le Ala Ser

Gly GIn Ala

Glu Glu His
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Tyr

Ser

Leu

GIn

Ser

Thr

Leu

Ser

Thr

Leu

Ser

Thr

Leu

Ser

Thr

Leu

Ser

GlIn
1100

Asp
1115

Glu
1130

Met
1145

Pro
1160

Asn
1175

Ile
1190

Pro
1205

Thr
1220

Ser
1235

Pro
1250

Asn
1265

Ser
1280

Pro
1295

Asn
1310

Gly
1325

Leu
1340

Thr

Pro

Tyr

Ser

Asp

Leu

GIn

Asp

Leu

GIn

Asp

Leu

GIn

Asp

Leu

GIn

Asp

Phe

Ser

Asp

Pro

Leu

Ser

Arg

Leu

Ser

Thr

Leu

Ser

Thr

Leu

Ser

Met

Leu

Pro

Arg

Ser

Ser

Pro

Asn

Ser

Leu

Asn

Ser

Pro

Asn

Ser

Pro

Pro

Ser

1le

Arg

Ser

Ser

GIn

Asp

Leu

His

Asp

Leu

Glu

Leu

His

Glu

Leu

GIn

GIn
1105

Ser
1120

His
1135

Glu
1150

Val
1165

Leu
1180

Ser
1195

Thr
1210

Leu
1225

Ser
1240

Thr
1255

Leu
1270

Ser
1285

Thr
1300

Leu
1315

Ser
1330

Thr
1345

Asp

Ser

Lys

Thr

Ser

Pro

Thr

Ser

Pro

Thr

Ser

Pro

Thr

Ser

Pro

Asn
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Pro

Ser

Ser

Glu

Leu

His

Ala

Leu

GIn

Ala

Leu

His

Ala

Leu

GIn

Asp

Leu

Asp

Pro

Phe

Val

Ser

Thr

Leu

Ser

Thr

Leu

Ser

Met

Leu

Ser

Thr

Pro

Ser

GIn

Glu

Pro

Trp

Pro

Thr

Gly

Pro

Asn

Gly

Leu

Thr

Gly

Leu

Asn

Ser

Pro

166

Met
1110

Leu
1125

Thr
1140

GIn
1155

Glu
1170

Leu
1185

GIn
1200

Asp
1215

Leu
1230

GIn
1245

Asp
1260

Leu
1275

GIn
1290

Asp
1305

Leu
1320

His
1335

Glu
1350

His

Ser

Asp

Thr

Leu

Ser

Met

Leu

Ser

Met

Phe

Ser

Met

Phe

Ser

Thr

Leu

Ser

Glu

Ile

Val

Ser

Pro

Pro

Ser

Pro

Pro

Ser

Pro

Pro

Ser

Pro

Thr

Ser

Thr

Met

Ser

Ile

GIn

Glu

Ile

His

Glu

Leu

GlIn

Glu

Ile

GIn

Ala

Leu

GIn
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Thr

Leu

Ser

Met

Ile

Pro

Ser

Leu

Phe

Lys

GIn

Asp

Arg

Gly

Asp

Asp

Lys

Asn
1355

Ser
1370

Pro
1385

Ser
1400

Ser
1415

Pro
1430

Leu
1445

Gly
1460

Leu
1475

Asp
1490

Ser
1505

Asp
1520

Asp
1535

Asn
1550

Tyr
1565

Asp
1580

Tyr
1595

Leu

GlIn

Asp

Leu

Asp

Asp

Leu

GIn

Ser

Gly

Ser

Pro

Pro

Arg

Ser

lle

Leu

Ser

Ile

Leu

Ser

Thr

Leu

Leu

Met

Lys

Thr

Glu

Tyr

Asp

Arg

Glu

Pro

Asp

Pro

Pro

Gly

Pro

Thr

Asp

GIn

Pro

Glu

Asp

Asp

Lys

Asn

Asn

Phe

Glu

Ser

Asp

Leu

Glu

Asp

Leu

GIn

Glu

Ser

Phe

Tyr

Asp

Thr

Ile

Tyr

Val

Asp

Thr

Leu
1360

Thr
1375

Thr
1390

Leu
1405

Leu
1420

Ile
1435

Phe
1450

Pro
1465

Asn
1480

Ile
1495

Tyr
1510

Asp
1525

Ala
1540

Tyr
1555

GIn
1570

Thr
1585

Phe
1600

Ser

Pro

Asp

Ser

Pro

Phe

Asn

Ser

Pro

Glu

Ala

Val

Ala

Ile

Arg

Thr

Thr
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Glu

Asp

Leu

GlIn

Asp

Tyr

Glu

Ser

Leu

Ile

Glu

Arg

Trp

Ala

Glu

Tyr

Lys

Met

Leu

Ser

val

Leu

Pro

Ser

Pro

Val

Ile

Ile

Thr

Tyr

Ala

Thr

Lys

Arg

Pro

Asp

Pro

Thr

Ser

Ser

Phe

Thr

Ile

Pro

Asp

Asn

Leu

Glu

Asp

Lys

Asp

167

Leu
1365

GIn
1380

Asn
1395

Leu
1410

GIn
1425

Glu
1440

Pro
1455

Leu
1470

Val
1485

Lys
1500

Tyr
1515

Ile
1530

Arg
1545

Glu
1560

Ile
1575

val
1590

Pro
1605

Phe

Met

Phe

Ser

1le

Ser

Tyr

Asn

Gly

Glu

Val

Asn

Ser

Ile

Glu

Val

Arg

Ala

Thr

Gly

Pro

Ser

Ser

Pro

Asp

Leu

Glu

Pro

Ser

Asn

Ser

Asp

Phe

Gly

Asp

Leu

GIn

Asp

Pro

GIn

Asp

Thr

Ser

Val

Tyr

Ser

Asn

Trp

Ser

Arg

Glu
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Tyr

val

Pro

Glu

Asp

Ala

Ala

Ser

Leu

Lys

Ser

Gly

Asn

GIn

Trp

Ser

Glu
1610

Asp
1625

Tyr
1640

Gly
1655

Asn
1670

Thr
1685

Trp
1700

Gly
1715

Lys
1730

Phe
1745

Ser
1760

His
1775

Leu
1790

Ile
1805

Thr
1820

Pro
1835

Lys

Glu

Asp

Ser

Lys

Ala

Glu

Ala

Leu

Asp

Met

Arg

Glu

Lys

Gly

Leu

Leu

Pro

Val

Leu

Thr

val

Arg

Tyr

Ile

Ser

Thr

Ser

Phe

Met

Gly

Leu

Leu

Gly

Leu

1le

Tyr

GIn

Ser

Tyr

Gly

Asn

Phe

Ser

Tyr

Ser

Glu

Pro

Trp

Gly

GIn

Ala

Glu

Pro

Gly

Ser

Pro

Met

Asp

Trp

Ala

Glu

GIn

Asn

Gly

Trp

1le
1615

Val
1630

His
1645

Asp
1660

Asn
1675

Pro
1690

Ala
1705

Leu
1720

Pro
1735

Glu
1750

Arg
1765

Ile
1780

GIn
1795

Asp
1810

Gly
1825

Ser
1840

Leu

Leu

Arg

Gly

Asp

Ser

Glu

Val

Leu

Met

Lys

Leu

Asn

Glu

Ile

Asn

Phe

Leu
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Gly

Phe

Leu

Ser

Ser

Ser

Asn

Ile

Asp

Lys

Thr

Gly

Trp

His

Lys

Lys

Asn

Pro

Lys

Ser

Pro

Tyr

Pro

Pro

Cys

Met

Ser

Ser

Met

Val

Val

GIn

Thr

Thr

Ile

Asn

Tyr

Glu

Thr

Gly

Glu

GIn

Arg

Trp

Ser

Ile

Arg

Val

Leu

Glu

168

Ile
1620

Leu
1635

Glu
1650

Trp
1665

Tyr
1680

Ser
1695

Lys
1710

Lys
1725

Glu
1740

Tyr
1755

Glu
1770

Tyr
1785

Leu
1800

His
1815

GIn
1830

Glu
1845

Val

Arg

Ala

Lys

Phe

Val

Ala

Asp

Gly

Phe

Tyr

Met

Ser

Phe

Leu

Met

Gly

Ala

Ser

Ser

Lys

Trp

Cys

Ile

Ile

Val

Glu

Lys

Leu

Leu

Gly

Lys

Glu

Glu

Arg

Ser

Glu

His

Arg

His

Leu

Leu

Lys

Lys

Pro

Leu

Gly

Val

Ala

Asn



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

GIn

Cys

GlIn

Ala

Lys

Met

Lys

Tyr

Thr

Ile

Arg

Glu

Met

Phe

Arg

Asn

1850

Arg
1865

Arg
1880

Ile
1895

Arg
1910

Leu
1925

GIn
1940

His
1955

Ser
1970

Arg
1985

Lys
2000

Ile
2015

Leu
2030

Glu
2045

Lys
2060

Leu
2075

Asn
2090

Ala

Met

Lys

Leu

Ala

Lys

Tyr

Ser

Asn

Glu

Ser

GlIn

Asn

Lys

Asn

Asn

Gly

Pro

Ala

Asn

Ala

Glu

Leu

Asn

Vval

Asn

Pro

Gly

Gly

Ser

Ala

Lys

Met

Met

Ser

Asn

Glu

Val

Lys

GIn

Met

GIn

Thr

Cys

Lys

Trp

GIn

GIn

GlIn

Gly

Glu

Gly

Phe

Ile

Ser

Ile

Tyr

Phe

Arg

Glu

Ile

Trp

Gly

Trp

1855

Thr
1870

Leu
1885

Phe
1900

Gly
1915

Ala
1930

Ile
1945

Cys
1960

Asn
1975

Phe
1990

Asp
2005

Ala
2020

Val
2035

Glu
2050

Gly
2065

Arg
2080

Leu
2095

Pro

Ser

Leu

Ser

Ser

Thr

Tyr

Trp

Asn

Pro

Tyr

Asn

Asn

Asp

val

Glu
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Phe

Thr

Gly

Tyr

Lys

Gly

Thr

GIn

Gly

Pro

Asn

Gly

Lys

Tyr

Asn

Ile

Leu

Gly

Tyr

Asn

Pro

Ile

Thr

Ile

Asn

Ile

Arg

Cys

GIn

Trp

Ala

Asp

Ile

Ile

Trp

Ala

Trp

GIn

Glu

Phe

Ser

Val

Pro

Ser

Ile

Glu

Trp

Leu

169

1860

Met
1875

Ile
1890

Glu
1905

Trp
1920

Ile
1935

Thr
1950

Phe
1965

Lys
1980

Asp
1995

Ala
2010

Thr
2025

Thr
2040

Thr
2055

Pro
2070

GIn
2085

Leu
2100

Asp

Ser

Pro

Ser

GIn

GIn

Tyr

Gly

Ala

Arg

Leu

Pro

Ala

Phe

Ala

Lys

Arg

Asp

Arg

Val

Val

Gly

Val

Asn

Ser

Tyr

Arg

Leu

Ser

Arg

Lys

1le

Asp

Ser

Leu

Glu

Asp

Ala

Ala

Ser

Thr

Leu

Gly

Ser

Ala

Ala

Lys
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Ile
2105

Lys Th

Glu Met

2120

Glu
2135

Val Tr

Phe Gl
2150

Ile

Phe Asn Pr

2165

Thr Trp As

2180

Ile
2195

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

156
1218
ADN
Homo

<400> 156
gcgaacgcgt

cagtgcagct
tggattagct
tgcaaagatc
tgcgaaaccc
tattgcagcg
ctggcggatg
ctggaaaaac
aaaggcgaat
accctgatta
tggcgcaacc
cagagccgcc
catgatattg
ctgtgcctgce
gtgagcggct
aacgtgccgce

ccgaacatta

Tyr

r Ala lle

Val Lys

p Lys Pro

u Gly Asn

o Pro lle

n GIn Ser

Tyr

sapiens

ttctggaaga
ttgaagaagc
atagcgatgg
agctgcagag
ataaagatga
atcataccgg
gcgtgagcetg
gcaacgcgag
gccecgtggea
acaccatttg
tgattgcggt
gcgtggegea
cgctgctgeg
cggaacgcac
ggggccagcet
gcctgatgac

ccgaatatat

Ile Thr

2110

Ser Tyr

2125

Tyr Arg

2140

Thr Asn

2155

Ile Ser

2170

Ala
2185

Ile

actgcgcccg
gcgcgaaatt
cgatcagtgc
ctatatttgc
tcagctgatt
caccaaacgc
caccccgacc
caaaccgcag
ggtgctgctg
ggtggtgagc
gctgggegaa
ggtgattatt
cctgcatcag
ctttagcgaa
gctggatcgce
ccaggattgc

gttttgcgeg

GIn

Thr

Leu

Thr

Arg

Leu

ES 2757930 T3

Gly Cys

Ile

Lys Ser

Lys Gly

Phe lle

Arg Leu

ggcagcctgg

tttaaagatg
gcgagcagcc
ttttgcctge
tgcgtgaacg
agctgccgcet
gtggaatatc
ggccgcattg
ctggtgaacg
gcggcgeatt
catgatctga
ccgagcacct
ccggtggtgce
cgcaccctgg
ggcgcgaccg
ctgcagcaga

ggctatagcg

Lys

Tyr

Ser

Arg

Glu

Ser Leu

2115

Ser Glu

2130

Met Val

2145

Val
2160

Lys

val lle

2175

Leu Phe

2190

aacgcgaatg
cggaacgcac
cgtgccagaa
cggcgtttga
aaaacggcgg
gccatgaagg
cgtgcggcaa
tgggcggcaa
gcgcgcagcet
gctttgataa
gcgaacatga
atgtgccggg
tgaccgatca
cgtttgtgcg
cgctggaact
gccgcaaagt

atggcagcaa

170

Ser Ser

GIn Gly

Asp Lys

Asn Phe

Pro Lys

Gly Cys

caaagaagaa
caaactgttt
cggcggeage
aggccgcaac
ctgcgaacag
ctatagcctg
aattccgatt
agtgtgcccg
gtgcggegge
aattaaaaac
tggcgatgaa
caccaccaac
tgtggtgccg
ctttagcctg
gatggtgctg
gggcgatagce

agatagctgc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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aaaggcgata gcggcggccc gcatgcgacc cattatcgcg gcacctggta tctgaccggc 1080
attgtgagct ggggccaggg ctgcgcgacc gtgggccatt ttggcgtgta tacccgcgtg 1140
agccagtata ttgaatggct gcagaaactg atgcgcagcg aaccgcgccc gggcgtgctg 1200
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ctgcgegege cgtttecg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Ala Asn
1

Cys Lys

Asp Ala

GIn Cys
50

Leu GIn
65

Cys Glu

Gly Cys

Arg Cys

Pro Thr

130

Asn Ala

145

Lys Gly

Leu Cys

His Cys

157
406
PRT
Homo

157

Ala

Glu

Glu

35

Ala

Ser

Thr

Glu

His

115

Val

Ser

Glu

Gly

Phe
195

sapiens

Phe Leu
5

Glu GIn
20

Arg Thr

Ser Ser

Tyr lle

85

GIn Tyr
100

Glu Gly

Glu Tyr

Lys Pro

Cys Pro
165

Gly Thr
180

Asp Lys

Glu

Cys

Lys

Pro

Cys

70

Asp

Cys

Tyr

Pro

GIn

150

Trp

Leu

Ile

Glu

Ser

Leu

Cys

55

Phe

Asp

Ser

Ser

Cys

135

Gly

GIn

Ile

Lys

Leu

Phe

Phe

40

GIn

Cys

GIn

Asp

Leu

120

Gly

Arg

Val

Asn

Asn
200

Arg

Glu

25

Trp

Asn

Leu

Leu

His

105

Leu

Lys

Ile

Leu

Thr

185

Trp

Pro

10

Glu

Ile

Gly

Pro

Ile

90

Thr

Ala

Ile

Val

Leu

170

Ile

Arg

Gly

Ala

Ser

Gly

Ala

75

Cys

Gly

Asp

Pro

Gly

155

Leu

Trp

Asn

Ser

Arg

Tyr

Ser

60

Phe

Val

Thr

Gly

Ile

140

Gly

Val

val

Leu

171

Leu

Glu

Ser

45

Cys

Glu

Asn

Lys

Val

125

Leu

Lys

Asn

val

Ile
205

Glu

Ile

30

Asp

Lys

Gly

Glu

Arg

110

Ser

Glu

Val

Gly

Ser

190

Ala

Arg

15

Phe

Gly

Asp

Arg

Asn

95

Ser

Cys

Lys

Cys

Ala

175

Ala

val

Lys

Asp

GIn

Asn

80

Gly

Cys

Thr

Arg

Pro

160

GIn

Ala

Leu

1218
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Gly Glu His
210

Val Ala GIn
225

His Asp lle

His val Val

Leu Ala Phe
275

Asp Arg Gly
290

Leu Met Thr
305

Pro Asn lle

Lys Asp Ser

Arg Gly Thr
355

Ala Thr Val
370

Glu Trp Leu
385

Leu Arg Ala

<210> 158
<211> 6996
<212> ADN
<213> Homo

<400> 158
gcgacccgcec

ctgggcgaac
aacaccagcg

attgcgaaac

Asp

val

Ala

Pro

260

Val

Ala

GIn

Thr

Cys

340

Trp

Gly

GIn

Pro

Leu

Ile

Leu

245

Leu

Arg

Thr

Asp

Glu

325

Lys

Tyr

His

Lys

Phe
405

sapiens

Ser

Ile

230

Leu

Cys

Phe

Ala

Cys

310

Tyr

Gly

Leu

Phe

Leu

390

Pro

Glu

215

Pro

Arg

Leu

Ser

Leu

295

Leu

Met

Asp

Thr

Gly

375

Met

Ser

Leu

Pro

Leu

280

Glu

GIn

Phe

Ser

Gly

360

val

Arg

ES 2757930 T3

Asp

Thr

Glu

265

Val

Leu

GIn

Cys

Gly

345

Ile

Tyr

Ser

Gly

Tyr

GIn

250

Arg

Ser

Met

Ser

Ala

330

Gly

val

Thr

Glu

Asp

val

235

Pro

Thr

Gly

Val

Arg

315

Gly

Pro

Ser

Arg

Pro
395

gctattatct gggcgcggtg gaactgagcet

tgccggtgga tgcgegettt ccgecgegeg

tggtgtataa aaaaaccctg tttgtggaat

cgcgeccgec gtggatggge ctgctgggece

Glu GIn Ser Arg Arg
220

Pro Gly Thr Thr Asn
240

Val Val Leu Thr Asp
255

Phe Ser Glu Arg Thr
270

Trp Gly GIn Leu Leu
285

Leu Asn Val Pro Arg
300

Lys Val Gly Asp Ser
320

Tyr Ser Asp Gly Ser
335

His Ala Thr His Tyr
350

Trp Gly GIn Gly Cys
365

Val Ser GIn Tyr lle
380

Arg Pro Gly Val Leu
400

gggattatat gcagagcgat
tgccgaaaag ctttccgttt
ttaccgatca tctgtttaac

cgaccattca ggcggaagtg

172

60

120

180

240
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tatgataccg
gtgggcgtga
cgcgaaaaag
ctgaaagaaa
catgtggatc
gaaggcagcc
gtgtttgatg
gatgcggcga
agcctgecegg
ggcaccaccc
catcgccagg
atggatctgg
gaagcgtatg
gaagaagcgg
gatgatgata
acctgggtgc
gcgecggatg
cgcaaatata
gcgattcagc
ctgctgatta
accgatgtgc
tttccgattc
ccgaccaaaa
cgcgatctgg
cagcgcggea
gaaaaccgca
gtgcagctgg
gtgtttgata
agcattggcg
aaaatggtgt
agcatggaaa
ggcatgaccg

gatagctatg

tggtgattac
gctattggaa
aagatgataa
acggcccgat
tggtgaaaga
tggcgaaaga
aaggcaaaag
gcgcgegegce
gcctgattgg
cggaagtgca
cgagcctgga
gccagtttct
tgaaagtgga
aagattatga
acagcccgag
attatattgc
atcgcagcta
aaaaagtgcg
atgaaagcgg
tttttaaaaa
gccecgetgta
tgccgggcga
gcgatccgeg
cgagcggcct
accagattat
gctggtatct
aagatccgga
gcctgcagcet
cgcagaccga
atgaagatac
acccgggcect
cgctgctgaa

aagatattag

cctgaaaaac
agcgagcgaa
agtgtttccg
ggcgagcgat
tctgaacagc
aaaaacccag
ctggcatagc
gtggccgaaa
ctgccatcgce
tagcattttt
aattagcccg
gctgttttgc
tagctgcccg
tgatgatctg
ctttattcag
ggcggaagaa
taaaagccag
ctttatggcg
cattctgggc
ccaggcgagc
tagccgecgce
aatttttaaa
ctgcctgacc
gattggcccg
gagcgataaa
gaccgaaaac
atttcaggcg
gagcgtgtgce
ttttctgage
cctgaccctg
gtggattctg
agtgagcagc

cgcgtatctg
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atggcgagcc
ggcgcggaat
ggcggcagcec
ccgectgtgec
ggcctgattg
accctgcata
gaaaccaaaa
atgcataccg
aaaagcgtgt
ctggaaggcc
attacctttc
catattagca
gaagaaccgc
accgatagcg
attcgcagcg
gaagattggg
tatctgaaca
tataccgatg
ccgectgetgt
cgcccgtata
ctgccgaaag
tataaatgga
cgctattata
ctgctgattt
cgcaacgtga
attcagcgct
agcaacatta
ctgcatgaag
gtgtttttta
tttccgttta
ggctgccata
tgcgataaaa

ctgagcaaaa

atccggtgag
atgatgatca
atacctatgt
tgacctatag
gcgegetget
aatttattct
acagcctgat
tgaacggcta
attggcatgt
atacctttct
tgaccgcgcea
gccatcagca
agctgcgcat
aaatggatgt
tggcgaaaaa
attatgcgcc
acggcccgcea
aaacctttaa
atggcgaagt
acatttatcc
gcgtgaaaca
ccgtgaccgt
gcagctttgt
gctataaaga
ttctgtttag
ttctgccgaa
tgcatagcat
tggcgtattg
gcggctatac
gcggcgaaac
acagcgattt
acaccggcga

acaacgcgat

173

cctgcatgcg
gaccagccag
gtggcaggtg
ctatctgagc
ggtgtgcege
gctgtttgcg
gcaggatcgc
tgtgaaccgc
gattggcatg
ggtgcgcaac
gaccctgctg
tgatggcatg
gaaaaacaac
ggtgcgcettt
acatccgaaa
gctggtgctg
gcgcattggce
aacccgcgaa
gggcgatacc
gcatggcatt
tctgaaagat
ggaagatggc
gaacatggaa
aagcgtggat
cgtgtttgat
cccggcegggce
taacggctat
gtatattctg
ctttaaacat
cgtgtttatg
tcgcaaccgce
ttattatgaa

tgaaccgcgce

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220
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agctttagcc
attccggaaa
aaaattcaga
catggcctga
agcccgggeg
ctgcatcata
gaaaaactgg
accagcaaca
accagcagcc
ctgtttggca
gaaaacaacg
ggcaaaaacg
ccggegetge
aacaaaacca
ctgattgaaa
aaagtgaccc
ctgaaccata
aaagaaggcc
tttctgccgy
ggccagggcec
cagaactttc
gtgggcctga
aacctgcatg
aaagaaaccc
aaaaacttta
gatggcgegt
accaaaaaac
ggcaaccaga
accagccagc
ccgctggaag
agcaaaaaca
gaaaaaggcg
ccgcaggcega

ccgatttatc

agaacagccg
acgatattga
acgtgagcag
gcctgagcga
cgattgatag
gcggcgatat
gcaccaccgc
acctgattag
tgggcccgcece
aaaaaagcag
atagcaaact
tgagcagcac
tgaccaaaga
gcaacaacag
acagcccgag
cgctgattca
tgagcaacaa
cgattccgec
aaagcgcgcg
cgagcccgaa
tgagcgaaaa
aagaaatggt
aaaacaacac
tgattcagga
tgaaaaacct
atgcgccggt
ataccgcgca
ccaaacagat
agaactttgt
aaaccgaact
tgaaacatct
cgattaccca
accgcagccc

tgacccgegt

ccatccgagc
aaaaaccgat
cagcgatctg
tctgcaggaa
caacaacagc
ggtgtttacc
ggcgaccgaa
caccattccg
gagcatgccg
cccgcetgacc
gctggaaagc
cgaaagcggc
taacgcgctg
cgcgaccaac
cgtgtggcag
tgatcgcatg
aaccaccagc
ggatgcgcag
ctggattcag
acagctggtg
aaacaaagtg
gtttccgagce
ccataaccag
aaacgtggtg
gtttctgctg
gctgcaggat
ttttagcaaa
tgtggaaaaa
gacccagcgc
ggaaaaacgc
gaccccgagc
gagcccgcetg
gctgccgatt

gctgtttcag
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acccgccaga
ccgtggtttg
ctgatgctgc
gcgaaatatg
ctgagcgaaa
ccggaaagcg
ctgaaaaaac
agcgataacc
gtgcattatg
gaaagcggceg
ggcctgatga
cgcctgttta
tttaaagtga
cgcaaaaccc
aacattctgg
ctgatggata
agcaaaaaca
aacccggata
cgcacccatg
agcctgggec
gtggtgggca
agccgcaacc
gaaaaaaaaa
ctgccgcaga
agcacccgcc
tttcgcagece
aaaggcgaag
tatgcgtgca
agcaaacgcg
attattgtgg
accctgaccc
agcgattgcc
gcgaaagtga

gataacagca

aacagtttaa
cgcatcgcac
tgcgccagag
aaacctttag
tgacccattt
gcctgcaget
tggattttaa
tggcggcggag
atagccagct
gcccgctgag
acagccagga
aaggcaaacg
gcattagcct
atattgatgg
aaagcgatac
aaaacgcgac
tggaaatggt
tgagcttttt
gcaaaaacag
cggaaaaaag
aaggcgaatt
tgtttctgac
ttcaggaaga
ttcataccgt
agaacgtgga
tgaacgatag
aagaaaacct
ccacccgcat
cgctgaaaca
atgataccag
agattgatta
tgacccgcag
gcagctttcc

gccatctgec

174

cgcgaccacc
cccgatgcecg
cccgaccccg
cgatgatccg
tcgcccgeag
gcgcctgaac
agtgagcagc
caccgataac
ggataccacc
cctgagcgaa
aagcagctgg
cgcgcatggce
gctgaaaacc
cccgagcectg
cgaatttaaa
cgcgctgcege
gcagcagaaa
taaaatgctg
cctgaacagc
cgtggaaggc
taccaaagat
caacctggat
aattgaaaaa
gaccggcacc
aggcagctat
caccaaccgc
ggaaggcctg
tagcccgaac
gtttcgcctg
cacccagtgg
taacgaaaaa
ccatagcatt
gagcattcgc

ggcggcgage

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260
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tatcgcaaaa
aacaacctga
agcctgggca
ccgaaaccgg
tatcagaaag
gtggaaggca
ccgggcaaag
ctgctggatc
aaaagccagg
ctgaacgcgt
gaaattgaag
ccggtgctga
gaaattgatt
gatgaagatg
gcggeggtgg
cgcgcgcaga
ggcagcttta
ccgtatattc
cgcccgtata
gaaccgcgca
catcatatgg
gtggatctgg
aacaccctga
accatttttg
gcgecgtgea
attaacggct
cgctggtatc
catgtgttta
ggcgtgtttg
ctgattggcg
tgccagaccc

ggccagtatg

gcgtggagca

aagatagcgg
gcctggegat
ccagcgcgac
atctgccgaa
atctgtttcc
gcctgetgea
tgccgtttct
cgctggcgtg
aaaaaagccc
gcgaaagcaa
tgacctgggc
aacgccatca
atgatgatac
aaaaccagag
aacgcctgtg
gcggcagegt
cccagccgct
gcgcggaagt
gcttttatag
aaaactttgt
cgccgaccaa
aaaaagatgt
acccggcgcea
atgaaaccaa
acattcagat
atattatgga
tgctgagcat
ccgtgcgcaa
aaaccgtgga
aacatctgca
cgctgggcat
gccagtgggc

CCaaagaacc

cgtgcaggaa
tctgaccctg
caacagcgtg
aaccagcggc
gaccgaaacc
gggcaccgaa
gcgegtggeg
ggataaccat
ggaaaaaacc
ccatgcgatt
gaaacagggc
gcgcgaaatt
cattagcgtg
cccgegeagce
ggattatggc
gccgeagttt
gtatcgcggc
ggaagataac
cagcctgatt
gaaaccgaac
agatgaattt
gcatagcggc
tggccgecag
aagctggtat
ggaagatccg
taccctgccg
gggcagcaac
aaaagaagaa
aatgctgccg
tgcgggcatg
ggcgagceggce
gccgaaactg

gtttagctgg
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agcagccatt
gaaatgaccg
acctataaaa
aaagtggaac
agcaacggca
ggcgcgatta
accgaaagca
tatggcaccc
gcgtttaaaa
gcggcgatta
cgcaccgaac
acccgcacca
gaaatgaaaa
tttcagaaaa
atgagcagca
aaaaaagtgg
gaactgaacg
attatggtga
agctatgaag
gaaaccaaaa
gattgcaaag
ctgattggcc
gtgaccgtgc
tttaccgaaa
acctttaaag
ggcctggtga
gaaaacattc
tataaaatgg
agcaaagcgg
agcaccctgt
catattcgcg
gcgcgectgce

attaaagtgg

ttctgcaggg
gcgatcagcg
aagtggaaaa
tgctgccgaa
gcccgggeca
aatggaacga
gcgcgaaaac
agattccgaa
aaaaagatac
acgaaggcca
gcctgtgcag
ccctgcagag
aagaagattt
aaacccgcca
gcccgecatgt
tgtttcagga
aacatctggg
cctttcgcaa
aagatcagcg
cctatttttg
cgtgggcgta
cgctgctggt
aggaatttgc
acatggaacg
aaaactatcg
tggcgcagga
atagcattca
cgctgtataa
gcatttggcg
ttctggtgta
attttcagat
attatagcgg

atctgctggc

175

cgcgaaaaaa
cgaagtgggc
caccgtgctg
agtgcatatt
tctggatctg
agcgaaccgc
cccgagcaaa
agaagaatgg
cattctgagc
gaacaaaccg
ccagaacccg
cgatcaggaa
tgatatttat
ttattttatt
gctgcgcaac
atttaccgat
cctgctgggce
ccaggcgagc
ccagggcgcg
gaaagtgcag
ttttagcgat
gtgccatacc
gctgtttttt
caactgccgc
ctttcatgcg
tcagcgcatt
ttttagcggce
cctgtatccg
cgtggaatgc
tagcaacaaa
taccgcgagce
cagcattaac

gccgatgatt

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240
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attcatggca
tttattatta
ggcaccctga
aacccgccga
accctgcgca
gaaagcaaag
gcgacctgga
ccgcaggtga
accggcgtga
ctgattagca
aaagtgtttc
ctgctgaccc
atggaagtgc
<210>
<211>

<212>
<213>

159
2332
PRT
Homo
<400> 159

Ala Thr Arg
1

Met GIn

Val Pro

35

Arg

Thr Leu Phe

50

Arg Pro Pro

65

Tyr Asp

Ser Leu

Glu Tyr Asp

115

Phe Pro

Ser

Thr

Gly

ttaaaaccca
tgtatagcct
tggtgttttt
ttattgcgcg
tggaactgat
cgattagcga
gcccgagcaa
acaacccgaa
ccacccaggg
gcagccagga
agggcaacca

gctatctgcg

tgggctgcga

sapiens

Arg Tyr
5

Asp Leu

20

Lys Ser

val Glu
Met

Trp

Val
85

Val

Ala Val

100

Asp GIn

Gly Ser

Tyr

Gly

Phe

Phe

Gly

70

Ile

Gly

Thr

gggcgegege
ggatggcaaa
tggcaacgtg
ctatattcgc
gggctgcgat
tgcgcagatt
agcgcgectg
agaatggctg
cgtgaaaagc
tggccatcag
ggatagcttt
cattcatccg

agcgcaggat

Leu Gly

Glu

Leu

Phe
40

Pro

Thr
55

Asp
Leu Leu
Thr Leu
Val

Ser

Gln
120

Ser

Thr Tyr

ES 2757930 T3

cagaaattta
aaatggcaga
gatagcagcg
ctgcatccga
ctgaacagct
accgcgagca
catctgcagg
caggtggatt
ctgctgacca
tggaccctgt
accccggtgg
cagagctggg

ctgtat

Ala Val

10

Glu

Pro Vval

25

Asp

Asn Thr Ser

Phe

Leu

Thr
75

Gly Pro

Asn Met

90

Lys

Tyr
105

Trp Lys

Arg Glu Lys

Val Trp GIn

gcagcctgta
cctatcgcgg
gcattaaaca
cccattatag
gcagcatgcc
gctattttac
gccgcagcaa
ttcagaaaac
gcatgtatgt
tttttcagaa
tgaacagcct

tgcatcagat

Leu Ser Trp

Ala Phe

30

Arg

val Val

45

Tyr

Asn lle Ala

60

Ile GIn Ala

Ala Ser His

Glu
110

Ala Ser

Glu Asp

125

Asp

Val Leu Lys

176

tattagccag
caacagcacc
taacattttt
cattcgcagc
gctgggcatg
caacatgttt
cgcgtggege
catgaaagtg
gaaagaattt
cggcaaagtg
ggatccgcecg

tgcgctgcegce

Asp Tyr

Pro Pro

Lys Lys

Lys Pro

Glu Vval

80

Pro Vval

95

Gly Ala

Val

Lys

Glu Asn

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

6996
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Gly
145

Leu

Ala

225

Ser

Val

Gly

Ser

GIn

305

Glu

Met

Ser

Ile

Tyr
385

130

Pro

Val

Val

Lys

Ser

210

Arg

Leu

Ile

Pro

290

Phe

Ala

Lys

Glu

GIn

370

Ile

Met

Asp

Cys

Phe

195

Glu

Ala

Pro

Gly

Thr

275

Ile

Leu

Tyr

Asn

Met

355

Ile

Ala

Ala

Leu

Arg

180

Ile

Thr

Trp

Gly

Met

260

Phe

Thr

Leu

Val

Asn

340

Asp

Arg

Ala

Ser

Val

165

Glu

Leu

Lys

Pro

Leu

245

Gly

Leu

Phe

Phe

Lys

325

Glu

Val

Ser

Glu

Asp

150

Lys

Gly

Leu

Asn

Lys

230

Ile

Thr

Val

Leu

Cys

310

Val

Glu

Val

val

Glu
390

135

Pro

Asp

Ser

Phe

Ser

215

Met

Gly

Thr

Arg

Thr

295

Asp

Ala

Arg

Ala

375

Glu

Leu

Leu

Leu

Ala

200

Leu

Cys

Pro

Asn

280

Ala

Ile

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Asp

ES 2757930 T3

Cys

Asn

Ala

185

val

Met

Thr

GIn

Ser

Cys

Asp

345

Asp

Lys

Trp

Leu

Ser

170

Lys

Phe

GIn

Val

Arg

250

Val

Arg

Thr

Ser

Pro

330

Tyr

Asp

Asp

Thr

155

Gly

Glu

Asp

Asp

Asn

235

Lys

GIn

Leu

His

315

Glu

Asp

Asp

Pro

Tyr
395

140

Tyr

Leu

Lys

Glu

Arg

220

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu

300

GIn

Glu

Asp

Asn

Lys

380

Ala

177

Ser

Ile

Thr

Gly

205

Asp

Tyr

Val

Ile

Ser

285

Met

Pro

Asp

Ser

365

Thr

Pro

Tyr

Gly

GIn

190

Lys

Ala

Val

Tyr

Phe

270

Leu

Asp

Asp

GIn

Leu

350

Pro

Trp

Leu

Leu

Ala

175

Thr

Ser

Ala

Asn

Trp

255

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

335

Thr

Ser

val

val

Ser

160

Leu

Leu

Trp

Ser

Arg

240

His

Glu

Gly

Met

320

Arg

Asp

Phe

His

Leu
400
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Ala

GIn

Asp

Leu

Phe

465

Thr

Trp

Leu

Ser

545

GIn

Ser

Arg

GIn

Leu

625

Ser

Thr

Pro

Arg

Glu

Gly

450

Lys

Asp

Leu

Thr

Thr

530

Gly

Arg

Val

Phe

Ala

610

GIn

Ile

Phe

Asp

Ile

Thr

435

Pro

Asn

Val

Lys

Val

515

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Leu

Gly

Lys

Asp

Gly

420

Phe

Leu

GIn

Arg

Asp

500

Thr

Tyr

Ile

Asn

Asp

580

Pro

Asn

Ser

Ala

His
660

Arg

405

Arg

Lys

Leu

Ala

Pro

485

Phe

Val

Tyr

Gly

GlIn

565

Glu

Asn

Ile

Val

GIn

645

Lys

Ser

Lys

Thr

Tyr

Ser

470

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro

550

Ile

Asn

Pro

Met

Cys

630

Thr

Met

Tyr

Tyr

Arg

Gly

455

Arg

Tyr

Ile

Asp

Ser

535

Leu

Met

Arg

Ala

His

615

Leu

Asp

Val

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Pro

Ser

Leu

Gly

520

Phe

Leu

Ser

Ser

Gly

600

Ser

Phe

Tyr
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Ser

Lys

425

Ala

Val

Tyr

Arg

Pro

505

Pro

Val

Ile

Asp

Trp

585

Val

Ile

Glu

Leu

Glu
665

GIn

410

val

Ile

Gly

Asn

Arg

490

Gly

Thr

Asn

Cys

Lys

570

Tyr

GIn

Asn

Val

Ser

650

Asp

Tyr

Arg

GIn

Asp

Ile

475

Leu

Glu

Lys

Met

Tyr

555

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

635

Val

Thr

Leu

Phe

Thr

460

Tyr

Pro

Ile

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Thr

Glu

Tyr

620

Tyr

Phe

Leu

178

Asn

Met

Glu

445

Leu

Pro

Lys

Phe

Asp

525

Arg

Glu

val

Glu

Asp

605

Val

Trp

Phe

Thr

Asn

Ala

430

Ser

Leu

Gly

Lys

510

Pro

Asp

Ser

Ile

Asn

590

Pro

Phe

Tyr

Ser

Leu
670

Gly

415

Tyr

Gly

Ile

Gly

Val

495

Tyr

Arg

Leu

val

Leu

575

Ile

Glu

Asp

Ile

Gly

655

Phe

Pro

Thr

Ile

480

Lys

Lys

Cys

Asp
560

Phe

Phe

Ser

Leu

640

Tyr

Pro
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Phe

Ile

Leu

705

Asp

Ile

GIn

Thr

Val

785

Ser

Glu

Phe

Thr

865

Thr

Gly

Tyr

Leu

Ser

Leu

690

Leu

Ser

Glu

Lys

Asp

770

Ser

Gly

Asp

Met

Thr

850

Thr

Ser

Thr

Asp

Thr
930

Gly

675

Gly

Lys

Tyr

Pro

GIn

755

Pro

Ser

Leu

Asp

Thr

835

Pro

Ala

Asn

Asp

Ser

915

Glu

Glu

Cys

Val

Glu

Arg

740

Phe

Trp

Ser

Ser

Pro

820

Glu

Ala

Asn

Asn

900

GIn

Ser

Thr

Ser

Asp

725

Ser

Asn

Phe

Asp

Leu

805

Ser

Phe

Ser

Thr

Leu

885

Thr

Leu

Gly

Val

Asn

Ser

710

Ile

Phe

Ala

Ala

Leu

790

Ser

Pro

Arg

Gly

Glu

870

Ile

Ser

Asp

Gly

Phe

Ser

695

Cys

Ser

Ser

Thr

His

775

Leu

Asp

Gly

Pro

Leu

855

Leu

Ser

Ser

Thr

Pro
935

Met

680

Asp

Asp

Ala

GIn

Thr

760

Arg

Met

Leu

Ala

GIn

840

GIn

Lys

Thr

Leu

Thr

920

Leu
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Ser

Phe

Lys

Tyr

Asn

745

Ile

Thr

Leu

GIn

Ile

825

Leu

Leu

Lys

Ile

Gly

905

Leu

Ser

Met

Arg

Asn

Leu

730

Ser

Pro

Pro

Leu

Glu

810

Asp

Arg

Leu

Pro

890

Pro

Phe

Leu

Glu

Asn

Thr

715

Leu

Arg

Glu

Met

Arg

795

Ala

Ser

His

Leu

Asp

875

Ser

Pro

Gly

Ser

Asn

Arg

700

Gly

Ser

Asn

Pro

780

GIn

Lys

Asn

Ser

Asn

860

Phe

Asp

Ser

Lys

Glu
940

179

Pro

685

Gly

Asp

Lys

Pro

Asp

765

Lys

Ser

Tyr

Asn

Gly

845

Glu

Lys

Asn

Met

Lys

925

Glu

Gly

Met

Tyr

Asn

Ser

750

Ile

Ile

Pro

Glu

Ser

830

Asp

Lys

Val

Leu

Pro

910

Ser

Asn

Leu

Thr

Tyr

Asn

735

Thr

Glu

GIn

Thr

Thr

815

Leu

Met

Leu

Ser

Ala

895

Val

Ser

Asn

Trp

Ala

Glu

720

Ala

Arg

Lys

Asn

Pro

800

Phe

Ser

Val

Gly

Ser

880

Ala

Pro

Asp
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Ser

945

Gly

Arg

Val

Thr

Asn

Phe

Lys

Thr

Pro

Met

Gly

Leu

Leu

Lys

Leu

Asn

ES 2757930 T3

Lys Leu Leu Glu Ser Gly Leu Met Asn Ser GIn Glu Ser Ser Trp
950 955 960

Lys Asn Val Ser Ser Thr Glu Ser Gly Arg Leu Phe Lys Gly Lys
965 970 975

Ala His Gly Pro Ala Leu Leu Thr Lys Asp Asn Ala Leu Phe Lys
980 985 990

Ser Ile Ser Leu Leu Lys Thr Asn Lys Thr Ser Asn Asn Ser Ala
995 1000 1005

Asn Arg Lys Thr His Ile Asp Gly Pro Ser Leu Leu lle Glu
1010 1015 1020

Ser Pro Ser Val Trp GIn Asn lle Leu Glu Ser Asp Thr Glu
1025 1030 1035

Lys Lys Val Thr Pro Leu 1le His Asp Arg Met Leu Met Asp
1040 1045 1050

Asn Ala Thr Ala Leu Arg Leu Asn His Met Ser Asn Lys Thr
1055 1060 1065

Ser Ser Lys Asn Met Glu Met Val GIn GIn Lys Lys Glu Gly
1070 1075 1080

Ile Pro Pro Asp Ala GIn Asn Pro Asp Met Ser Phe Phe Lys
1085 1090 1095

Leu Phe Leu Pro Glu Ser Ala Arg Trp lle GIn Arg Thr His
1100 1105 1110

Lys Asn Ser Leu Asn Ser Gly GIn Gly Pro Ser Pro Lys GIn
1115 1120 1125

Val Ser Leu Gly Pro Glu Lys Ser Val Glu Gly GIn Asn Phe
1130 1135 1140

Ser Glu Lys Asn Lys val Val Vval Gly Lys Gly Glu Phe Thr
1145 1150 1155

Asp Val Gly Leu Lys Glu Met Val Phe Pro Ser Ser Arg Asn
1160 1165 1170

Phe Leu Thr Asn Leu Asp Asn Leu His Glu Asn Asn Thr His
1175 1180 1185

GIn Glu Lys Lys Ile GIn Glu Glu 1le Glu Lys Lys Glu Thr

180
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Leu

Gly

GlIn

GIn

Gly

Thr

GIn

Glu

GIn

GIn

Pro

Asn

Ile

Ser

GIn

1190

Ile
1205

Thr
1220

Asn
1235

Asp
1250

Thr
1265

Leu
1280

Thr
1295

Arg
1310

Thr
1325

Trp
1340

Ile
1355

Leu
1370

Arg
1385

Arg
1400

His
1415

Glu
1430

GlIn

Lys

Val

Phe

Ala

Gly

Arg

Ser

Glu

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

Leu

Ser

Glu

Asn

Glu

Arg

Asn

Ile

Lys

Leu

Lys

Tyr

Asp

Pro

Ile

Pro

Ser

Asn

Phe

Gly

Ser

Phe

GIn

Ser

Arg

Glu

Asn

Asn

Cys

Leu

Tyr

Ala

Val

Met

Ser

Leu

Ser

Thr

Pro

Ala

Lys

Met

Glu

Leu

Pro

Leu

Ala

Phe

1195

Val
1210

Lys
1225

Tyr
1240

Asn
1255

Lys
1270

Lys
1285

Asn
1300

Leu
1315

Arg
1330

Lys
1345

Lys
1360

Thr
1375

Ile
1390

Thr
1405

Ser
1420

Leu
1435

Leu

Asn

Asp

Asp

Lys

GIn

Thr

Lys

Ile

Glu

Arg

Ala

Arg

Tyr

GIn
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Pro

Leu

Gly

Ser

Gly

Ile

Ser

GIn

Ile

Leu

Lys

Ser

Lys

Val

Arg

Gly

GIn

Phe

Ala

Thr

Glu

Val

GIn

Phe

Val

Thr

Val

Leu

Lys

Ala

Ile

Leu

Tyr

Asn

Glu

Glu

GIn

Arg

Asp

Pro

Ala

Ser

Ser

Phe

Lys

Lys

181

1200

His
1215

Leu
1230

Ala
1245

Arg
1260

Glu
1275

Lys
1290

Asn
1305

Leu
1320

Asp
1335

Ser
1350

Ile
1365

Ile
1380

Ser
1395

GIn
1410

Asp
1425

Lys
1440

Thr

Ser

Pro

Thr

Asn

Tyr

Phe

Pro

Thr

Thr

Thr

Pro

Phe

Asp

Ser

Asn

Val

Thr

Val

Lys

Leu

Ala

Val

Leu

Ser

Leu

GIn

GlIn

Pro

Asn

Gly

Asn

Thr

Arg

Leu

Lys

Glu

Cys

Thr

Glu

Thr

Thr

Ser

Ala

Ser

Ser

Val

Leu
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Ser

val

Lys

Ser

Asp

Asp

Lys

Val

Pro

Glu

Lys

Ala

Val

Asn

Thr

Ser

Glu

Leu
1445

Gly
1460

Val
1475

Gly
1490

Leu
1505

Leu
1520

Trp
1535

Ala
1550

Leu
1565

Trp
1580

Lys
1595

Ile
1610

Thr
1625

Pro
1640

Leu
1655

Val
1670

Asn
1685

Ala

Ser

Glu

Lys

Phe

Val

Asn

Thr

Ala

Lys

Asp

Ala

Trp

Pro

GIn

Glu

GIn

1le

Leu

Asn

Val

Pro

Glu

Glu

Glu

Trp

Ser

Thr

Ala

Ala

Vval

Ser

Met

Ser

Leu

Gly

Thr

Glu

Thr

Gly

Ala

Ser

Asp

GIn

lle

Ile

Lys

Leu

Asp

Lys

Pro

Thr

Thr

Val

Leu

Glu

Ser

Asn

Ser

Asn

Glu

Leu

Asn

GIn

Lys

GIn

Lys

Arg

Leu
1450

Ser
1465

Leu
1480

Leu
1495

Thr
1510

Leu
1525

Arg
1540

Ala
1555

His
1570

Lys
1585

Ser
1600

Glu
1615

Gly
1630

Arg
1645

Glu
1660

Glu
1675

Ser
1690

Glu

Ala

Pro

Pro

Ser

Leu

Pro

Lys

Tyr

Ser

Leu

Gly

Arg

Glu

Asp

Phe
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Met

Thr

Lys

Lys

Asn

GIn

Gly

Thr

Gly

Pro

Asn

GIn

Thr

GIn

Ile

Phe

GIn

Thr

Asn

Pro

Val

Gly

Gly

Lys

Pro

Thr

Glu

Ala

Asn

Glu

Arg

Asp

Asp

Lys

Gly

Ser

Asp

Ser

Thr

Val

Ser

GIn

Lys

Cys

Lys

Arg

Glu

Tyr

Ile

Lys

182

Asp
1455

val
1470

Leu
1485

Ile
1500

Pro
1515

Glu
1530

Pro
1545

Lys
1560

Ile
1575

Thr
1590

Glu
1605

Pro
1620

Leu
1635

Ile
1650

Asp
1665

Tyr
1680

Thr
1695

GlIn

Thr

Pro

Tyr

Gly

Gly

Phe

Leu

Pro

Ala

Ser

Glu

Cys

Thr

Asp

Asp

Arg

Arg

Tyr

Lys

GIn

His

Ala

Leu

Leu

Lys

Phe

Asn

1le

Ser

Arg

Thr

Glu

Glu

Lys

Thr

Lys

Leu

Ile

Arg

Asp

Glu

Glu

GIn

Thr

Ile

Asp

Tyr
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Phe

Ser

GlIn

Thr

Leu

Thr

Leu

Lys

Val

Ala

Ser

Asn

Phe

Asn

Asp

Tyr

Arg

Ile
1700

Pro
1715

Phe
1730

GIn
1745

Gly
1760

Phe
1775

Ile
1790

Asn
1805

GIn
1820

Trp
1835

Gly
1850

Pro
1865

Phe
1880

Met
1895

Pro
1910

Ile
1925

Ile
1940

Ala

Lys

Pro

Pro

Arg

Ser

Phe

Ala

Leu

Ala

Thr

Glu

Thr

Met

Arg

Ala

Val

Lys

Leu

Tyr

Asn

Tyr

Val

Tyr

Ile

His

Ile

Arg

Phe

Asp

Trp

Val

Leu

Val

Tyr

Ile

GIn

Glu

Lys

Met

Phe

Gly

Gly

Phe

Asn

Lys

Thr

Tyr

Glu

Arg

Val

Arg

Arg

Ala

Glu

Pro

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

Cys

Glu

Leu

Leu

Arg
1705

Asn
1720

Phe
1735

Gly
1750

Ala
1765

Ser
1780

Asp
1795

Asn
1810

Pro
1825

Asp
1840

Leu
1855

GIn
1870

Glu
1885

Arg
1900

Asn
1915

Pro
1930

Leu
1945

Leu

Arg

GIn

Glu

Glu

Arg

GIn

Glu

Thr

Val

Leu

Val

Thr

Ala

Tyr

Gly

Ser
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Trp

Ala

Glu

Leu

val

Pro

Arg

Thr

Lys

Asp

Val

Thr

Lys

Pro

Arg

Leu

Met

Asp

GIn

Phe

Asn

Glu

Tyr

GIn

Lys

Asp

Leu

Cys

Val

Ser

Cys

Phe

val

Gly

Tyr

Ser

Thr

Glu

Asp

Ser

Gly

Thr

Glu

Glu

GIn

Trp

Asn

Met

Ser

183

Gly
1710

Gly
1725

Asp
1740

His
1755

Asn
1770

Phe
1785

Ala
1800

Tyr
1815

Phe
1830

Lys
1845

Thr
1860

Glu
1875

Tyr
1890

Ile
1905

Ala
1920

Ala
1935

Asn
1950

Met

Ser

Gly

Leu

1le

Tyr

Glu

Phe

Asp

Asp

Asn

Phe

Phe

GlIn

Ile

GIn

Glu

Ser

Val

Ser

Gly

Met

Ser

Pro

Trp

Cys

Val

Thr

Ala

Thr

Met

Asn

Asp

Asn

Ser

Pro

Phe

Leu

Val

Ser

Arg

Lys

Lys

His

Leu

Leu

Glu

Glu

Gly

GlIn

Ile
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Glu

Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Ile

Asp

Ala

Met

Ser

Gly

Ile

Met

Gly

Ser

Ser
1955

Glu
1970

Thr
1985

Cys
2000

Leu
2015

Gly
2030

GIn
2045

Asn
2060

Leu
2075

Arg
2090

Tyr
2105

Thr
2120

Ile
2135

Arg
2150

Glu
2165

Met
2180

Tyr

1le

Tyr

val

Leu

Val

Trp

Ala

Leu

GIn

Ser

Gly

Lys

Leu

Leu

Glu

Phe

Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

Ala

Trp

Ala

Lys

Leu

Thr

His

His

Met

Ser

Thr

Phe

Met

Met

Gly

Ser

Arg

Pro

Ser

Pro

Phe

Asp

Leu

Asn

Pro

Gly

Lys

Asn

Ser

Ala

Leu

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Met

Ile

Thr

Cys

Ala

Met

Gly
1960

Leu
1975

Pro
1990

His
2005

Lys
2020

Phe
2035

Leu
2050

Lys
2065

Ile
2080

Ser
2095

Lys
2110

Val
2125

Phe
2140

His
2155

Asp
2170

Ile
2185

Phe

Tyr

Ser

Leu

Cys

GIn

Ala

Glu

Ile

Leu

Lys

Phe

Asn

Tyr

Leu

Ser

Ala

ES 2757930 T3

val

Asn

Lys

His

GIn

Ile

Arg

Pro

Tyr

Trp

Phe

Pro

Ser

Asn

Asp

Thr

Phe

Leu

Ala

Ala

Thr

Thr

Leu

Phe

Gly

Ile

GIn

Gly

Pro

Ile

Ser

Ala

Trp

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

Ser

Ile

Ser

Thr

Asn

Ile

Arg

Cys

GIn

Ser

184

val
1965

Pro
1980

Ile
1995

Met
2010

Leu
2025

Ser
2040

Tyr
2055

Trp
2070

Lys
2085

GIn
2100

Tyr
2115

Val
2130

Ile
2145

Ser
2160

Ser
2175

Ile
2190

Pro

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

Ile

Thr

Phe

Arg

Asp

Ala

Thr

Met

Thr

Ser

Lys

val

Arg

Thr

Met

GlIn

Gly

Lys

GIn

1le

Gly

Ser

Arg

Leu

Pro

Ala

Lys

Lys

Phe

Val

Leu

Ala

Tyr

Ser

Val

Gly

Asn

Ser

Tyr

Arg

Leu

Ser

Ala
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2195

Leu Hi
2210

Arg

Asn Pr

2225

Asn

Val
2240

Lys Th

Met
2255

Ser

GlIn
2270

Tr

GIn Gly

2285

As

Pro Le
2300

Pro

His Gl
2315

Val

GIn Asp Le

2330

<210>
<211>
<212>
<213>

160
1245
ADN
Homo

<400> 160
tataattcag

gaaaagtgta
ttttggaagc
agttgcaagg
aactgtgaat
aatagtgctg
cagaagtcct
tctaagctca
gctgaaacca
gttgttggtg

aaagttgatg

Tyr

s Leu GIn

0 Lys Glu

r Gly Vval

Val Lys

p Thr Leu

n GIn Asp

u Leu Thr

n Ile Ala

u Tyr

sapiens

gtaaattgga
gttttgaaga
agtatgttga
atgacattaa
tagatgtaac
ataacaaggt
gtgaaccagc
ccecgtgetga
ttttggataa
gagaagatgc

cattctgtgg

Arg

2200

Gly Arg

2215

Leu
2230

Trp

Thr Thr

2245

Glu Phe

2260

Phe Phe

2275

Phe
2290

Ser

Tyr
2305

Leu Arg

2320

agagtttgtt
agcacgagaa
tggagatcag
ttcctatgaa
atgtaacatt
ggtttgctcc
agtgccattt
ggctgttttt
catcactcaa
caaaccaggt

aggctctatc

Ser

GIn

GIn

Leu

GIn

Thr

Leu

Met

ES 2757930 T3

Asn Ala

Val Asp

Gly Vval

Ile Ser

Asn Gly

Pro Vval

Arg lle

Glu Vval

caagggaacc
gtttttgaaa
tgtgagtcca
tgttggtgtc
aagaatggca
tgtactgagg
ccatgtggaa
cctgatgtgg
agcacccaat
caattccctt

gttaatgaaa

Trp

Phe

Lys

Ser

Lys

Val

Leu

2205

Arg Pro

2220

GIn
2235

Lys

Ser Leu

2250

Ser GIn

2265

val
2280

Lys

Asn Ser

2295

Pro GIn

2310

Gly
2325

Cys

ttgagagaga
acactgaaag
atccatgttt
cctttggatt
gatgcgagca
gatatcgact
gagtttctgt
actatgtaaa
catttaatga
ggcaggttgt

aatggattgt

185

GIn Vval

Thr Met

Leu Thr

Asp Gly

Val Phe

Leu Asp

Ser Trp

Glu Ala

atgtatggaa
aacaactgaa
aaatggcggc
tgaaggaaag
gttttgtaaa
tgcagaaaac
ttcacaaact
ttctactgaa
cttcactcgg
tttgaatggt

aactgctgcc

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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cactgtgttg
acagaacata
gcagctatta
ctaaacagct
aaatttggat
ttagttcttc
aagttcacca
tgtcaaggag
ggaattatta
gtatcccggt
<210>
<211>

<212>
<213>

161
415
PRT
Homo
<400> 161

Tyr Asn Ser
1

Glu Cys Met

Glu Thr

35

Asn

GIn
50

Asp Cys

Asp lle Asn

65

Asn Cys Glu

GIn Phe Cys

Glu Gly Tyr

115

Phe
130

Pro Pro

Arg Ala Glu

145

aaactggtgt
cagagcaaaa
ataagtacaa
acgttacacc
ctggctatgt
agtaccttag
tctataacaa
atagtggggg
gctggggtga

atgtcaactg

sapiens

Gly Lys
5

Glu
20

Glu

Glu Arg

Glu Ser

Ser Tyr

Leu Asp

85

Lys Asn

100

Arg Leu

Cys

Gly

Ala Vval

Leu

Lys

Thr

Asn

Glu

70

Val

Ser

Ala

Arg

Phe

taaaattaca
gcgaaatgtg
ccatgacatt
tatttgcatt
aagtggctyg
agttccactt
catgttctgt
accccatgtt
agagtgtgca

gattaaggaa

Glu Glu

Cys Ser

Thr Glu

40

Pro
55

Cys

Cys Trp

Thr Cys

Ala Asp

Glu Asn

120

Val
135

Ser

Pro Asp

150

ES 2757930 T3

gttgtcgcag
attcgaatta
gcccttectgg
gctgacaagg
ggaagagtct
gttgaccgag
gctggcttcc
actgaagtgg
atgaaaggca

aaaacCaaagc

Phe Val

10

GIn

Phe
25

Glu Glu

Phe Trp Lys

Leu Asn Gly

Phe
75

Cys Pro

Ile
90

Asn Lys

Asn Val

105

Lys

GIn Lys Ser

vVal Ser GIn

Val Asp Tyr

155

gtgaacataa
ttcctcacca
aactggacga
aatacacgaa
tccacaaagg
ccacatgtct
atgaaggagg
aagggaccag
aatatggaat

tcact

Gly Asn Leu

Ala Glu

30

Arg

GIn Tyr Val

45

Gly Ser Cys

Gly Phe Glu

Asn Gly Arg

Val Ser

110

Cys

Glu
125

Cys Pro

Thr
140

Ser Lys

Val Asn Ser

186

tattgaggag
caactacaat
acccttagtg
catcttcctc
gagatcagct
tcgatctaca
tagagattca
tttcttaact

atataccaag

Glu Arg

Val Phe

Asp Gly

Lys Asp

Gly Lys

80

Cys Glu

95

Cys Thr

Ala Vval

Leu Thr

Thr Glu

160

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1245
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Ala Glu

Asp Phe

Pro Trp

Ser lle
210

Thr Gly
225

Thr Glu

His Asn

Leu Glu

Cys lle
290

Gly Tyr
305

Leu Val

Leu Arg

Phe His

His Val
370

Trp Gly
385

Val Ser

<210>
<211>

Thr

Thr

GIn

195

Val

Val

Tyr

Leu

275

Ala

Val

Leu

Ser

Glu

355

Thr

Glu

Arg

162
1344

Ile

Arg

180

Val

Asn

Lys

Thr

Asn

260

Asp

Asp

Ser

GIn

Thr

340

Gly

Glu

Glu

Tyr

Leu

165

Val

val

Glu

Ile

Glu

245

Ala

Glu

Lys

Gly

Tyr

325

Lys

Gly

Val

Cys

Val
405

Asp

Val

Leu

Lys

Thr

230

GIn

Ala

Pro

Glu

Trp

310

Leu

Phe

Arg

Glu

Ala

390

Asn

Asn

Gly

Asn

Trp

215

Val

Lys

Ile

Leu

Tyr

295

Gly

Arg

Thr

Asp

Gly

375

Met

Trp

Ile

Gly

Gly

200

Ile

val

Arg

Asn

Val

280

Thr

Arg

Val

Ile

Ser

360

Thr

Lys

Ile

ES 2757930 T3

Thr

Glu

185

Lys

val

Ala

Asn

Lys

265

Leu

Asn

Val

Pro

Tyr

345

Cys

Ser

Gly

Lys

GIn

170

Asp

val

Thr

Gly

Val

250

Tyr

Asn

Ile

Phe

Leu

330

Asn

GIn

Phe

Lys

Glu
410

Ser

Ala

Asp

Ala

Glu

235

Ile

Asn

Ser

Phe

His

315

Val

Asn

Gly

Leu

Tyr

395

Lys

Thr

Lys

Ala

Ala
220

Tyr

Leu

300

Lys

Asp

Met

Asp

Thr

380

Gly

Thr

187

GIn

Pro

Phe

205

Asn

Ile

Asp

Val

285

Lys

Gly

Arg

Phe

Ser

365

Gly

Ile

Lys

Ser

Gly

190

Cys

Cys

Ile

Ile

Ile

270

Thr

Phe

Arg

Ala

Cys

350

Gly

Ile

Tyr

Leu

Phe

175

GIn

Gly

val

Glu

Pro

255

Ala

Pro

Gly

Ser

Thr

335

Ala

Gly

Ile

Thr

Thr
415

Asn

Phe

Gly

Glu
240

His

Leu

Ser

Ala

320

Cys

Gly

Pro

Ser

Lys
400
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<212> ADN
<213>

<400> 162
gcgaacagct

acctgcagct
tggaacaaat
tgcaaagatg
tgcgaactgt
catgaagaac
ggcaaagcgt
aaacgcagcg
aaaccgtatg
aaccagaccc
tgcaaagatg
tgcggcggeca
gcgaaacgct
gcggtgcatg
tttgatattg
gcgtgectgce
gtgagcggcet
gaagtgccgt
aacatgtttt
ggcccgceatg
gaaggctgcg
tggattgatc
gtgattacca
<210>
<211>

<212>
<213>

163
448
PRT

<400> 163

Homo sapiens

ttctggaaga
atgaagaagc
ataaagatgg
gcctgggega
ttacccgcaa
agaacagcgt
gcattccgac
tggcgcaggce
atgcggcgga
agccggaacg
gcgaatgccc
ccattctgag
ttaaagtgcg
aagtggaagt
cggtgctgeg
cggaacgcga
ttggccgeac
atgtggatcg
gcgecgggcta
tgacccgctt
cgcgcaaagg
gcagcatgaa

gcagcccgcet

Homo sapiens

aatgaaaaaa
gcgcgaagtg
cgatcagtgc
atatacctgc
actgtgcagc
ggtgtgcagc
cggcccgtat
gaccagcagc
tctggatccg
cggcgataac
gtggcaggcg
cgaattttat
cgtgggcgat
ggtgattaaa
cctgaaaacc
ttgggcggaa
ccatgaaaaa
caacagctgc
tgataccaaa
taaagatacc
caaatatggc
aacccgceggce

gaaa

ES 2757930 T3

ggccatctgg
tttgaagata
gaaaccagcc
acctgcctgg
ctggataacg
tgcgcgegeg
ccgtgeggea
agcggcgaag
accgaaaacc
aacctgaccc
ctgctgatta
attctgaccg
cgcaacaccg
cataaccgct
ccgattacct
agcaccctga
ggccgecaga
aaactgagca
caggaagatg
tattttgtga
atttatacca

ctgccgaaag

aacgcgaatg
gcgataaaac
cgtgccagaa
aaggctttga
gcgattgcga
gctataccct
aacagaccct
cgccggatag
cgtttgatct
gcattgtggg
acgaagaaaa
cggcgcattg
aacaggaaga
ttaccaaaga
ttcgcatgaa
tgacccagaa
gcacccgcect
gcagctttat
cgtgccaggg
ccggcattgt
aagtgaccgc

cgaaaagcca

catggaagaa
caacgaattt
ccagggcaaa
aggcaaaaac
tcagttttgc
ggcggataac
ggaacgccgce
cattacctgg
gctggatttt
cggccaggaa
cgaaggcttt
cctgtatcag
aggcggcgaa
aacctatgat
cgtggcgcecg
aaccggcatt
gaaaatgctg
tattacccag
cgatagcggce
gagctgggge
gtttctgaaa

tgcgccggaa

Ala Asn Ser Phe Leu Glu Glu Met Lys Lys Gly His Leu Glu Arg Glu

1

5

10

15

Cys Met Glu Glu Thr Cys Ser Tyr Glu Glu Ala Arg Glu Val Phe Glu

20

25

30

Asp Ser Asp Lys Thr Asn Glu Phe Trp Asn Lys Tyr Lys Asp Gly Asp

188

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1344
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GIn

Leu

65

Cys

Asp

Arg

Pro

Ala

145

Lys

Leu

Thr

GIn

Ile

225

Ala

Glu

Arg

Lys

Cys

50

Gly

Glu

GlIn

Gly

Tyr

130

GIn

Pro

Leu

Arg

Ala

210

Leu

Lys

Gly

Phe

Thr
290

35

Glu

Glu

Leu

Phe

Tyr

115

Pro

Ala

Tyr

Asp

Ile

195

Leu

Ser

Arg

Gly

Thr

275

Pro

Thr

Tyr

Phe

Cys

100

Thr

Cys

Thr

Asp

Phe

180

Val

Leu

Glu

Phe

Glu

260

Lys

Ile

Ser

Thr

Thr

85

Leu

Gly

Ser

Ala

165

Asn

Gly

Ile

Phe

Lys

245

Ala

Glu

Thr

Pro

Cys

70

Arg

Glu

Ala

Lys

Ser

150

Ala

GIn

Gly

Asn

Tyr

230

Val

Val

Thr

Phe

Cys

55

Thr

Lys

Glu

Asp

GIn

135

Ser

Asp

Thr

GIn

Glu

215

Ile

Arg

Tyr

Arg
295

40

GIn

Cys

Leu

GIn

Asn

120

Thr

Gly

Leu

GIn

Glu

200

Glu

Leu

Val

Glu

Asp

280

Met

ES 2757930 T3

Asn

Leu

Cys

Asn

105

Gly

Leu

Glu

Asp

Pro

185

Cys

Asn

Thr

Gly

Val

265

Phe

Asn

GIn

Glu

Ser

90

Ser

Lys

Glu

Ala

Pro

170

Glu

Lys

Glu

Ala

Asp

250

Glu

Asp

val

Gly

Gly

75

Leu

val

Ala

Arg

Pro

155

Thr

Arg

Asp

Gly

Ala

235

Arg

Val

Ile

Ala

Lys

60

Phe

Asp

val

Cys

Arg

140

Asp

Glu

Gly

Gly

Phe

220

Asn

Val

Ala

Pro
300

189

45

Cys

Glu

Asn

Cys

Ile

125

Lys

Ser

Asn

Asp

Glu

205

Cys

Cys

Thr

Ile

val

285

Ala

Lys

Gly

Gly

Ser

110

Pro

Arg

Ile

Pro

Asn

190

Cys

Gly

Leu

Glu

Lys

270

Leu

Cys

Asp

Lys

Asp

95

Cys

Thr

Ser

Thr

Phe

175

Asn

Pro

Gly

Tyr

GIn

255

Arg

Leu

Gly

Asn

80

Cys

Ala

Gly

Val

Trp

160

Asp

Leu

Trp

Thr

GIn

240

Glu

Asn

Leu

Pro
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Glu
305

Arg Asp

Val Ser Gly

Leu Lys Met

Ser
355

Ser Ser

Thr Lys GIn

370

Thr
385

Arg Phe

Glu Gly Cys

Ala Phe Leu

Lys Ala Lys

435

<210>
<211>
<212>
<213>

164
1821
ADN
Homo

<400> 164
gaatgcgtga

tttaccccga
tttaccttta
aaagatagcg
agctttaaac
gatatgaaag
cgctgcaccyg
ctggaacatc
accaaactgg
gcgtgcattc
atggcgecgg
tttacctttt

accagcgaaa

Trp Ala

Glu

Ser Thr

310

Phe Gly

325

Leu Glu

340

Phe lle

Glu

Asp

Lys Asp

Arg

Val

Ile

Ala

Thr

Thr His

Pro Tyr

Thr GIn

360

Cys GIn

375

Tyr Phe

390

Ala Arg

405

Lys
420

Trp

Ser His

sapiens

cccagctget
gcgcgaaata
ccgcggaaag
tgaccgaaac
agtgcagcca
gcattaacta
atgatgtgca
gcaacatttg
ataaagtggt
gcgatatttt
atgcgtttgt
ttagccagga

gcggectgece

Lys

Ile

Ala

Gly Lys

Asp

Arg

Glu
440

Pro

gaaagatacc
ttgccaggtyg
cccgagcgaa
cctgccgege
tcagattagc
taacagcagc
ttgccatttt
cctgctgaaa
gagcggcttt
tccgaacacc
gtgcggecge
atggccgaaa

gagcacccgc

ES 2757930 T3

Met Thr

315

Leu

Glu Lys

330

Gly

Val
345

Asp Arg

Asn Met Phe

Gly Asp Ser

Val Thr Gly

395

Tyr Gly lIle

410

Ser Met

425

Lys

vVal lle Thr

tgctttgaag
gtgtgcacct
gatccgaccc
gtgaaccgca
gcgtgcaaca
gtggcgaaaa
tttacctatg
catacccaga
agcctgaaaa
gtgtttgcgg
atttgcaccc
gaaagccagc

attaaaaaaa

GIn Lys Thr

Arg GIn Ser

Asn Ser Cys

350

Ala
365

Cys Gly

Gly Pro

380

Gly

Ile Val Ser

Tyr Thr Lys

Thr Arg Gly

430

Ser Pro

445

Ser

gcggcgatat
atcatccgcg
gctggtttac
ccgcggegat
aagatattta
gcgcgceagga
cgacccgceca
ccggcacccc
gctgecgeget
atagcaacat
atcatccggg
gcaacctgtg

gcaaagcgct

190

Ile
320

Gly

Thr
335

Arg

Lys Leu

Tyr Asp

Val

Trp Gly

400

Val
415

Thr

Leu Pro

Leu Lys

taccaccgtg
ctgcctgcetg
ctgcgtgctg
tagcggctat
tgtggatctg
atgccaggaa
gtttccgagce
gacccgcatt
gagcaacctg
tgatagcgtg
ctgcctgttt
cctgctgaaa

gagcggcettt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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agcctgcaga
accgattttc
aaactgtgca
tgcaacgaag
attctgcatg
gaatgcacca
tggccgtggce
agcattattg
ccgaaaattc
agcttttttg
tatgatattg
atttgcctgc
tggggctatc
ctggtgacca
atttgcgcgg
ctgagctgca
tgcgcgeagce
ctggaaaaaa
<210>
<211>

<212>
<213>

165
607
PRT
Homo
<400> 165

Glu Cys Val
1

Ile Thr Thr

Thr His

35

Tyr

Glu
50

Ser Asp

Thr
65

Glu Thr

Ser Phe Lys

gctgccgeca
tgggcgaaga
ccaacgcggt
gcaaaggcaa
gccgeggegy
ccaaaattaa
aggtgaccct
gcaaccagtg
tgcgcgtgta
gcgtgcagga
cgctgctgaa
cgagcaaagg
gcaaactgcg
acgaagaatg
gctatcgcga
aacataacga
gcgaacgccc

cccaggceggt

sapiens

Thr GIn
5

Val
20

Phe

Pro Arg

Pro Thr

Leu Pro

GIn Cys

85

Leu

Thr

Cys

Arg

Arg

70

Ser

tagcattccg
actggatatt
gcgctgecag
atgctatctg
cattagcggc
accgcgcatt
gcataccacc
gattctgacc
tagcggcatt
aattattatt
actggaaacc
cgatcgcaac
cgataaaatt
ccagaaacgc
aggcggcaaa
agtgtggcat
gggcgtgtat

g

Leu Lys

Pro Ser

Leu Leu

Trp Phe

55

Val Asn

GIn

ES 2757930 T3

gtgttttgcc
gtggcggega
ttttttacct
aaactgagca
tataccctgc
gtgggcggcea
agcccgaccce
gcggcgceatt
ctgaaccaga
catgatcagt
accgtgaact
gtgatttata
cagaacaccc
tatcgcggec
gatgcgtgca
ctggtgggca

accaacgtgg

Thr
10

Asp Cys

Ala
25

Lys Tyr

Phe Thr Phe

Thr Cys Val

Thr Ala

75

Arg

Ile Ser Ala

90

atagcagctt
aaagccatga
ataccccggc
gcaacggcag
gcctgtgcaa
ccgcgagegt
agcgccatct
gcttttatgg
gcgaaattaa
ataaaatggc
ataccgatag
ccgattgctg
tgcagaaagc
ataaaattac
aaggcgatag
ttaccagctg

tggaatatgt

Phe Glu Gly

GIn Vval

30

Cys

Thr Ala

45

Glu

Leu
60

Lys Asp

Ala lle Ser

Cys Asn Lys

191

ttatcatgat
agcgtgccag
gcaggcgage
cccgaccaaa
aatggataac
gcgcggegaa
gtgcggeggce
cgtggaaagc
agaagatacc
ggaaagcggc
ccagcgcccg
ggtgaccgge
gaaaattccg
ccataaaatg
cggcggeecy
gggcgaaggce

ggattggatt

Gly
15

Asp

Val Cys

Ser Pro

Ser Val

Gly Tyr

80

Asp lle

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1821
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Tyr

Lys

Asn

145

Thr

Leu

Ala

Gly

Ser

225

Thr

Leu

Cys

Asp

Asn

305

Cys

Ser

Leu

val

Ser

Phe

130

Ile

Lys

Ser

Asp

Arg

210

GlIn

Ser

Ser

Ile

290

Ala

Asn

Pro

Arg

Asp

Ala

115

Phe

Cys

Leu

Asn

Ser

195

Ile

Glu

Glu

Gly

Ser

275

Val

Val

Glu

Thr

Leu

Leu

100

GlIn

Thr

Leu

Asp

Leu

180

Asn

Cys

Trp

Ser

Phe

260

Ser

Ala

Arg

Gly

Lys

340

Cys

Asp

Glu

Tyr

Leu

Lys

165

Ala

Ile

Thr

Pro

Gly

245

Ser

Phe

Ala

Cys

Lys

325

Ile

Lys

Met

Cys

Ala

Lys

150

Val

Cys

Asp

Lys

230

Leu

Leu

Tyr

Lys

GIn

310

Gly

Leu

Met

Lys

GlIn

Thr

135

Val

Ile

Ser

His

215

Glu

Pro

GIn

Ser
295

Phe

Lys

Asp

Glu

120

Arg

Thr

Ser

Arg

Val

200

Pro

Ser

Ser

Ser

Asp

280

His

Phe

Gly

Asn

ES 2757930 T3

Ile

105

Arg

GIn

GIn

Gly

Asp

185

Met

Gly

GIn

Thr

Cys

265

Thr

Glu

Thr

Tyr

Arg

345

Glu

Asn

Cys

Phe

Thr

Phe

170

Ile

Ala

Cys

Arg

Arg

250

Arg

Asp

Ala

Tyr

Leu

330

Gly

Cys

Tyr

Thr

Pro

Gly

155

Ser

Phe

Pro

Leu

Asn

235

Ile

Phe

Cys

Thr

315

Lys

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

140

Thr

Leu

Pro

Asp

Phe

220

Leu

Lys

Ser

Leu

GIn

300

Pro

Leu

Ile

Thr

192

Ser

Asp

125

Leu

Pro

Lys

Asn

Ala

205

Phe

Cys

Lys

Ile

Gly

285

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Ser

110

val

Glu

Thr

Ser

Thr

190

Phe

Thr

Leu

Ser

Pro

270

Glu

Leu

GIn

Ser

Gly

350

Ile

val

Arg

Cys

175

Val

Val

Phe

Leu

Lys

255

val

Glu

Cys

Ala

Asn

335

Tyr

Lys

Ala

Cys

Arg

Ile

160

Ala

Phe

Cys

Phe

Lys

240

Ala

Phe

Leu

Thr

Ser

320

Gly

Thr

Pro
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Arg

Val

385

Ser

Gly

GlIn

Ile

Leu

465

Ile

Trp

Thr

Lys

Tyr

545

Leu

Trp

Val

Ile

370

Thr

Ile

Val

Ser

Ile

450

Leu

Cys

Val

Leu

Arg

530

Arg

Ser

Gly

Val

355

Val

Leu

Ile

Glu

Glu

435

Lys

Leu

Thr

GIn

515

Tyr

Glu

Cys

Glu

Glu
595

Gly

Gly

Ser

420

Ile

Asp

Leu

Pro

Gly

500

Lys

Arg

Gly

Lys

Gly

580

Tyr

Gly

Thr

Asn

405

Pro

Lys

GIn

Glu

Ser

485

Trp

Ala

Gly

Gly

His

565

Cys

Val

Thr

Thr

390

GIn

Lys

Glu

Tyr

Thr

470

Lys

Gly

Lys

Lys

550

Asn

Ala

Asp

Ala

375

Ser

Trp

Ile

Asp

Lys

455

Thr

Gly

Tyr

Ile

Lys

535

Asp

Glu

GIn

Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

166
750
ADN
Secuencia artificial

360

Ser

Pro

Ile

Leu

Thr

440

Met

Val

Asp

Arg

Pro

520

Ile

Ala

Val

Arg

Ile
600

ES 2757930 T3

Val

Thr

Leu

Arg

425

Ser

Ala

Asn

Arg

Lys

505

Leu

Thr

Cys

Trp

Glu

585

Leu

Arg

GIn

Thr

410

val

Phe

Glu

Tyr

Asn

490

Leu

Val

Lys

His

570

Arg

Glu

Gly

Arg

395

Ala

Tyr

Phe

Ser

Thr

475

Val

Arg

Thr

Lys

Gly

555

Leu

Pro

Lys

Glu

380

Ala

Ser

Gly

Gly

460

Asp

Ile

Asp

Asn

Met

540

Asp

Val

Gly

Thr

193

365

Trp

Leu

Gly

val

445

Tyr

Ser

Tyr

Lys

Glu

525

Ile

Ser

Gly

Val

GIn
605

Pro

Cys

Cys

Ile

430

GIn

Asp

GIn

Thr

Ile

510

Glu

Cys

Gly

Ile

Tyr

590

Ala

Trp

Gly

Phe

415

Leu

Glu

Ile

Arg

Asp

495

GIn

Cys

Ala

Gly

Thr

575

Thr

val

GIn

Gly

400

Tyr

Asn

Ala

Pro

480

Cys

Asn

GIn

Gly

Pro

560

Ser

Asn
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<220>
<223>

<400> 166
atgaagttgc

gttgtgatga
tcttgcagat

ctgcagaaac

ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggag
atcttcccgce
aataacttct
ggtaactccc
agcaccctga
acccatcagg
caggtggacc
<210>
<211>

<212>
<213>

167
250
PRT

<220>
<223>

<400> 167

Met Lys Leu
1

Ser Ser Ser

Ser Leu Gly

35

His
50

Val Arg

Gly GIn
65

Ser

Gly val Pro

Leu Lys lle

ctgttgggct
cccaaactcc
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct
gggggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa
gcctgagctc

ccagactgat

Pro Vval
5

Asp Val

20

Asp GIn

Asn Gly

Pro Lys

Asp Arg

85

Ser Arg

Gly

Val

Ala

Asn

Leu

70

Phe

Val

0012LC.C36A-HPC4

gttggtgctg
actctccctg
ccttgtacac
tccaaagctc
tggcagtgga
gggagtttat
gctggaaata
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac
gcccgtcaca

cgacggcaag

Secuencia artificial

0012LC.C36A-HPC4

Leu Leu

Thr

Met

Ile
40

Ser

Thr
55

Tyr
Leu Ile
Ser

Gly

Glu Ala

ES 2757930 T3

atgttctgga
cctgtcagtc
agaaatggaa
ctgatctaca
tcagggacag
ttctgctcte
aaacgtacgg
tctggaactg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaaacaca

aagagcttca

Val Leu Met

10

GIn
25

Thr Pro

Ser Cys Arg

Phe

Trp

Val
75

Tyr Lys

Ser Gly Ser

90

Glu Asp Leu

ttccagcttc
ttggagatca
acacctattt
aagtttccaa
atttcacact
aaagtacaca
tggctgcacc
cctctgttgt
tggataacgc
acagcaccta

aagtctacgc

acaggggaga

Phe Trp lle

Leu
30

Leu Ser

Ser GIn

45

Ser

Ala GIn

60

Leu

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp

Gly val Tyr

194

cagcagtgat
agcctccatc
tcattgggcc
ccgattttct
caagatcagc
tgttccgtac
atctgtcttc
gtgcctgcetg
cctccaatcg
cagcctcagc
ctgcgaagtc

gtgtgaggac

Pro Ala

15

Pro Vval

Ser Leu

Lys Pro

Phe Ser

80

Phe
95

Thr

Phe Cys

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

750
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GIn Ser

115

Ser

Glu lle

130

Lys

Ser Glu

145

Asp

Asn Asn Phe

Ala Leu GIn

Ser
195

Lys Asp

Asp Tyr Glu

210

Leu Ser Ser

225

GIn Val Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

168
735
ADN

<220>
<223>

<400> 168
atggattttg

aaacttctcg
gcagcctcag
aaagggctag
tctctaaagg
atgagcgaag
tcctggggece
ttcccectgg
gtcaaggact

ggcgtgcaca

100

Thr His
Thr

Arg

GIn Leu

Val

Val

Lys

Pro Tyr

120

Ala
135

Ala

Ser Gly

150

Pro
165

Tyr

Ser
180

Gly

Thr

Tyr

Lys

Pro Vval

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

Glu Ala

GIn

Ser

Ser
200

Leu

Val
215

Tyr

Lys Ser

230

Pro Arg

245

0012VH-CH1-HPC4

ggctgatttt
agtctggagg
gattcgattt
aatggattgg
ataaattcat
tgagatctga
aagggactct
cgcectgcetce
acttccccga

ccttcecgge

Leu

Ile Asp

Secuencia artificial

ttttattgtt
tggcctggtg
tagtagatac
agaaattaat
catctccaga
ggacacagcc
ggtcactgtc
caggagcacc
accggtgacg

tgtcctacag

ES 2757930 T3

105

Thr Phe Gly

Pro Ser Vval

Thr Ala Ser

155

val
170

Lys GIn

Glu
185

Ser Val

Ser Thr Leu

Ala Cys Glu

Phe Asn Arg

235

Gly Lys

250

gctcttttaa
cagcctggag
tggatgactt
ccagatagca
gacaacgcca
ctttattact
tctgcagcta
tccgagagca
gtgtcgtgga

tcctcaggac

110

Gly Gly Thr

125

Phe
140

Ile Phe

Val Val Cys

Trp Lys Val

Thr Glu GIn

190

Thr Leu Ser

205

Val Thr His

220

Gly Glu Cys

aaggggtcca
gatccctgaa
gggtccggea
gtacgataaa
agaatacgct
gtgcaagcgg
gcaccaaggg
cagccgccct
actcaggcgc

tctactccct

195

Lys Leu

Pro

Pro

Leu
160

Leu

Asp Asn

175

Asp Ser

Lys

GIn Gly

Glu Asp

240

gtgtgaggty
actctcctgt
ggctccaggg
ctatacgcca
gtacctgcaa
ggtgtttact
cccatccgte
gggctgectg
cctgaccagc

cagcagcgtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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gtgaccgtgc cctccagcag cttgggcacg aagacctaca cctgcaacgt agatcacaag 660
cccagcaaca ccaaggtgga caagagagtt gagtccaaag aggaccaggt ggaccccaga 720

ctgatcgacg gcaag 735
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

169
245
PRT

Secuencia artificial

0012VH-CH1-HPC4

169

Met Asp Phe

1

GIn

Gly

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

Thr

Pro

145

Val

Ala

Gly

Cys

Gly

Tyr

50

Ile

Leu

Tyr

Cys

Val

130

Cys

Lys

Leu

Leu

Glu

Ser

35

Trp

Gly

Lys

Leu

Ala

115

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gly

Val

20

Leu

Met

Glu

Asp

GIn

100

Ser

Ala

Arg

Tyr

Ser

180

Ser

Leu

Lys

Lys

Thr

Ile

Lys

85

Met

Gly

Ala

Ser

Phe

165

Gly

Leu

Ile

Leu

Leu

Trp

Asn

70

Phe

Ser

Val

Ser

Thr

150

Pro

Val

Ser

Phe

Leu

Ser

Val

55

Pro

Ile

Glu

Phe

Thr

135

Ser

Glu

Ser

Phe

Glu

Cys

40

Arg

Asp

Ile

val

Thr

120

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

Ile

Ser

Ala

GIn

Ser

Ser

Arg

105

Ser

Gly

Ser

Val

Phe

185

Val

Val

10

Gly

Ala

Ala

Ser

Arg

90

Ser

Trp

Pro

Thr

Thr

170

Pro

Thr

Ala Leu

Gly Gly

Ser Gly

Pro Gly
60

Thr lle
75

Asp Asn

Glu Asp

Gly GIn

Ser Val

140

Ala Ala
155

vVal Ser

Ala Val

Val Pro

196

Leu

Leu

Phe

45

Lys

Asn

Ala

Thr

Gly

125

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

Lys

Val

30

Asp

Gly

Tyr

Lys

Ala

110

Thr

Pro

Gly

Asn

GIn

190

Ser

Gly

15

GIn

Phe

Leu

Thr

Asn

95

Leu

Leu

Leu

Cys

Ser

175

Ser

Ser

Val

Pro

Ser

Glu

Pro

80

Thr

Tyr

Val

Leu

160

Gly

Ser

Leu
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195

200

ES 2757930 T3

205

Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr

210

215

220

Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Glu Asp GIn Val Asp Pro Arg
230

225

Leu 1le Asp Gly Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

170
714
ADN

<220>
<223>

<400> 170
atggattttg

aaacttctcg
gcagcctcag
aaagggctag
tctctaaagg
atgagcgaag
tcctggggec
ttccecectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
<210>
<211>

<212>
<213>

171
238
PRT

<220>

<223>

<400> 171

245

ggctgatttt
agtctggagg
gattcgattt
aatggattgg
ataaattcat
tgagatctga
aagggactct
cgccctgctc
acttccccga
ccttcecggce
cctccagcag

ccaaggtgga

Secuencia artificial

0012VH.T60N-CH1-YGPPC

ttttattgtt
tggcectggty
tagtagatac
agaaattaat
catctccaga
ggacacagcc
ggtcactgtc
caggagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacg

caagagagtt

Secuencia artificial

0012VH.T60N-CH1-YGPPC

235

gctcttttaa
cagcctggag
tggatgactt
ccagatagca
gacaacgcca
ctttattact
tctgcagcta
tccgagagca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
aagacctaca

gagtccaaat

aaggggtcca
gatccctgaa
gggtccggea
gtacgataaa
agaatacgct
gtgcaagcgg
gcaccaaggg
cagccgcecct
actcaggcgc
tctactccct
cctgcaacgt

atggtccccc

240

gtgtgaggtg
actctcctgt
ggctccaggg
ctataaccca
gtacctgcaa
ggtgtttact
cccatccgte
gggctgecty
cctgaccagc
cagcagcgtg
agatcacaag

atgc

Met Asp Phe Gly Leu Ile Phe Phe lle Val Ala Leu Leu Lys Gly Val

1

5

10

15

GIn Cys Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro
20

25

30

197

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

714
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Gly

Arg

Trp

65

Ser

Leu

Tyr

Thr

Pro

145

Val

Ala

Gly

Gly

Lys
225

Gly

Tyr

50

Ile

Leu

Tyr

Cys

Val

130

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

210

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ser

35

Trp

Gly

Lys

Leu

Ala

115

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

195

Lys

Asp

172
2091
ADN

Leu

Met

Glu

Asp

GIn

100

Ser

Ala

Arg

Tyr

Ser

180

Ser

Thr

Lys

Lys

Thr

Ile

Lys

85

Met

Gly

Ala

Ser

Phe

165

Gly

Leu

Tyr

Arg

Leu

Trp

Asn

70

Phe

Ser

Val

Ser

Thr

150

Pro

Val

Ser

Thr

Val
230

Ser

val

55

Pro

Ile

Glu

Phe

Thr

135

Ser

Glu

Ser

Cys
215

Glu

Secuencia artificial

F1X-L4b-0012LC

172

Cys

40

Arg

Asp

Ile

Val

Thr

120

Lys

Glu

Pro

Thr

val

200

Asn

Ser

ES 2757930 T3

Ala

GlIn

Ser

Ser

Arg

105

Ser

Gly

Ser

Val

Phe

185

val

val

Lys

Ala

Ala

Ser

Arg

90

Ser

Trp

Pro

Thr

Thr

170

Pro

Thr

Asp

Tyr

Ser

Pro

Thr

75

Asp

Glu

Gly

Ser

Ala

155

Val

Ala

val

His

Gly
235

Gly

Gly

60

Ile

Asn

Asp

GIn

Val

140

Ala

Ser

val

Pro

Lys

220

Pro

Phe

45

Lys

Asn

Ala

Thr

Gly

125

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

205

Pro

Pro

Asp

Gly

Tyr

Lys

Ala

110

Thr

Pro

Gly

Asn

GIn

190

Ser

Ser

Cys

Phe

Leu

Asn

Asn

95

Leu

Leu

Leu

Cys

Ser

175

Ser

Ser

Asn

Ser

Pro

80

Thr

Tyr

Val

Leu

160

Gly

Ser

Leu

Thr

atgcagcgcg tgaacatgat catggcagaa tcaccaggcc tcatcaccat ctgcctttta 60
ggatatctac tcagtgctga atgtacagtt tttcttgatc atgaaaacgc caacaaaatt 120

ctgaatcggc caaagaggta taattcaggt aaattggaag agtttgttca agggaacctt 180

198
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gagagagaat
actgaaagaa
ccatgtttaa
tttggatttg
tgcgagcagt
tatcgacttg
gtttctgttt
tatgtaaatt
tttaatgact
caggttgttt
tggattgtaa
gaacataata
cctcaccaca
ctggacgaac
tacacgaaca
cacaaaggga
acatgtcttc
gaaggaggta
gggaccagtt
tatggaatat
actggaggtg
gtgatgaccc
tgcagatcta
cagaaaccag
gtcccagaca
gtggaggctg
ttcggagggg
ttcccgecat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgc
catcagggcc

<210>
<211>

173
697

gtatggaaga
caactgaatt
atggcggcag
aaggaaagaa
tttgtaaaaa
cagaaaacca
cacaaacttc
ctactgaagc
tcactcgggt
tgaatggtaa
ctgctgccca
ttgaggagac
actacaatgc
ccttagtgct
tcttcctcaa
gatcagcttt
gatctacaaa
gagattcatg
tcttaactgg
ataccaaggt
gcgggtctgg
aaactccact
gtcagagcct
gccagtctcc
ggttcagtgg

aggatctggg

ggaccaagct
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc

tgagctcgec

aaagtgtagt
ttggaagcag
ttgcaaggat
ctgtgaatta
tagtgctgat
gaagtcctgt
taagctcacc
tgaaaccatt
tgttggtgga
agttgatgca
ctgtgttgaa
agaacataca
agctattaat
aaacagctac
atttggatct
agttcttcag
gttcaccatc
tcaaggagat
aattattagc
atcccggtat
tggcggggga
ctccctgect
tgtacacaga
aaagctcctg
cagtggatca
agtttatttc
ggaaataaaa
gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag

cgtcacaaag

ES 2757930 T3

tttgaagaag
tatgttgatg
gacattaatt
gatgtaacat
aacaaggtgg
gaaccagcag
cgtgctgagg
ttggataaca
gaagatgcca
ttctgtggag
actggtgtta
gagcaaaagc
aagtacaacc
gttacaccta
ggctatgtaa
taccttagag
tataacaaca
agtgggggac
tggggtgaag
gtcaactgga
tcaggcgggg
gtcagtcttg
aatggaaaca
atctacaaag
gggacagatt
tgctctcaaa
cgtacggtgg
ggaactgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag

agcttcaaca

cacgagaagt
gagatcagtg
cctatgaatg
gtaacattaa
tttgctcctg
tgccatttcc
ctgtttttcc
tcactcaaag
aaccaggtca
gctctatcgt
aaattacagt
gaaatgtgat
atgacattgc
tttgcattgc
gtggctgggg
ttccacttgt
tgttctgtgc
cccatgttac
agtgtgcaat
ttaaggaaaa
gaggttccgg
gagatcaagc
cctattttca
tttccaaccyg
tcacactcaa
gtacacatgt
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag

tctacgcctg

ggggagagtg

199

ttttgaaaac
tgagtccaat
ttggtgtccc
gaatggcaga
tactgaggga
atgtggaaga
tgatgtggac
cacccaatca
attcccttgg
taatgaaaaa
tgtcgcaggt
tcgaattatt
ccttctggaa
tgacaaggaa
aagagtcttc
tgaccgagcc
tggcttccat
tgaagtggaa
gaaaggcaaa
aacaaagctc
atccgatgtt
ctccatctct
ttggtgcctg
attttctgggy
gatcagcaga
tccgtacacg
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagc
cgaagtcacc

t

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2091
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met GIn
1

Ile Cys

Asp His

Ser Gly
50

Met Glu
65

Thr Glu

Cys Glu

Asn Ser

Glu Leu
130

Cys Lys
145

Tyr Arg

Pro Cys

Glu Ala

Thr Ile

210

Thr Arg
225

PRT

Secuencia artificial

FI1X-L4b-0012LC

173

Arg

Leu

Glu

Lys

Glu

Arg

Ser

Tyr

115

Asp

Asn

Leu

Gly

Val

195

Leu

Val

Val

Leu

20

Asn

Leu

Lys

Thr

Asn

100

Glu

val

Ser

Ala

Arg

180

Phe

Asp

Val

Asn

5

Gly

Ala

Glu

Cys

Thr

85

Pro

Cys

Thr

Ala

Glu

165

Val

Pro

Asn

Gly

Met

Tyr

Asn

Glu

Ser

70

Glu

Cys

Trp

Cys

Asp

150

Asn

Ser

Asp

Ile

Gly
230

Ile

Leu

Lys

Phe

55

Phe

Phe

Leu

Cys

Asn

135

Asn

GIn

Val

Val

Thr

215

Glu

Met

Leu

Ile

Val

Glu

Trp

Asn

Pro

120

Ile

Lys

Lys

Ser

Asp

200

GIn

Asp

ES 2757930 T3

Ala

Ser

25

Leu

GIn

Glu

Lys

Gly

105

Phe

Lys

val

Ser

GIn

185

Tyr

Ser

Ala

Glu

10

Ala

Asn

Gly

Ala

GIn

90

Gly

Gly

Asn

val

Cys

170

Thr

Val

Thr

Lys

Ser

Glu

Arg

Asn

Arg

75

Tyr

Ser

Phe

Gly

Cys

155

Glu

Ser

Asn

GIn

Pro
235

Pro

Cys

Pro

Leu

60

Glu

Val

Cys

Glu

Arg

140

Ser

Pro

Lys

Ser

Ser

220

Gly

200

Gly

Thr

Lys

45

Glu

Val

Asp

Lys

Gly

125

Cys

Cys

Ala

Leu

Thr

205

Phe

GIn

Leu

Val

30

Arg

Arg

Phe

Gly

Asp

110

Lys

Glu

Thr

Val

Thr

190

Glu

Asn

Phe

Ile

15

Phe

Tyr

Glu

Glu

Asp

Asp

Asn

GIn

Glu

Pro

175

Arg

Ala

Asp

Pro

Thr

Leu

Asn

Cys

Asn

80

GIn

Cys

Phe

Gly

160

Phe

Glu

Phe

Trp
240
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GIn

Val

Val

Tyr

305

Leu

Ala

Val

Leu

Ser

385

Glu

Thr

Glu

Arg

Gly

465

Val

Ala

Val

Asn

Lys

Thr

290

Asn

Asp

Asp

Ser

GIn

370

Thr

Gly

Glu

Glu

Tyr

450

Ser

Met

Ser

Val

Glu

Ile

275

Glu

Ala

Glu

Lys

Gly

355

Tyr

Lys

Gly

Val

Cys

435

Val

Gly

Thr

Ile

Leu

Lys

260

Thr

GIn

Ala

Pro

Glu

340

Trp

Leu

Phe

Arg

Glu

420

Ala

Asn

Gly

GIn

Ser
500

Asn

245

Trp

val

Lys

Ile

Leu

325

Tyr

Gly

Arg

Thr

Asp

405

Met

Trp

Gly

Thr

485

Cys

Gly

Ile

vVal

Arg

Asn

310

Val

Thr

Arg

Val

Ile

390

Ser

Thr

Lys

Ile

Gly

470

Pro

Arg

Lys

Val

Ala

Asn

295

Lys

Leu

Asn

Val

Pro

375

Tyr

Cys

Ser

Gly

Lys

455

Ser

Leu

Ser

Val

Thr

Gly

280

val

Tyr

Asn

Ile

Phe

360

Leu

Asn

GIn

Phe

Lys

440

Glu

Gly

Ser

Ser

ES 2757930 T3

Asp

Ala

265

Glu

Ile

Asn

Ser

Phe

345

Val

Asn

Gly

Leu

425

Tyr

Lys

Gly

Leu

GIn
505

Ala
250

Ala

Tyr

330

Leu

Lys

Asp

Met

Asp

410

Thr

Gly

Thr

Gly

Pro

490

Ser

Phe

Asn

Ile

Asp

315

Val

Lys

Gly

Arg

Phe

395

Ser

Gly

Ile

Lys

Gly

475

val

Leu

Cys

Cys

Ile

Ile

300

Ile

Thr

Phe

Arg

Ala

380

Cys

Gly

Ile

Tyr

Leu

460

Ser

Ser

val

201

Gly

Val

Glu

285

Pro

Ala

Pro

Gly

Ser

365

Thr

Ala

Gly

Ile

Thr

445

Thr

Gly

Leu

Gly

Glu

270

Glu

Leu

Ile

Ser

350

Ala

Cys

Gly

Pro

Ser

430

Lys

Gly

Ser

Gly

Arg
510

Ser
255

Thr

Thr

Leu

Cys

335

Gly

Leu

Leu

Phe

His

415

Trp

Val

Gly

Asp

Asp

495

Asn

Gly

Glu

Asn

Glu

320

Ile

Tyr

Val

Arg

His

400

Val

Gly

Ser

Gly

Val

480

Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Asn

Leu

Phe

545

Val

Val

Val

Lys

Arg

625

Asn

Ser

Lys

Thr

Thr

Leu

530

Ser

Glu

Pro

Ala

Ser

610

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
690

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Tyr

515

Ile

Gly

Ala

Tyr

Ala

595

Gly

Ala

GIn

Ser

Tyr

675

Ser

174
246
PRT

Phe

Tyr

Ser

Glu

Thr

580

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

660

Ala

Phe

Lys

Gly

Asp

565

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

645

Thr

Cys

Asn

Trp

val

Ser

550

Leu

Gly

Val

Ser

GIn

630

val

Leu

Glu

Arg

Cys

Ser

535

Gly

Gly

Gly

Phe

Val

615

Trp

Thr

Thr

val

Gly
695

Secuencia artificial

Leu

520

Asn

Thr

Val

Gly

Ile

600

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

680

Glu

0003Fab LC=0062LC-HPC4

174

ES 2757930 T3

GIn

Arg

Asp

Tyr

Thr

585

Phe

Cys

Val

GIn

Ser

665

His

Cys

Lys

Phe

Phe

Phe

570

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp

650

Lys

GIn

Pro

Ser

Thr

555

Cys

Leu

Pro

Leu

Asn

635

Ser

Ala

Gly

Gly

Gly

540

Leu

Ser

Glu

Ser

Asn

620

Ala

Lys

Asp

Leu

GIn

525

val

Lys

GIn

Ile

Asp

605

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
685

Ser

Pro

Ile

Ser

Lys

590

Glu

Phe

GIn

Ser

Glu

670

Ser

Pro

Asp

Ser

Thr

575

Arg

GIn

Tyr

Ser

Thr

655

Lys

Pro

Lys

Arg

Arg

560

His

Thr

Leu

Pro

Gly

640

Tyr

His

val

Met Met Ser Ser Ala GIn Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe GIn

1

5

Gly Thr Arg Cys Asp lle GIn Met
20

10

15

Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser

25

202

30
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Ala

Ile

Lys

65

Arg

Asn

Lys

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

Val
225

Arg

Ser

Ser

50

Leu

Phe

Leu

Leu

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

35

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

Ile

175
247
PRT

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

100

Tyr

Ala

Gly

Ala

GIn

180

Ser

Tyr

Ser

Asp

Asp

Leu

Phe

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

Gly
245

Arg

Asn

Tyr

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

230

Lys

Val

Trp

55

Thr

Ser

Ile

Gly

Val

135

Ser

GIn

Val

Leu

Glu

215

Arg

Secuencia artificial

0003Fab VH-CH1-YGPPC=0062VH-CH1-YGPPC

175

Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

ES 2757930 T3

Ile

GIn

Arg

Thr

Thr

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

Ser

GIn

Leu

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

GIn

Ser

Cys

Cys

Lys

His

75

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

GIn

Glu
235

Arg

Pro

60

Ser

Ser

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

220

Asp

203

Ala

45

Asp

Gly

Leu

GIn

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

GIn

Ser

Gly

val

Thr

GIn

110

Met

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Val

GIn

Thr

Pro

Ile

95

Asp

Lys

Glu

Phe

GIn

175

Ser

Glu

Ser

Asp

Asp

Val

Ser

80

Ser

Thr

Arg

GIn

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro

Pro
240
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Met

val

Pro

Ser

Glu

Glu

Thr

Tyr

Asp

Lys

145

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

225

Ser

Glu

Gly

Ser

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Val

130

Gly

Ser

Val

Phe

Val

210

Val

Lys

<210>
<211>
<212>

Trp

Ser

Ala

35

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

195

Thr

Asp

Tyr

176
246
PRT

Thr

GIn

20

Ser

Trp

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

180

Ala

Val

His

Gly

Trp

val

Val

Ile

Glu

Gly

85

GIn

Arg

Ala

val

Ala

165

Ser

Val

Pro

Lys

Pro
245

val

GlIn

Lys

Glu

Ile

Lys

Leu

Gly

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Pro

Phe

Leu

Ile

Trp

55

Leu

Ala

Ser

Tyr

Thr

135

Pro

Gly

Asn

GIn

Ser

215

Ser

Cys

Leu

GIn

Ser

40

Ile

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Ser

Asn

ES 2757930 T3

Phe

GlIn

25

Cys

Lys

Gly

Phe

Leu

105

Gly

Val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Leu

10

Ser

Lys

GIn

Ser

Thr

90

Thr

Leu

Thr

Pro

val

170

Ala

Gly

Gly

Lys

Leu

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

Ser

Asn

Val

Cys

155

Lys

Leu

Leu

Thr

Val
235

Ser

Ala

Thr

Pro

60

Asn

Asp

Glu

Tyr

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

220

Asp

204

val

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Thr

Asp

Asp

125

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Thr

Pro

30

Tyr

Asn

Ser

Ser

110

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

190

Leu

Tyr

Arg

Ala

15

Met

Thr

Gly

Tyr

Ser

95

Ala

Tyr

Ser

Thr

Pro

175

val

Ser

Thr

Val

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

Asn

Val

Phe

Thr

Ser

160

Glu

Ser

Cys

Glu
240
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<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencia artificial

ES 2757930 T3

0051VH-CH1-YGPPC (parte de 0074Fab)

176

Met Gly Trp

1

Val

Pro

Thr

Glu

65

GIn

Thr

Tyr

Tyr

Gly

145

Ser

Val

Phe

Val

Val
225

Gly

Asp

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asp

Ser

Val

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

Val

Ser

GIn

20

Ser

Ser

Gly

Lys

Met

100

Ala

GIn

Val

Ala

Ser

180

Val

Pro

Lys

Cys
5

val
Val
Met
Val
Gly
Ala
Arg
Gly
Phe
Leu
165
Trp
Leu

Ser

Pro

Ile

GIn

Lys

Ile

70

Lys

Leu

Ala

Thr

Pro

150

Gly

Asn

GIn

Ser

Ser
230

Ile

Leu

Ile

Trp

55

Ser

Ala

Ala

Pro

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

Phe

Glu

Ser

40

val

Thr

Thr

Arg

Met

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Phe

GIn

25

Cys

Lys

Tyr

Met

Leu

105

Ile

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Leu

10

Ser

Lys

GIn

Tyr

Thr

90

Thr

Thr

Val

Cys

Lys

170

Leu

Leu

Thr

val

Val

Gly

Ser

Gly

75

Val

Ser

Thr

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp
235

Ala

Ala

Ser

His

60

Asp

Asp

Glu

Gly

Ala

140

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

205

Thr

Glu

Gly

Ala

Val

Lys

Asp

Ala

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

Ala

Leu

30

Tyr

Lys

Arg

Ser

Ser

110

Trp

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Thr

val

Thr

15

val

Thr

Ser

Tyr

Ser

95

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu

175

Ser

Cys

Glu

Gly

Arg

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Ile

Ala

Lys

Glu

160

Pro

Thr

Val

Asn

Ser
240
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Lys Tyr Gly Pro Pro Cys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

177
246
PRT

245

Secuencia artificial

ES 2757930 T3

0051LC-HPC4 (parte de 0074Fab)

177

Met Lys Ser

1

Gly

Val

Val

Lys

65

Arg

Thr

Ser

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

Ala

Ser

Ser

50

Leu

Phe

val

Ser

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

His

Ala

35

Asn

Leu

Thr

GlIn

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

GIn

Gly

20

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala

100

Tyr

Ala

Gly

Ala

GIn

180

Ser

Tyr

Thr

Ser

Asp

Val

Asn

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

GIn

Ile

Arg

Ala

Tyr

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Val

Val

Val

Trp

55

Ala

Tyr

Leu

Gly

Val

135

Ser

GIn

Val

Leu

Glu

Phe

Met

Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Val

Thr

25

Ile

GIn

Ser

Thr

val

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Phe

10

GIn

Thr

GIn

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

GIn

Ser

Leu
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Asn

Ala

Lys

Asp

210

Leu

GIn

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met

1

Gly

Leu

Gly

Ala

65

Ser

Gly

Ala

Val

Cys

Ser

Arg

Tyr

Ser

Phe

Asn

Leu

Asp

195

Tyr

Ser

Val

180
696
PRT

Phe

GIn

180

Ser

Glu

Ser

Asp

Tyr

165

Ser

Thr

Lys

Pro

Pro
245

Pro

Gly

Tyr

Val
230

Arg

Arg Glu

Asn Ser

Ser Leu
200

Lys Val
215

Thr Lys

Leu Ile

Secuencia artificial

FVI11-L4b-0062VH-CH1-HPC4

180

Ser

Leu

Arg

35

Leu

Glu

Ser

Cys

Glu
115

GIn

Ala

20

Arg

Glu

Ile

Asp

Lys

100

Gly

Ala

Ala

Arg

Arg

Phe

Gly

85

Asp

Arg

Leu

Val

Arg

Glu

Lys

70

Asp

GIn

Asn

Arg Leu

Phe Vval

Ala Asn

40

Cys Lys

55

Asp Ala

GIn Cys

Leu GIn

Cys Glu
120

ES 2757930 T3

Ala

GIn

185

Ser

Tyr

Ser

Asp

Lys

170

Glu

Ser

Ala

Phe

Gly
250

humano

Leu

Thr

25

Ala

Glu

Glu

Ala

Ser

105

Thr

Cys

10

GIn

Phe

Glu

Arg

Ser

90

Tyr

Val GIn

Ser Val

Thr Leu
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REIVINDICACIONES

Una proteina procoagulante que comprende

(i) al menos un factor de coagulacion, que es un polipéptido de FVII o un polipéptido de FIX, unido
covalentemente a

(i) un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de este, que es un fragmento Fab, que es capaz de unirse
especificamente al

(iii) transcrito 1 similar a TREM (TLT-1).

La proteina procoagulante de conformidad con la reivindicacion 1, en donde el epitopo de (ii) comprende uno
0 mas residuos seleccionados del grupo que consiste en K133, 1134, G135, S136, L137, A138, N140, A141,
F142, S143, D144, P145 y A146 de la SEQ ID NO: 2.

La proteina procoagulante de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde el epitopo
de (ii) comprende K133, 1134, G135, S136, L137, A138, N140, A141, F142, S143, D144, P145 y A146 de la
SEQ ID NO: 2.

La proteina procoagulante de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la cadena
pesada de (ii) comprende:

* una secuencia CDR1 de los aminoacidos 49 a 53 (RYWMT) de la SEQ ID NO: 40, en donde uno de estos
residuos de aminoéacidos puede sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

» una secuencia CDR2 de los aminoacidos 68 a 84 (EINPDSSTINYNPSLKD) de la SEQ ID NO: 40, en donde
uno, dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y/o

 una secuencia CDR3 de los aminoacidos 117 a 121 (GVFTS) de la SEQ ID NO: 40, en donde uno, dos o tres
de estos aminoacidos pueden sustituirse por un aminoacido diferente; y en donde la cadena ligera de (ii)
comprende:

y en donde la cadena ligera de (ii) comprende:

* una secuencia CDR1 de los aminoacidos 43 a 58 (RSSQSLVHRNGNTYFH) de la SEQ ID NO: 41, en donde
uno, dos, tres o cuatro de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

» una secuencia CDR2 de los aminoacidos 74 a 80 (KVSNRFS) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente; y/o

» una secuencia CDR3 de los aminoacidos 113 a 121 (SQSTHVPYT) de la SEQ ID NO: 41, en donde uno o
dos de estos aminoacidos pueden sustituirse con un aminoacido diferente.

La proteina procoagulante de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde (ii) es un
anticuerpo humanizado o fragmento de este.

La proteina procoagulante de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que es un conjugado
de (i) y (ii).

La proteina procoagulante de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende,
ademas, un enlazador entre (i) y (ii).

El conjugado de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde (i) y (ii) se conjugan
covalentemente a través de un glicano de al menos una de dichas proteinas.

Una proteina procoagulante de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde (ii) se
une al TLT-1 sin competir con la unién del fibrinégeno al TLT-1.

Una proteina procoagulante de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde (ii) no
inhibe la agregacion plaquetaria.

Un proceso para preparar el conjugado de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 6-8, que
comprende conjugar quimicamente (i), el anticuerpo monoclonal TLT-1 o fragmento de este, con un grupo
reactivo (RS1) de un enlazador y hacer reaccionar (ii), el factor de coagulacion, con otro grupo reactivo (RS2)
de dicho enlazador.

El proceso como se define en la reivindicacion 11, en donde dicho enlazador es un polimero.

La proteina procoagulante de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, para su uso como
un medicamento.

La proteina procoagulante de conformidad con la reivindicacion 13, para su uso en el tratamiento de una
coagulopatia.

217



ES 2757930 T3

15. La proteina procoagulante para su uso de conformidad con la reivindicacion 14, en donde dicha
coagulopatia es hemofilia A, con o sin inhibidores, o hemofilia B, con o sin inhibidores.
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11A
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Fig. 11B
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Fig. 12
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Generacion del FXa (u. arb.)

Generacion del FXa (u. arb.)
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Fig. 13
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Fig. 14
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Tiempo de sangrado
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Fig. 15
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Fig. 16
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Fig. 17A
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Fig. 18
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Fig. 19
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Fig. 20
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Con relacion a wtFVlla
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Agregacién plaquetaria (%)

Agregacion plaquetaria (%)
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Fig. 22A
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Fig., 23
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Fig. 24
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Fig. 25
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