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ES 2 458 665 TS5

DESCRIPCION
Anticuerpos contra el inhibidor de la via del factor tisular

Campo de la Invencién

[0001] La presente invencién se refiere a anticuerpos que se unen especificamente a un inhibidor de la via del
factor tisular (TFPI).

Antecedentes de la Invencién

[0002] En sujetos con una coagulopatia, tal como en seres humanos con hemofilia A y B, varios pasos de la
cascada de coagulacion se hacen disfuncionales debido, por ejemplo, a la ausencia o presencia insuficiente de
un factor de coagulacion. Esa disfuncion de una parte de la cascada de coagulacion da por resultado
coagulacién de la sangre insuficiente y sangrado potencialmente amenazante para la vida, o dafio a 6rganos
internos, tales como las articulaciones. Sujetos tales como seres humanos con hemofilia A y B pueden recibir
terapia de reemplazo de factor de coagulacién tal como FVllla o FIXa exdégeno, respectivamente. Sin embargo,
esos pacientes estan en riesgo de desarrollar “inhibidores” (anticuerpos) a esos factores exdgenos, haciendo
inefectiva la terapia que anteriormente era eficiente. Ademas, los factores de coagulacion exdgenos sélo se
pueden administrar por via intravenosa, lo cual es de inconveniencia y malestar considerables para los
pacientes. Por ejemplo, los bebés y nifios que gatean pueden tener catéteres intravenosos quirdrgicamente
insertados en una vena del pecho, para que sea garantizado el acceso venoso. Esto los deja en gran riesgo de
desarrollar infecciones bacterianas. Los sujetos con una coagulopatia sélo pueden recibir terapia después de
que haya comenzado un sangrado, mas que como una medida de precaucién, que a menudo causa efecto en su
calidad de vida general.

[0003] Por lo tanto, ain hay muchas necesidades médicas no satisfechas en la comunidad hemofilica, en
particular, y en sujetos con coagulopatias, en general.

[0004] Cuando la pared de un vaso estéa lesionada, el factor tisular (TF) esta expuesto a los contenidos de sangre
circulante y TF forma un complejo con el Factor VlI/Factor VIl activado (FVII/FVIla) sobre la superficie de células
que tienen TF. Esto conduce a la activacion del Factor X (FX) a FXa que junto con FVa genera una cantidad
limitada de trombina (Flla). Pequefias cantidades de trombina activan las plaquetas, que dan por resultado
exposicion de superficie de fosfolipidos que soporta la unién del complejo de tenasa que consiste de FVllla/FIXa.

[0005] El complejo de tenasa produce grandes cantidades de FXa, que subsecuentemente facilita una rafaga de
trombina completa. Una rafaga de trombina completa es necesaria para la formacion de una estructura de fibrina
mecanicamente fuerte y estabilizacion del tapén hemostatico. FVIII o FIX esta ausente o presente a niveles bajos
en pacientes con hemofilia, y debido a la falta de actividad de tenasa, la capacidad para generar FXa es baja e
insuficiente para soportar la fase de propagacion de la coagulacién. Por el contrario, la fase de inicio mediada por
TF no es dependiente de la formacion del complejo de tenasa. Sin embargo, la via de TF, poco después de una
generacién de FXa inicial, sera bloqueada por inhibidores del plasma

[0006] El inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) regula descendentemente la coagulacion en curso al
neutralizar la actividad catalitica de FXa y al inhibir el complejo TF-FVlla en presencia de FXa. TFPI ya sea que
inhiba el complejo TF/FVIla/FXa sobre la superficie celular o inhiba el FXa liberado seguido por inhibicion de
FVIla/TF.

[0007] Int. Jour. Haem. Fibrin (1995), 6, 5, 388-394 divulga un anticuerpo TFPI policlonal de cabra. Tras la
publicacion de este articulo, Warn Cramer y Rapaport utilizaron el mismo método que el descrito para cultivar un
pAb de cabra (Arterioscler. Thromb. (1993), 13, 1551-1557). Este pAb se probd y se encontré que exhibe la
propiedad indeseable de dar lugar a una reduccién en el nimero de plaquetas (véase Fig. 4).

[0008] Blood; Amer. Soc. Haem (2004), 104, 11, 788 divulga un anticuerpo TFPI que se direge al dominio K2 de
TFPI (véase lineas 23-24 del resumen). No se proporciona informacién adicional sobre el anticuerpo.

[0009] Throm. Res (1991), 64, 2, 213-222 es un articulo que expone el efecto que tiene LACI (es decir TFPI) en
la coagulacién inducida por tromboplastina en plasma normal y hemofilico. El articulo divulga un anticuerpo TFPI
policlonal de conejo (pAb) y anticuerpo TFPI monoclonal de ratdn (mAb) (véase seccion de Materiales, pagin
215), usado para evaluar la funcion LACI. Este articulo no expone nada sobre la estructura de los anticuerpos
gue se usaron para evaluar la funcion LACI, ni examina las propiedades biolégicas de pAb y mAb que fueron
usados en el experimento del autor.

[0010] mAb 2974 es un anticuerpo monoclonal FTPI comercialmente disponible, producido por R&D Systems y
disponible para fines de investigacion Gnicamente.
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Resumen de la Invencién

[0011] Los inventores han identificado anticuerpos monoclonales que se unen especificamente al inhibidor de la
via del factor tisular (“TFPI”, algunas veces denominado “TFPI1") y de esta manera modula su actividad. La
presente invencion se refiere a estos anticuerpos y a otros anticuerpos relacionados que se derivan de estos
anticuerpos o tienen propiedades de unidn similares a estos anticuerpos.

[0012] Por consiguiente, la presente invencion se refiere a anticuerpos que se unen especificamente a inhibidor
de la via del factor tisular (TFPI) y que reducen el tiempo de coagulacion en, por ejemplo, (a) plasma deficiente
en FVIII humano y/o (b) sangre entera humana.

[0013] La presente invencion se refiere a un anticuerpo segun se define en las reivindicaciones 1y 6.

[0014] Un anticuerpo comprende la regién variable de cadena ligera de SEC ID n.°: 4 y la region variable de
cadena pesada de SEC ID n.°: 8. Otro anticuerpo comprende la region variable de cadena ligera de SEC ID n.°:
15 y la regidn variable de cadena pesada de SEC ID n.°: 18.

[0015] Se describen polinucledétidos que codifican un anticuerpo de la invencién, tales como polinucleétidos que
codifican la cadena ligera de un anticuerpo y/o la cadena pesada de un anticuerpo de la invencion.

[0016] La invencion también provee composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo de la invencion
y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

[0017] Los anticuerpos y composiciones de la invencion también se proveen para usarse en (a) el tratamiento o
prevencion de una coagulopatia (trastorno de sangrado) o (b) la estimulacion de coagulacion sanguinea. Es
decir, la invencion provee un método para (a) el tratamiento o prevencidon de una coagulopatia (trastorno de
sangrado) o (b) la estimulacidon de coagulacion sanguinea, el método comprende administrar a un paciente que
lo necesita una cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva de un anticuerpo o composicion de la
invencion.

[0018] Ademas, la invencion provee regimenes de dosis del anticuerpo monoclonal de la invencion.

Breve Descripcion de las Figuras

[0019]

La figura 1 muestra las secuencias de los dominios VH (A) y VL (B) de anti-TFPI4F36A1B2 de ratdn
(denominado aqui también MuTFPI4F36 o 4F36), alineadas con las secuencias para la linea germinal
humana y la versién injertada con CDR inicial de TFPI4F36 humanizado. El esquema de numeraciéon de
Kabat esta indicado arriba de las secuencias.

La figura 2 muestra las secuencias de nucledtidos y secuencias de polipéptido traducidas para las secuencias
de VH y VL del anticuerpo TFPI4F36A1B2 de raton (MuTFPI4F36).

La figura 3 muestra las secuencias de aminoacidos de las cadenas ligera (A) y pesada (B) de fragmentos Fab
del anticuerpo 4F36 de ratén, MuTFPI4F36. La numeracion arriba de las secuencias se muestra en
conformidad con Kabat. Posiciones correspondientes a lazos de CDR estan en texto resaltado subrayado en
negrita en la numeracién de Kabat. Los residuos de aminoacidos que constituyen el paratopo son resaltados
en texto subrayado y en negrita. El paratopo es determinado a partir de la estructura de rayos X del complejo
entre el Fab de MuTFPI4F36 y el dominio TFPI K2 y se define como residuos en el Fab que tienen un atomo
pesado dentro de una distancia de menos de 4 A de un atomo pesado en K2.

La figura 4 muestra la secuencia de TFPI (secuencia de péptido de sefial omitida). Los dominios de Kunitz se
muestran en negrita: dominio de TFPI Kunitz 1 = aminoacidos 26 a 76; dominio de TFPI Kunitz 2 =
aminoacidos 97-147; dominio de TFPI Kunitz 3 = aminoacidos 188-238. La parte C-terminal de TFPI se
muestra en cursiva en los aminoéacidos 240 a 276.

La figura 5 muestra la accesibilidad relativa de residuos en TFPI. Los residuos que tienen una accesibilidad
mayor que 40% son los aminoacidos 94-95, 98, 100-110, 118-121, 123-124, 131, 134, 138-142 y 144-145.

La figura 6 muestra un analisis de SEC HPLC de un complejo entre el dominio de TFPI Kunitz 2 (K2) y el
fragmento Fab de MuTFPI4F36 (Fab). Cromatogramas de SEC-HPLC detectados a UV 280 nm de K2 libre
(linea sdlida, rt 13.1 min, pico mostrado a 13.134), Fab libre (linea discontinua, rt 11.7 min, pico mostrado a
11.676) y complejo (linea punteada, r: 11.5 min, pico mostrado a 11.496). La muestra del complejo contenia
~20% de exceso de K2.
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La figura 7 muestra la estructura global del complejo Fab:K2 de MuTFPI4F36. Las cadenas ligeras se
muestran en gris palido y las cadenas pesadas se muestran en gris oscuro. Los lazos de CDR como se
define de conformidad con el esquema de Kabat se marcan como L1 a L3y H1 a H3.

La figura 8 muestra la estructura del dominio K2 de TFPI cuando esta en un complejo con Fab de
MuTFPI4F36 (no se muestra la molécula de Fab). Los N- y C-terminales y elementos estructurales
secundarios estan marcados.

La figura 9 muestra una superposicion de esqueleto de estructuras de K2. Se muestran diferencias en
estructura entre solucion de K2, K2 esta en complejo con Fab de MuTFPI4F36 y K2 en complejo con tripsina
de porcino.

La figura 10 muestra el epitopo de unién de MuTFPI4F36 en K2. (A) Representacion dibujada del dominio de
K2 de TFPI con cadenas laterales de residuos incluidas en el epitopo de unién representado por bolas y
varillas. (B) es como A, pero con superficie afiadida. (C) Epitopo de unién mapeado sobre la secuencia
primaria. Mayusculas en negrita, letras cursivas y subrayadas corresponden a residuos en el epitopo de
uniéon K2 que hace contacto con la cadena pesada de Fab de MuTFPI4F36 Unicamente (posiciones 10, 11,
13, 28, 31, 33 y 35), cadena ligera Unicamente (posiciones 21, 23 y 50), y tanto con cadena pesada como
ligera (17, 19, 34 y 36), respectivamente. Los elementos estructurales secundarios (h = hélice, s = lamina)
estan indicados (hélices en las posiciones 5-8 y 50-56 y laminas en las posiciones 20-26 y 31-37). Los
residuos resaltados en gris (posiciones 1-2 y 59-66) estan presentes en la proteina expresada, pero no se
observan en la estructura de cristal debido al N- y C-terminal que es flexible.

La figura 11 muestra una comparacion de las trazas de esqueleto de complejos de K2: Fab MuTFPI4F36 y
K2: Fab HzTFPI4F36, que demuestran los modos de unién idénticos para los fragmentos Fab de
MuTFPI4F36 de ratén y HzTFPI4F36 humanizado. Fab K2: MuTFPI4F36 se muestra en gris y Fab
K2:HzTFPI4F36 en negro. Las estructuras estan superpuestas para optimizar la concordancia entre la region
variable de los fragmentos Fab.

La figura 12 muestra el efecto de anticuerpos monoclonales anti-TFPI (mAbs) sobre la activacion inducida por
TF/FVlla de FX sobre la superficie de HUVECs estimulada con TNFo/ILIB. La activacién de FX se midi6 en
presencia de 0-20 nM mAB (mAbTFPI 2021 o mAb 2974), 50 pM FVlla (NovoSeven®) y 50 nM FX en
regulador de pH con 25 mM de HEPES, 137 mM de NacCl, 3.5 mM de KCI, 5 mM de CaClz, 1 mg/ml de BSA
(0.1%) pH 7.4 que se superpuso a una monocapa de HUVECSs. La actividad de Fxa generada se determin6
en una prueba amidolitica con S-2765 mediada por el incremento en absorbancia a 405 nM.

La figura 13 muestra el efecto de anti-TFPI mAbs sobre la inhibicién por TFPI de activacion de FX inducida
por TF/FVIla sobre la superficie de células MDA-MB. La activacién de FX se midié en presencia de 0-20 nM
de mAb (Hz mAbTFPI 2021 o mAb 2974), 2.5 nM de fl-TFPI, 100 pM de FVlla y 50 nM de FX en regulador de
pH con 25 mM de HEPES, 137 mM de NacCl, 3.5 mM de KCI, 5 mM de CaCl, 1 mg/ml de BSA (0.1%) pH 7.4
que fue recubierto una monocapa de células MDA-MB 231. La actividad de FXa generada se determiné en
una prueba amidolitica con S-2765 medido por el incremento en absorbancia a 405 nM.

La figura 14 muestra el efecto de sustituciones individuales del aminoacido alanina de residuos selectos
dentro del dominio TFPI Kunitz 2 sobre la unién a mAbTFPI 2021 (“mAb4F36") y mAb2974 (n = 2). Los
residuos selectos son parte del epitopo de union mABTFPI 2021. La numeracion de los residuos de
aminoacidos es como se indica en la figura 10C.

La figura 15 muestra el tiempo de sangrado de la cuticula y pérdida de sangre medida en conejos hemofilicos
transitorios después del tratamiento con IgG de control (Hemofilia) o con el anticuerpo anti-TFPI de ratén,
TFPI-4F36A1B2 (“4F36”, MUuTFPI4F36).

La figura 16 muestra el tiempo de sangrado de la cuticula (observaciones individuales; media + SEM) y
pérdida de sangre (media+SEM) en un tratamiento “sobre demanda” de conejos con hemofilia inducida por
anticuerpo, tratados con HzTFPI4F36 (“anti-TFPI”, mAbTFPI 2021) (2 mg/kg) o NovoSeven (9 mg/kg) 5
minutos después de la induccion de sangrado. El sangrado se observé durante 1 hora (3600 seg).

La figura 17 muestra el tiempo de sangrado de la cuticula (observaciones individuales; media + SEM) y
pérdida de sangre (media+SEM) en conejos con hemofilia inducida por anticuerpo, cuando son pre-tratados
con HzTFPI4F36 (“anti-TFPI”, mAbTFPI 2021) (dosis: 0.5, 1, 2 mg/kg) o un anticuerpo de control de isotipo
35 minutos antes de la induccion del sangrado. El sangrado se observo durante 1 hora (3600 seg).

La figura 18 muestra el nimero de plaguetas medido en animales individuales, después de estimulacion con
anticuerpo anti-FVIII, administracién de un anticuerpo anti-TFPI (“anti-TFPI ab”, MUuTFPI4F36) y después se
hizo sangrar. Esto se llevé a cabo en un modelo de hemofilia de control y en presencia del anticuerpo 4F36
anti-TFPI de raton (MuTFPI4F36) como se describe en la presente.
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La figura 19 muestra la concentracion en el plasma de HzTFPI4F36 libre (mAbTFPI 2021) en conejos
dosificados con 20 mg/kg de HzTFPI4F36 a 0 h. Experimentos de sangrado de la cuticula se realizaron a 96
h (4 dias), 168 h (7 dias) y 240 h (10 dias). Las lineas punteadas indican el intervalo de ‘concentracion
efectiva’ de HzTFPI4F36 como se encuentra en un estudio de dosis-respuesta (véase figura 17).

La figura 20: Panel de la izquierda: plasma HzTFPI4F36 (mMAbTFPI 2021) (eje de la izquierda Q) y tiempo de
sangrado de la cuticula (media £+ SEM; m). Panel de la derecha: HzZTFPI4F36 en el plasma (mAbTFPI 2021)
(eje de la izquierda O) y pérdida de sangre (media + SEM; m) en conejos con hemofilia inducida por
anticuerpo, cuando se pretrataron con 20 mg/kg de HzTFPI4F36 (n=8) o anticuerpo de control de isotipo (n =
12) a 4, 7 0 10 dias antes de la induccion de sangrado. El sangrado se observé durante 1 hora (3600 s).

La figura 21 muestra los niveles de concentracion en el plasma después de la administracién de IV y SC de
HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021) a monos. En las tres graficas inferiores, a dos monos se administraron tres
dosis de HzTFPI4F36 con intervalo de dos semanas. En la izquierda inferior, tres dosis de 2, 20 y 80 mg/kg
se administraron, en la mitad inferior, tres dosis de 20, 80 y 160 mg/kg se administraron; a la derecha inferior,
tres dosis de 80, 160 y 200 mg/kg se dosificaron. A la izquierda superior, una sola dosis de 20 mg/kg se
administré a tres monos; a la derecha superior como dosis IV individual se administraron a tres monos. En las
gréaficas, los puntos representan observaciones individuales, mientras que la linea representa el ajuste de
modelo.

La figura 22 muestra una simulacion de 1 mg/kg HzZTFPI4F36 (mAbTFPI 2021) administrada SC diariamente.
La linea horizontal sélida representa niveles de concentracion en el plasma simulados y la linea horizontal
punteada la concentracion eficaz superior como se deduce a partir de los datos de efecto.

La figura 23 muestra una simulacion de 15 mg/kg de HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021), administrado
intravenosamente cada tercera semana. La linea horizontal sélida representa niveles de concentracion en el
plasma simulados y la linea horizontal punteada la concentracion eficaz superior como se deduce a partir de
los datos de efecto.

La figura 24 muestra una simulaciéon de 20 mg/kg de HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021), administrado
intravenosamente cada segunda semana. La linea horizontal sélida representa niveles de concentracién en el
plasma simulados y la linea horizontal punteada la saturacion objetivo esperada como se deduce a partir del
estudio de efecto.

Breve Descripciéon del Listado de Secuencias

[0020]

SEC ID n.%; 1 da la secuencia de aminoacidos de TFPI humano (secuencia de péptido de sefial omitida).

SEC ID n.% 2 da la secuencia de aminoacidos de un constructo usado para determinar el epitopo de union
de un anticuerpo. El constructo comprende los aminoacidos 91 a 150 de TFPI humano y una etiqueta Hiss
C-terminal.

SEC ID n.%s; 3, 5y 4 dan las secuencias de polinucleétido (sentido y anti-sentido) y polipéptido para el
dominio variable de cadena ligera (VL) del anticuerpo monoclonal MuTFPI4F36 (TFPI-4F36A1B2). SEC ID
n.%: 6 da la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal MuTFPI4F36 (TFPI-
4F36A1B2). Las secuencias de péptido de sefal son omitidas.

SEC ID n.°s; 7, 9 y 8 dan las secuencias de polinucleétido (sentido y anti-sentido) y polipéptido para el
dominio variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo monoclonal MuTFPI4F36 (TFPI-4F36A1B2). SEC
ID n.% 10 da la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal MuTFPI4F36
(TFPI-4F36A1B2). Las secuencias de péptido de sefial son omitidas.

SEC ID n.% 11 da la secuencia de un cebador inversas usado para amplificacion de dominio variable de
cadena pesada y SEC ID n.% 12 da la secuencia de un cebador inversas usado para amplificacién de
cadena ligera.

SEC ID n.°s; 13-15 proveen las secuencias de polinucleétido de sentido, polinucleétido de antisentido y
polipéptido, respectivamente, para el dominio variable de cadena ligera (VL) del anticuerpo monoclonal
humanizado, HzTFPI4F36 (mAbTFPI2021). Las secuencias de péptido de sefial son omitidas.

SEC ID n.°s: 16-18 proveen las secuencias de polinucledtido de sentido, polinucledtido de antisentido y
polipéptido, respectivamente, para el dominio variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo monoclonal
humanizado, HzTFPI4F36 (mAbTFPI2021).
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SEC ID n.°s; 19-21 proveen las secuencias de polinuclettido de sentido, polinucleétido de antisentido y
polipéptido, respectivamente, para la cadena ligera (LC) del anticuerpo monoclonal humanizado,
HzTFPI4F36 (MAbTFPI12021).

SEC ID n.°s: 22-24 proveen las secuencias de polinucledtido de sentido, polinucleétido de antisentido y
polipéptido, respectivamente, para la cadena pesada (HC) del anticuerpo monoclonal humanizado,
HzTFPI4F36 (mAbTFPI2021). Las secuencias de péptido de sefial son omitidas.

SEC ID n.%s; 25-26 proveen las secuencias de acido nucleico y aminoéacidos, respectivamente, para el
dominio variable de cadena ligera del HzZTFPI4F36 injertado con CDR. Las secuencias de péptido de sefial
son omitidas.

SEC ID n.®s; 27-28 proveen las secuencias de acido nucleico y aminoacidos, respectivamente, del dominio
variable de cadena pesada del HzZTFPI4F36 injertado con CDR. Las secuencias de péptido de sefial son
omitidas.

SEC ID n.°: 29 provee la secuencia de aminodacidos de la cadena ligera del HzTFPI4F36 injertado con CDR
(cadena kappa humana). La secuencia de péptido de sefial es omitida.

SEC ID n.°: 30 provee la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del HzTFPI4F36 injertado con
CDR, que es una IgG4 humana (S241P). La secuencia de péptido de sefial es omitida.

SEC ID n.°: 31 provee la secuencia de linea germinal, VKII_A18/JK4, usada para humanizacion de la
cadena ligera de MuTFPI4F36. La secuencia de péptido de sefial es omitida.

SEC ID n.°: 32 provee la secuencia de linea germinal, VH3_21/JH6, usada para humanizacion de la cadena
pesada de MuTFPI4F36. La secuencia de péptido de sefial es omitida.

SEC ID n.°: 33 provee la secuencia de aminoacidos del Fab de cadena pesada de MuTFPI4F36AIB2. El
péptido de sefial es omitido.

SEC ID n.°: 34 provee la secuencia de aminoacidos del Fab de cadena pesada d HzTFPI4F36. El péptido
de sefial es omitido.

Descripcion Detallada de la Invencidn

[0021] Se describen anticuerpos que se unen a TFPI. Se describen anticuerpos que preferiblemente se unen
especificamente a TFPI, es decir, se unen a TFPI pero no se unen, o se unen a una afinidad mas baja, a otras
moléculas. Se describen anticuerpos que se unen a TFPI y que modulan su actividad. Los anticuerpos de la
invencion por lo tanto pueden poseer la capacidad de acortar el tiempo de coagulacién. Por ejemplo, un
anticuerpo de la invencién puede tener la capacidad de acortar el tiempo de coagulacién en el plasma deficiente
en FVIII humano o de reducir el tiempo para coagular como se mide en un analisis de tromboelastografia (TEG)
de sangre entera humana. La invencion también se refiere a usos para esos anticuerpos, tales como usos
terapéuticos y farmacéuticos.

[0022] EI término TFPI, como se usa en la presente, abarca cualquier forma de TFPI que existe naturalmente
que se puede derivar de cualquier organismo adecuado. Por ejemplo, TFPI para uso como se describe en la
presente puede ser un TFPI de mamifero, tal como TFPI de humano, ratén, rata, primate, bovino, ovino o
porcino. Preferiblemente, el TFPI es TFPI de humano. El TFPI puede ser una forma madura de TFPI tal como
una proteina TFPI que ha pasado por procesamiento post-traduccional dentro de una célula adecuada. Esa
proteina TFPI madura, por ejemplo, puede ser glicosilada. EI TFPI puede ser una proteina TFPI de longitud
completa. El término TFPI también abarca variantes, isoformas y otros homélogos de esas moléculas de TFPI.
Las moléculas de TFPI variantes generalmente se caracterizardn por tener el mismo tipo de actividad que el
TFPI que existe naturalmente, tal como la capacidad para neutralizar la actividad catalitica de FXa, o la
capacidad para inhibir un complejo de TF-FVlla/FXa.

[0023] Un anticuerpo de la invencion tendra la capacidad para unirse a TFPI. Un anticuerpo de la invencién se
unird especificamente a TFPI. Es decir, un anticuerpo de la invencién preferiblemente se unird a TFPI con mayor
afinidad de unién que aquella a la cual se une a otra molécula. Un anticuerpo de la invencion puede tener la
capacidad para unirse o se une especificamente a una molécula de TFPI como se describe en la presente tal
como cualquier molécula objetivo como se describe en la presente.

[0024] El término “afinidad de unién” se usa en la presente como una medida de la resistencia de una interaccién
no covalente entre dos moléculas, por ejemplo, y anticuerpo, o fragmento del mismo, y un antigeno. El término
“afinidad de union” se usa para describir interacciones monovalentes (actividad intrinseca).
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[0025] La afinidad de union entre dos moléculas, p. €j., un anticuerpo, o fragmento del mismo, y un antigeno, a
través de una interaccién monovalente puede ser cuantificada por determinacion de la constante de disociacién
(Kb). A su vez, Kp se puede determinar al medir la cinética de formacion de complejo y disociacion, p. €j., por el
método de SPR (Biacore). Las constantes de proporcion correspondientes a la asociacion y la disociacién de un
complejo monovalente se refieren como las constantes de la proporcién de asociacion ka (0 Kasociacion) Y constante
de la tasa de disociacién kqd. (0 Kdisociacion), respectivamente. Kp esta relacionada con ka y kg a través de la
ecuacion Kp = kad/Ka.

[0026] Siguiendo la definicion anterior las afinidades de unién asociadas con diferentes interacciones
moleculares, p. €j., la comparacion de la afinidad de unién de diferentes anticuerpos para un antigeno dado, se
pueden comparar mediante la comparacion de los valores de Kp para los complejos de anticuerpo/antigeno
individuales.

[0027] De manera similar, la especificidad de una interaccion se puede evaluar mediante la determinacion y
comparacion del valor de Kp para la interaccion de interés, p. €j., una interaccion especifica entre un anticuerpo y
un antigeno, con el valor de Ko de una interaccion que no es de interés.

[0028] Tipicamente, la Kp para el anticuerpo con respecto al objetivo sera 2 veces, preferiblemente 5 veces, muy
preferiblemente 10 veces menor que Ko con respecto al otro, molécula no objetivo tal como material no
relacionado o material acompafiante en el ambiente. Muy preferiblemente, la Ko sera 50 veces menos, tal como
100 veces menos, 0 200 veces menos; muy preferiblemente alin 500 veces menos, tal como 1000 veces menos,
0 10 000 veces menos.

[0029] El valor de esta constante de disociacion se puede determinar directamente por métodos bien conocidos,
y se puede calcular incluso para mezclas complejas por métodos tales como aquellos expuestos, por ejemplo, en
Caceci et al. (Byte 9: 340-362, 1984). Por ejemplo, la Ko se puede establecer usando una prueba de unién con
filtro de nitrocelulosa de doble filtro tal como aquella descrita por Wong y Lohman (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90,
5428-5432, 1993). Otras pruebas estandares para evaluar la capacidad de union de ligandos tales como
anticuerpos hacia objetivos se conocen en la técnica, que incluyen por ejemplo, ELISAs, Western blots, RIAs, y
andlisis de citometria de flujo. La cinética de unién y afinidad de unién del anticuerpo también se pueden evaluar
por pruebas estandares conocidas en la técnica, tales como resonancia de plasmén superficial (SPR), p. €j., al
usar un sistema de Biacore™.

[0030] Una prueba de uniéon competitiva se puede conducir en la cual la union del anticuerpo al objetivo se
compara con la unién del objetivo por otro ligando de ese objetivo, tal como otro anticuerpo. La concentracion a
la cual ocurre el 50% de la inhibicion se conoce como Ki. Bajo condiciones ideales, la Ki es equivalente a Kp. El
valor de Ki nunca sera menor que la Kp, por lo que la medicion de Ki puede ser convenientemente sustituida para
proveer un limite superior para Kp.

[0031] Un anticuerpo de la invencién puede tener una Ko para su objetivo de 1 x 10-*°M o menos, 1 x 10*M o
menos, 0 1 x 10'*2M o menos.

[0032] Un anticuerpo que se une especificamente a su objetivo se puede unir a su objetivo con una afinidad alta,
es decir, que presenta una Kp baja como se describié anteriormente, y se puede unir a otras, moléculas no
objetivo con una afinidad baja. Por ejemplo, el anticuerpo se puede unir a moléculas no objetivo con una Kp de 1
x 10°M o mas, muy preferiblemente 1 x 10° M o mas, muy preferiblemente 1 x 10* M o mas, muy
preferiblemente 1 x 10* M o mas, muy preferiblemente ain 1 x 102 M o mas. Un anticuerpo de la invencion es
preferiblemente capaz de unirse a su objetivo con una afinidad que es por lo menos dos veces, 10 veces, 50
veces, 100 veces 200 veces, 500 veces, 1000 veces o 10 000 veces o0 mayor que su afinidad para unirse a otra
molécula no objetivo.

[0033] La molécula objetivo puede ser cualquier molécula de TFPI como se describe en la presente, tal como
una molécula de TFPI que existe naturalmente, una molécula de TFPI completamente madura o una molécula de
TFPI de longitud completa. Las moléculas de TFPI preferidas son moléculas de TFPI de mamifero
completamente maduras, que ocurren naturalmente, de longitud completa. Por ejemplo, la molécula de TFPI
puede consistir en, 0 puede comprender, la secuencia de aminoacidos de SEC ID n.°: 1 o un fragmento u otra
variante del mismo como se describe en la presente.

[0034] La molécula objetivo puede ser una variante de una molécula de TFPI tal como un fragmento de una
molécula de TFPI. Por ejemplo, la molécula objetivo puede ser un fragmento u otra variante de TFPI que
mantenga un epitopo adecuado para unién a anticuerpo. Por ejemplo, la molécula objetivo puede ser un
fragmento u otra variante de TFPI que retenga un epitopo como se describe en la presente. La molécula objetivo
puede comprender un epitopo.

[0035] En una modalidad, la molécula objetivo es una molécula de TFPI de longitud completa. La molécula de
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TFPI de longitud completa puede comprender un primer, segundo y tercer dominio de Kunitz como se describe
en la presente. La molécula de TFPI de longitud completa puede comprender un primer, segundo y tercer
dominio de Kunitz como se describe en la presente y también una regién carboxi terminal como se describe en la
presente. La molécula de TFPI de longitud completa puede ser una molécula de TFPI que existe naturalmente tal
como un polipéptido de TFPI de longitud completa como se expresa a partir de un gen de TFPI, o como es
secretado por células que expresan TFPI. La molécula de TFPI de longitud completa puede ser una molécula de
TFPI que existe naturalmente como se encuentra en circulacion en forma libre en el plasma o unido a células
tales como células endoteliales. La molécula de TFPI de longitud completa no es una molécula de TFPI truncada
tal como una molécula de TFPI truncada que existe naturalmente como se describe en la presente.

[0036] En una modalidad, la molécula objetivo es una molécula de TFPI truncada. Por ejemplo, la molécula de
TFPI truncada puede comprender una truncacién carboxi terminal. Por ejemplo, un nimero de formas truncadas
de TFPI que existen naturalmente son conocidas. Estas puede comprender una truncacion de parte o toda la
parte carboxi terminal de TFPI. Ademas pueden comprender truncacién de parte o todo uno o mas de los
dominios de Kunitz. Por ejemplo, una forma truncada de TFPI puede comprender la delecién de la parte carboxi
terminal y parte, o todo, del tercer dominio de Kunitz.

[0037] Por ejemplo, una forma truncada de TFPI que existe naturalmente comprende Unicamente los
aminoéacidos 1 a 161 de la molécula de TFPI de longitud completa (referida aqui como TFPI (1-161)). TFPI (1-
161) es una forma activa de TFPI que tiene actividad reducida comparada con la molécula de longitud completa.
TFPI (1-161) difiere en estructura de TFPI de longitud completa y anticuerpos generados contra TFPI (1-161)
como una molécula objetivo por lo tanto puede diferir de anticuerpos generados contra TFPI de longitud
completa.

[0038] Una forma truncada de TFPI puede ser una molécula objetivo apropiada donde se desea dirigir
anticuerpos contra la region de TFPI de longitud completa que esta presente en TFPI (1-161). Sin embargo, el
TFPI truncado preferiblemente se usa como una molécula objetivo cuando se desea que los anticuerpos sean
dirigidos contra formas truncadas especificas de TFPI tal como TFPI truncado que existe naturalmente.

[0039] En una modalidad la molécula objetivo es una forma de TFPI que existe naturalmente. Esta se puede usar
en una forma en la cual esta presente in vivo. Por ejemplo, la molécula objetivo puede ser un TFPI que existe
naturalmente de longitud completa como se describié antes. La molécula objetivo puede ser un TFPI truncado
que existe naturalmente como se describié antes. La molécula objetivo puede ser TFPI en una forma en la cual
esta presente en plasma in vivo. La molécula objetivo puede ser TFPI que se une a lipoproteina en la misma
forma que esta presente en plasma in vivo. La molécula objetivo puede ser TFPI que se une a células en la
misma forma que ocurre in vivo, tal como TFPI que se une a células endoteliales. Un anticuerpo de la invencién
se puede unir a cualquiera o mas de estas formas de TFPI que existen naturalmente. El anticuerpo de la
invencion puede ser capaz de unirse a todas estas formas de TFPI que existen naturalmente, o puede ser capaz
de discriminar entre estas formas diferentes, al unirse a algunas pero no a otras.

[0040] En una modalidad, la molécula objetivo es, o comprende, el segundo dominio de Kunitz de TFPI. La
molécula objetivo puede comprender los aminoacidos 97 a 147 de SEC ID n.°: 1 o los aminoacidos 91 a 150 de
SEC ID n.°: 1 o una region de dominio de Kunitz 2 equivalente de otro polipéptido TFPI. La molécula objetivo
puede comprender SEC ID n.°: 2 o los aminoacidos 3 a 58 0 10 a 50 de SEC ID n.°: 2. La molécula objetivo
puede ser, o puede comprender, un fragmento del segundo dominio de Kunitz de TFPI. Por ejemplo, la molécula
objetivo puede comprender cinco o mas, ocho o mas, diez 0 mas, doce o mas o quince o mas aminoacidos del
segundo dominio de Kunitz.

[0041] La molécula objetivo puede comprender cinco o mas, ocho o mas, diez o0 mas, doce 0 mas o quince o
mas residuos accesibles a la superficie de TFPI o de una region particular de TFPI tal como un dominio de Kunitz
particular o la parte C terminal de TFPI. Un residuo accesible a la superficie es un residuo que tiene mas de 40%
de accesibilidad relativa. Por ejemplo, para el dominio de Kunitz 2 de TFPI (SEC ID n.% 1), los siguientes
aminoécidos tienen mas de 40% de accesibilidad relativa: 94-95, 98, 100-110, 118-121, 123-124, 131, 134, 138-
142 y 144-145 (véase figura 5). La molécula objetivo puede comprender cinco o mas, ocho o mas, diez o mas,
doce o mas o quince o mas de estos residuos, tal como un fragmento de TFPI que incluye cinco o mas, ocho o
mas, diez 0 mas, doce o0 mas o quince o mas de estos residuos.

[0042] La molécula objetivo puede comprender un epitopo de TFPI conocido.

[0043] El término “epitopo”, como se usa en la presente, se define en el contexto de una interaccion molecular
entre un “polipéptido de unién a antigeno” (Ab) y su “antigeno” (Ag) correspondiente. Como se usa en la
presente, el término Ab comprende un anticuerpo o un fragmento del mismo, que especificamente se une al Ag
correspondiente. Ejemplos de fragmentos de unién a antigeno incluyen Fab, Fab’, F(ab)2, F(ab’)2, F(ab)S, Fv
(tipicamente los dominios de VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo), Fv de cadena sencilla (scFv; véase, p.
ej., Bird et al., Science 1988; 242:42S-426; y Huston et al. PNAS 1988; 85: 5879-5883), fragmentos dsFv, Fd
(tipicamente el dominio de VH y CHI), y dAb (tipicamente un dominio de VH); dominios VH, VL, VhH, y V-NAR;
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moléculas monovalentes que comprenden una cadena sencilla de VH y una cadena sencilla de VL; minicuerpos,
diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y cuerpos kappa (véase, p. €j., lll et al. Protein Eng 1997; 10:949-57); IgG
de camello; IgNAR; asi como una o0 mas CDRs aisladas o un paratopo funcional, donde las CDRs aisladas o
residuos o polipéptidos de unién a antigeno pueden ser asociados o enlazados entre si para formar un fragmento
de anticuerpo funcional. Varios tipos de fragmentos de anticuerpo se han descrito o revisado en, p. ej., Holliger y
Hudson, Nat Biotechnol 2005; 2S:1126-1136; W02005040219, y solicitudes de patente de E.U.A. publicadas
20050238646 y 20020161201.

[0044] Los fragmentos de anticuerpo se pueden obtener usando técnicas recombinantes convencionales o de
proteina recombinantes, y los fragmentos se pueden determinar selectivamente para uniéon a antigeno u otra
funcién de la misma manera que pueden serlo los anticuerpos intactos.

[0045] EI término antigeno (Ag) se refiere a la entidad molecular usada para inmunizacion de un vertebrado
inmunocompetente para producir el anticuerpo (Ab) que reconoce el Ag. Aqui, Ag se denomina mas ampliamente
y generalmente se pretende que incluya moléculas objetivo que son especificamente reconocidas por el Ab, por
lo tanto incluye fragmentos o simulaciones de la molécula usada en el proceso de inmunizacién para producir el
Ab. Por lo tanto, para unién de Ab al segundo dominio de kunitz (K2) de TFPI, ambos K2 aislado, TFPI de
longitud completa que incluye variantes de TFPI truncadas y otras variantes de TFPI se refieren como un Ag.

[0046] Generalmente, el término “epitopo” se refiere al area o regién en un Ag al cual se une especificamente un
Ab, es decir, el area o regién en contacto fisico con el Ab. Un epitopo de proteina puede comprender residuos de
aminoacidos en el Ag que estan directamente implicados en la unién a un Ab (también llamado el componente
inmunodominante del epitopo) y otros residuos de aminoéacidos, que no estan directamente implicados en la
union, tales como residuos de aminoacidos del Ag que son efectivamente bloqueados por el Ab (en otras
palabras, el residuo de aminoacido esta dentro de la “superficie excluida en solvente” y/o la “huella” del Ab). El
término epitopo de la presente incluye ambos tipos de unién en cualquier region particular de K2 en TFPI que se
une especificamente a un anticuerpo anti-TFPI, a menos que se indique de otra manera (p. €j., en algunos
contextos la invencion se refiere a anticuerpos que se unen directamente a residuos de aminoacidos
particulares). K2 puede comprender un nimero de diferentes epitopos, que pueden incluir, sin limitacién, (1)
determinantes antigénicos de péptido lineal, (2) determinantes antigénicos conformacionales que consisten en
uno o mas aminoacidos no contiguos localizados cerca unos de otros en la conformacién de K2 madura; y (3)
determinantes antigénicos post-traduccionales que consisten, ya sea en su totalidad o en parte, de estructuras
moleculares unidas covalentemente a K2, tales como grupos de carbohidratos.

[0047] El epitopo para un par de anticuerpo (Ab)/antigeno (Ag) dado se puede definir y caracterizar a diferentes
niveles de detalle mediante el uso de una variedad de métodos de mapeo de epitopo experimentales y
computacionales. Los métodos experimentales incluyen mutagénesis, cristalografia de rayos X, espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (NMR), espectrometria de masa de intercambio de deuterio hidrogenado (HX-
MS) y varios métodos de union de competencia. Puesto que cada método se basa en un principio Unico, la
descripcion de un epitopo esta intimamente ligada al método por el cual se ha determinado. Por lo tanto, el
epitopo para un par de Ab/Ag dado se definira de manera diferente segin el método de mapeo de epitopo
utilizado.

[0048] A su nivel mas detallado, el epitopo para la interaccion entre el Ag y el Ab se puede definir por las
coordenadas espaciales que definen los contactos atémicos presentes en la interaccion Ag-Ab, asi como
informacién acerca de sus contribuciones relativas a la termodindmica de unién. A un nivel menos detallado, el
epitopo puede ser caracterizado por las coordenadas espaciales que definen los contactos atémicos entre el Ag
y Ab. A un nivel menos detallado adicional, el epitopo se puede caracterizar mediante los residuos de
aminoacidos que comprende como se define por un criterio especifico, p. €j., distancia entre atomos en el Ab y el
Ag. A un nivel adicional menos detallado, el epitopo se puede caracterizar a través de la funcién, p. €j., por unién
de competencia con otros Abs. El epitopo también se puede definir mas genéricamente como aquel que
comprende residuos de aminoacidos para los cuales la sustitucion por otro aminoacido alterara las
caracteristicas de la interaccion entre el Ab y Ag.

[0049] En el contexto de una estructura de cristal derivada de rayos X definida por coordenadas especiales de un
complejo entre un Ab, p. ej., un fragmento Fab, y su Ag, el término epitopo es en la presente, a menos que sea
especificado o contradicho de otra manera por el contexto, especificamente definido como residuos de K2
caracterizados por tener un atomo pesado (es decir, un atomo que no es hidrégeno) dentro de una distancia de 4
A de un atomo pesado en el Ab.

[0050] A partir del hecho de que las descripciones y definiciones de epitopos, dependientes del método de
mapeo de epitopo usado, se obtienen a diferentes niveles de detalle, se desprende que la comparacién de
epitopos para diferentes Abs en el mismo Ag pueden ser conducidos de manera similar a diferentes niveles de
detalle.

[0051] Los epitopos descritos al nivel de aminoacido, p. €j., determinados a partir de una estructura de rayos X,
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se dice que son idénticos si contienen el mismo conjunto de residuos de aminoacidos. Se dice que los epitopos
se solapan si por lo menos un aminoacido es compartido por los epitopos. Se dice que los epitopos son
separados (Unicos) si ningun residuo de aminoacido es compartido por los epitopos.

[0052] Se dice que los epitopos caracterizados por unidon de competencia se solapan si la unién de los Abs
correspondientes es mutuamente exclusiva, es decir, la union 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 union de ambos Abs
correspondientes en forma simultanea.

[0053] La definicion del término “paratopo” se deriva de la definicion anterior de “epitopo” al revertir la
perspectiva. Por lo tanto, el término “paratopo” se refiere al area o region en el Ab a la cual un Ag se une
especificamente, es decir, a la cual hace contacto fisico al Ag.

[0054] En el contexto de una estructura de cristal derivada de rayos X definida por coordenadas espaciales de un
complejo entre un Ab, p. €j., un fragmento Fab, y su Ag, el término paratopo es en la presente, a menos que se
especifique lo contrario 0 sea contradicho por el contexto, especificamente definido como residuos de Ag
caracterizados por tener un atomo pesado (es decir, un atomo que no es hidrégeno) dentro de una distancia de 4
A de un atomo pesado en K2.

[0055] El epitopo y paratopo para un par anticuerpo (Ab)/antigeno (Ag) dado puede ser identificado por métodos
de rutina. Por ejemplo, la localizaciéon general de un epitopo puede ser determinada al evaluar la capacidad de
un anticuerpo para unirse a diferentes fragmentos o polipéptidos de TFPI variantes. Los aminoacidos especificos
dentro del TFPI que hacen contacto con un anticuerpo (epitopo) y los aminoacidos especificos en un anticuerpo
que hace contacto con TFPI (paratopo) también se pueden determinar mediante el uso de métodos de rutina,
tales como aquellos descritos en los ejemplos. Por ejemplo, el anticuerpo y molécula objetivo se pueden
combinar y el complejo Ab/Ag se puede cristalizar. La estructura del complejo se puede determinar y usar para
identificar sitios especificos de interaccidn entre el anticuerpo y su objetivo.

[0056] Los inventores de la presente han llevado a cabo un andlisis para la interaccién entre el anticuerpo
MuTFPI4F36 de raton, asi como el anticuerpo HzTFPI4F36 humanizado, descrito en la presente, y el dominio de
Kunitz 2 (K2) de TFPI. Este analisis se describe con mas detalle en los ejemplos.

[0057] El paratopo de un anticuerpo de conformidad con la presente invencidn puede definirse como sigue: la
cadena ligera de ese anticuerpo comprende residuos E31, S32, D33, Y37, A96, T97 y F99 de SEC ID n.%: 15y la
cadena pesada de ese anticuerpo comprende residuos N31, S52, R53, S54, Y57, Y59, F60, P61, D62, Q65,
Y102, D103 y D106 de SEC ID n.° 18.

[0058] La cadena ligera del anticuerpo de conformidad con la presente invencion por lo tanto puede comprender
residuos de aminoécidos:

« E, en la posicion correspondiente a la posicion 31,
« S, en la posicion correspondiente a la posicion 32,
D, en la posicion correspondiente a la posicién 33,
* Y, en la posicién correspondiente a la posicion 37,
* A, en la posicién correspondiente a la posicion 96,
T, en la posicion correspondiente a la posicién 97 y
* F, en la posicion correspondiente a la posicion 99

de SEC ID n.%: 15;
y la cadena pesada de ese anticuerpo puede comprender residuos de aminoacidos:

* N, en la posicion correspondiente a la posicion 31,
* R, en la posicion correspondiente a la posicion 53,
* S, en la posicién correspondiente a la posicion 54,
* Y, en la posicién correspondiente a la posicion 57,
Y, en la posicidn correspondiente a la posicion 59,
« F, en la posicién correspondiente a la posicién 60,
« P, en la posicion correspondiente a la posicion 61,
« D, en la posicién correspondiente a la posicion 62,
* Q, en la posicién correspondiente a la posicién 65,
* Y, en la posicién correspondiente a la posiciéon 102,
* D, en la posicion correspondiente a la posicion 103 y
* D, en la posicion correspondiente a la posicion 106

de SEC ID n.° 18.
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[0059] La cadena pesada ademas puede comprender una S en la posicién correspondiente a la posicién 52 de
SEC ID n.°; 18.

[0060] La cadena ligera de un anticuerpo de conformidad con la presente invencion ademas puede comprender
una H en la posicion correspondiente a la posicion 98 de SEC ID n.% 15 y la cadena pesada ademas puede
comprender una S, en la posicién correspondiente a la posicién 56 de SEC ID n.%: 18.

[0061] Para MuTFPI4F36 (ejemplo 4) el epitopo como se encontré que esta compuesto de aminoacidos E100,
E101, P103, R107, Y109, T111, Y113, Q118, Q121, E123, R124, F125, K126 y L140 de SEC ID n.% 1,
correspondiente a los aminoacidos E10, E11, P13, R17, Y19, T21, Y23, Q28, Q31, E33, R34, F35, K36 y L50 de
SEC ID n.°: 2. Se encontrd que el paratopo esta compuesto de cadena ligera residuos de aminoacidos E31, S32,
D33, Y37, A96, T97, H98 y F99 de SEC ID n.% 4 y la cadena pesada residuos de aminoacidos N31, R53, S54,
S56, Y57, Y59, F60, P61, D62, Q65, Y102, D103 y D106 de SEC ID n.° 8.

[0062] Para HzTFPI4F36 (ejemplo 5) el epitopo como se encontré6 que estd compuesto de aminoacidos E100,
E101, D102, P103, R107, Y109, T111, Y113, F114, N116, Q118, Q121, C122, E123, R124, F125, K126 y L140
de SEC ID n.%: 1, correspondiente a los aminoacidos E10, E11, D12, P13, R17, Y19, T21, Y23, F24, N26, Q28,
Q31, C32, E33, R34, K36 y L50 de SEC ID n.°: 2. El paratopo como se encontré que esta compuesto de cadena
ligera residuos de aminoacidos E31, S32, D33, Y37, A96, T97 y F99 de SEC ID n.°: 15 y la cadena pesada
residuos de aminoacidos N31, S52, R53, S54, Y57, Y59, F60, P61, D62, Q65, Y102, D103 y D106 de SEC ID n.°
18.

[0063] Un anticuerpo de conformidad con la presente invencién se puede unir al mismo epitopo o dominio de
TFPI que los anticuerpos de la invencién que se describen especificamente en la presente. Por ejemplo, otros
anticuerpos de la invencion aun no identificados se pueden identificar al comparar su unién a TFPI con la de los
anticuerpos monoclonales, MuTFPI4F36 y/o HzTFPI4F36; o al comparar la funciéon de los anticuerpos aun no
identificados con los de MuTFPI4F36 y/o HzTFPI4F36. Los andlisis y pruebas que se pueden usar para el
propésito de la identificacion incluyen pruebas de neutralizaciéon de TFPI tales como: la prueba de inhibicion de
FXa descrita en el ejemplo 6 y la prueba de inhibicion de FVlla/TF/FXa descrita en el ejemplo 7; analisis de
interaccion de union tales como el analisis de resonancia de plasmén de superficie descrito en el ejemplo 8;
pruebas celulares tal como la neutralizacion de TFPI en células endoteliales vesiculares umbilicales humanas
(HUVECS), descritas en el ejemplo 9, y la neutralizacion de inhibicién por TFPI de actividad de TF/FVlla en
células de carcinoma de mama humano MDA-MB 231, descritas en el ejemplo 10.

[0064] En una modalidad, un anticuerpo de la invencién se puede unir al mismo epitopo o regiéon que los
anticuerpos MuTFPI4F36 o HzTFPI4F36 descritos aqui. La union de MuTFPI4F36 y HzTFPI4F36 a TFPI se
describe con mas detalle aqui. Un anticuerpo de la invencién puede ser un anticuerpo que se une al mismo
epitopo en TFPI que los anticuerpos MuTFPI4F36 o HzTFPI4F36. Esto puede incluir que esté en contacto con
los aminoacidos de TFPI particulares como se describié antes. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencion se
puede unir a TFPI de tal manera que esté en contacto con los aminoacidos E10, E11, P13, R17, Y19, T21, Y23,
Q28, Q31, E33, R34, F35, K36 y L50 de SEC ID n.% 2, o de tal manera que esté en contacto con los
aminoacidos E10, E11, D12, P13, R17, Y19, T21, Y23, F24, N26, Q28, Q31, C32, E33, R34, K36 y L50 de SEC
ID n.°: 2. Un anticuerpo de la invencion puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende uno o mas
residuos seleccionados del grupo que consiste de E10, E11, D12, P13, R17, Y19, T21, Y23, F24, N26, Q28,
Q31, C32, E33, R34, F35, K36 y L50 de SEC ID n.°: 2.

[0065] Un anticuerpo de la invencién puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo E10 de
SECID n.%: 2.

[0066] Un anticuerpo de la invencién puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo E11 de
SEC ID n.% 2).

[0067] Un anticuerpo de la invencién puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo D12 de
SEC ID n.% 2.

[0068] Un anticuerpo de la invencién puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo P13 de
SECID n.% 2.

[0069] Un anticuerpo de la invencion puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo R17 de
SEC ID n.°: 2.

[0070] Un anticuerpo de la invencion puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo Y19 de
SEC ID n.% 2.

[0071]Un anticuerpo de la invencién puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo T21 de
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SECID n.% 2.

[0072] Un anticuerpo de la invencion puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo Y23 de
SEC ID n.% 2.

[0073] Un anticuerpo de la invencion puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo F24 de
SECID n.%: 2.

[0074] Un anticuerpo de la invencién puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo N26 de
SECID n.% 2.

[0075] Un anticuerpo de la invencién puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo Q28 de
SEC ID n.% 2.

[0076] Un anticuerpo de la invencién puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo Q31 de
SECID n.%: 2.

[0077] Un anticuerpo de la invencién puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo C32 de
SECID n.% 2.

[0078] Un anticuerpo de la invencion puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo E33 de
SEC ID n.%: 2.

[0080] Un anticuerpo de la invencién puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo R34 de
SECID n.% 2.

[0081] Un anticuerpo de la invencién puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo F35 de
SEC ID n.°: 2.

[0082] Un anticuerpo de la invencion puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo K36 de
SEC ID n.%: 2.

[0083] Un anticuerpo de la invencion puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuo L50 de
SECID n.% 2.

[0084] Un anticuerpo de la invencion puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuos E10,
E1l1, D12, P13, R17, Y19, T21, Y23, F24, N26, Q28, Q31, C32, E33, R34, K36 y L50 de SEC ID n.%: 2.

[0085] Un anticuerpo de la invencion puede ser capaz de unirse a un epitopo que comprende el residuos E10,
E11, P13, R17, Y19, T21, Y23, Q28, Q31, E33, R34, F35, K36 y L50 de SEC ID n.°: 2.

[0086] Un anticuerpo de la invencién puede tener la capacidad de competir con otro anticuerpo de la invencién
para unirse a TFPI u otro objetivo apropiado como se describe en la presente. Por ejemplo, un anticuerpo de la
invencion puede competir en forma cruzada con los anticuerpos MuTFPI4F36 o HzZTFPI4F36 descritos aqui para
unirse a TFPI, o a un fragmento o variante de TFPI adecuado que es unido por los anticuerpos MuTFPI4F36 o
HzTFPI4F36. Esos anticuerpos de competencia cruzada pueden ser identificados en base a su capacidad para
competir en forma cruzada con un anticuerpo conocido de la invencion en pruebas de union estandares. Por
ejemplo, SPR p. €j., al usar un sistema Biacore™, pruebas de ELISA o citometria de flujo se pueden usar para
demostrar competencia cruzada. Esa competencia cruzada puede sugerir que los dos anticuerpos se unen a
epitopos idénticos, solapables o similares.

[0087] Por lo tanto, el anticuerpo de la invencion puede ser capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI con una
afinidad mayor que cualquiera o0 mas de los siguientes anticuerpos monoclonales comercialmente disponibles:
mADb0281 (Ab systems) y/o mAb4904 (American Diagnostica) y/o mAb2974 (R&D systems) y/o mAb29741 (R&D
systems).

[0088] Un anticuerpo de la invencion por lo tanto puede ser identificado por un método que comprende una
prueba de unién que evalla si un anticuerpo de prueba es 0 no capaz de competir con un anticuerpo conocido
de la invencion por un sitio de union en la molécula objetivo. Los métodos para llevar a cabo pruebas de unién
competitiva son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo pueden implicar la unién de un anticuerpo conocido de
la invencion a una molécula objetivo mediante el uso de condiciones bajo las cuales el anticuerpo se puede unir
a la molécula objetivo. EI complejo anticuerpo/objetivo entonces puede ser expuesto a un anticuerpo de prueba y
el grado al cual el anticuerpo de prueba es capaz de desplazar al anticuerpo de la invencién de los complejos
anticuerpo/objetivo puede ser evaluado. Un método alternativo puede implicar poner en contacto un anticuerpo
de prueba con una molécula objetivo bajo condiciones que permiten union del anticuerpo, después afiadir un
anticuerpo de la invencién que es capaz de unirse a esa molécula objetivo y evaluar el grado al cual el
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anticuerpo de la invencién es capaz de desplazar el anticuerpo de prueba de complejos anticuerpo/objetivo.

[0089] La capacidad de un anticuerpo de prueba para inhibir la unién de un anticuerpo de la invencién al objetivo
demuestra que el compuesto de prueba puede competir con un anticuerpo de la invencién para unirse al objetivo
y por lo tanto que el anticuerpo de prueba se une al mismo epitopo o region en la proteina de TFPI como el
anticuerpo conocido de la invencion. Un anticuerpo de prueba que es identificado como que compite con un
anticuerpo conocido de la invencién en el un método es también un anticuerpo potencial conforme con la
presente invencion. El hecho de que el anticuerpo de prueba se pueda unir a TFPI en la misma regién que un
anticuerpo conocido de la invencién y competir con el anticuerpo conocido de la invencién sugiere que el
anticuerpo de prueba puede actuar como un ligando en el mismo sitio de unién que el anticuerpo conocido y que
el anticuerpo de prueba por lo tanto puede simular la accion del anticuerpo conocido. Esto puede ser confirmado
al evaluar la actividad de TFPI en presencia del compuesto de prueba como se describe en la presente.

[0090] El anticuerpo de la invencién puede ser un anticuerpo como se describe en las reivindicaciones 1 y 6 del
presente documento, tal como el TFPI-4F36A1B2 de ratén (también referido como anticuerpo 4F36 y anticuerpo
como MuTFPI4F36), o cualquier variante o fragmento del mismo como se describe en la presente que retiene la
capacidad para unirse a TFPI, tal como anticuerpos TFPI-4F36A1B2 humanizados, uno de los cuales es referido
aqui como HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021). Un anticuerpo de la invencion se puede unir al mismo epitopo que el
anticuerpo MuTFPI4F36 como se describe en la presente o cualquier variante o fragmento del mismo como se
describe en la presente que retiene la capacidad para unirse a TFPI, tal como HzTFPI4F36.

[0091] Un anticuerpo de la invencion se puede unir a un epitopo que es idéntico a, se solapa, o es similar al
epitopo MuTFPI4F36 que se describe ademas en los ejemplos. Un anticuerpo de la invenciéon se puede unir a un
epitopo que es idéntico a, traslapa o es similar al epitopo HzTFPI4F36 que se describe ademas en los ejemplos.
Un anticuerpo de la invencion se puede unir, preferiblemente especificamente, a uno o mas residuos de
aminoacidos que pertenecen a epitopos de MuTFPI4F36 y/o HzTFPI4F36. Por ejemplo, un anticuerpo de la
invencién se puede unir a cinco 0 mas, seis 0 mas, siete 0 mas, ocho o mas o diez o mas de los residuos de
aminoacidos expuestos anteriormente para union de MuTFPI4F36 o HzTFPI4F36. Por ejemplo, cuando se pone
en contacto con un polipéptido de SEC ID n.°: 2, un anticuerpo de la invencién se puede unir al polipéptido y
hace contacto con los aminoacidos E10, E11, D12, P13, R17, Y19, T21, Y23, F24, N26, Q28, Q31, C32, E33,
R34, F35, K36 and L50, o un subconjunto de esos aminoacidos, tal como por lo menos 2, por lo menos 3, por lo
menos 4, por lo menos 5, por lo menos 6, por lo menos 7, por lo menos 8, por lo menos 9, por lo menos 10, por
lo menos 11, por lo menos 12, por lo menos 13, por lo menos 14, por lo menos 15, por lo menos 16, por lo
menos 17 o por lo menos 18 de esos aminodcidos.

[0092] La unién especifica puede ser evaluada con referencia a unién del anticuerpo a una molécula que no es el
objetivo. Esta comparacion se puede hacer al comparar la capacidad de un anticuerpo para unirse al objetivo y a
otra molécula. Esta comparacion se puede hacer como se describié antes en una evaluacion de Kp o Ki. La otra
molécula usada en esa comparacion puede ser cualquier molécula que no es la molécula obijetivo.
Preferiblemente la otra molécula no es idéntica a la molécula objetivo. Preferiblemente la molécula objetivo no es
un fragmento de la molécula objetivo.

[0093] La Kb de un anticuerpo de la presente invencion es menor que 0.8 nM, tal como menor que 0.7 nM, tal
como menor que 0.6 nM, tal como menor que 0.5 nM, tal como menor que 0.4 nM, tal como menor que 0.3 nM,
tal como menor que 0.2 nM, tal como menor que 0.1 nM, tal como menor que 0.05 nM, tal como menor que
0.025 nM, tal como menor que 0.015 nM, tal como entre 0.015 nMy 0 nM.

[0094] La otra molécula usada para determinar union especifica puede no estar relacionada en estructura o
funcion con el objetivo. Por ejemplo, la otra molécula puede ser un material no relacionado o material
acompafiante en el ambiente.

[0095] La otra molécula usada para determinar unidn especifica puede ser otra molécula implicada en la misma
via in vivo que la molécula objetivo. Por ejemplo, donde el objetivo es TFPI o un fragmento o variante del mismo,
la otra molécula usada para comparacion puede ser una proteina que forma parte de la cascada de coagulacién
de la sangre. Al asegurar que el anticuerpo de la invencion tenga especificidad para TFPI sobre otra molécula, se
puede evitar la reactividad cruzada in vivo no deseada.

[0096] La otra molécula usada para comparacion puede estar relacionada con la molécula objetivo. Por ejemplo,
donde se desea identificar un anticuerpo que se une Unicamente a un epitopo especifico, la otra molécula para
comparacion puede ser una molécula de TFPI en la cual ese epitopo estd ausente o es alterado. La otra
molécula usada para comparacion por lo tanto puede ser otra molécula objetivo que es diferente a la molécula
objetivo unida por el anticuerpo en cuestion.

[0097] El anticuerpo de la invencidon puede retener la capacidad para unirse a algunas moléculas que estan
relacionadas con la molécula objetivo. Por ejemplo, un TFPI humano maduro de longitud completa se puede usar
como el objetivo, pero el anticuerpo también puede ser capaz de unirse a, p. €j., formas inmaduras de TFPI
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humano, fragmentos o formas truncadas de TFPI humano, TFPI que se une a lipoproteina o a una célula o TFPI
de otras especies, tales como TFPI de otros mamiferos.

[0098] Alternativamente, el anticuerpo de la invencién puede tener especificidad por una molécula objetivo
particular. Por ejemplo, se puede unir a una molécula objetivo como se describe en la presente, pero puede no
unirse, o puede unirse con afinidad significativamente reducida a una molécula objetivo diferente como se
describe en la presente. Por ejemplo, un TFPI humano maduro de longitud completa se puede usar como el
objetivo, pero el anticuerpo que se une a ese objetivo puede ser incapaz de unirse a 0 puede unirse con menor
afinidad a, p. €j., formas inmaduras de TFPI humano, fragmentos o formas truncadas de TFPI humano, TFPI que
se une a lipoproteina o a una célula o TFPI de otra especie, tal como TFPI de otro mamifero.

[0099] Un anticuerpo de la invencién se puede unir a TFPI y al hacer eso puede inhibir una actividad de TFPI.

[0100] Como se ha explicado anteriormente, TFPI regula descendentemente la coagulacién de la sangre. Hace
esto inhibiendo la actividad de FXa y al inhibir el complejo de TF-FVlla en presencia de FXa. La actividad de
TFPI que es inhibida por un anticuerpo de la invencién puede ser cualquiera de estas actividades o cualquier
efecto secuencia debajo de este. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencién puede conducir a un incremento en
coagulacién de la sangre, un incremento en la presencia o niveles de FXa o una actividad incrementada de TF-
FVlla. Preferiblemente, un anticuerpo de la invencién reduce el tiempo de coagulacién cuando hace contacto con
(a) plasma deficiente en FVIII humano o (b) sangre entera humana.

[0101] La medicién de actividad de TFPI puede comprender evaluar la actividad del TFPI al inhibir la coagulacién
o reducir el tiempo de coagulacion en una muestra de sangre. Por ejemplo, ese método puede comprender
poner en contacto el TFPI con una muestra de sangre o un producto de sangre tal como plasma o suero que
comprende factores de coagulacién de la sangre bajo condiciones en las cuales debe ocurrir la coagulacion, y
determinar si la coagulacion de la sangre es inhibida o el tiempo de coagulacion es reducido por la presencia del
TFPI. El nivel de coagulacion de la sangre o tiempo de coagulaciéon en la muestra entonces se puede comparar
con la de una muestra equivalente en la cual un anticuerpo de prueba también esta presente. Si el nivel de
coagulacién se incrementa o el tiempo de coagulacion se reduce en la muestra de anticuerpo, esto sugiere que
el anticuerpo inhibe la actividad de TFPI en la muestra.

[0102] La coagulacion de la sangre puede ser detectada al buscar la coagulacion de la sangre misma, del
plasma, o por una o mas caracteristicas de la cascada de coagulacidon que esta hacia adelante al punto de
accion de TFPI. Por ejemplo, el método puede evaluar niveles de FXa o activacion de TF-FVlla en la muestra.

[0103] Diferentes otros métodos para evaluar coagulacion de la sangre y tiempo de coagulacién son bien
conocidos en la técnica. Por ejemplo, cualquier efecto de un anticuerpo sobre el tiempo de coagulacion
sanguinea se puede evaluar mediante el uso de un andlisis de tiempo de protrombina diluida (analisis de dPT)
como se describe en los ejemplos. En resumen, el plasma humano se pone en contacto con tromboplastina
humana. El tiempo tomado para que el plasma coagule se mide en presencia y ausencia del anticuerpo de
prueba. Un control positivo se puede usar en el andlisis, tal como la adicion de FVila (NovoSeven®) que se
esperaria que redujera el tiempo de coagulacién. Un anticuerpo de la invencién debe ser capaz de reducir el
tiempo de coagulacién en ese método. Preferiblemente, un anticuerpo de la invencion debe ser capaz de reducir
tiempo de coagulacién de una manera dependiente de la dosis.

[0104] El anticuerpo de la presente invencién puede ser capaz de inhibir TFPI en una prueba de coagulacién a
base de plasma, tal como un andlisis de dPT, significativamente mejor que cualquiera o mas de los siguientes
anticuerpos monoclonales comercialmente disponibles: mAb0281 (Ab systems) y/o mAb4904 (American
Diagnostica) y/o mAb2974 (R&D systems) y/o mAb29741 (R&D systems).

[0105] Se puede usar tromboelastografia para evaluar la cinética de formacidon de coagulo y fibrindlisis en
muestras de sangre entera. La capacidad de un anticuerpo para reducir el tiempo de coagulacién o para
estimular la coagulacion de la sangre por lo tanto puede ser evaluada de manera similar en una muestra de
sangre entera al comparar el tiempo tomado para formacion de coagulo en presencia y ausencia del anticuerpo.

[0106] Los métodos para evaluar los efectos funcionales de un anticuerpo de la invencién por lo tanto se pueden
llevar a cabo in vitro. Esos métodos preferiblemente se llevan a cabo en muestras de sangre o plasma humanos.
Esas muestras pueden ser sangre o plasma humanos normales o pueden ser deficientes en, o complementados
con, uno o mas factores implicados en coagulacion de la sangre. Por ejemplo, estos métodos se pueden llevar a
cabo mediante el uso de sangre entera humana normal, plasma humano normal o plasma o sangre entera
deficiente en FVIIIl. La sangre o plasma deficiente en FVIII puede ser generada al poner en contacto una muestra
de sangre o plasma adecuada con anticuerpo anti-FVIII neutralizante. Esos métodos in vitro pueden ser analisis
de interaccién de unién o andlisis de neutralizacion de TFPI, tales como aquellos descritos en el ejemplos 6-11.

[0107] El anticuerpo de la presente invencion puede ser capaz de inhibir TFPI asociado a plaquetas.
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[0108] El anticuerpo de la presente invencion puede ser capaz de inhibir TFPI soluble.
[0109] El anticuerpo de la presente invencion puede ser capaz de inhibir TFPI unido a lipoproteina.

[0110] El anticuerpo de la presente invencion puede ser capaz de inhibir TFPI unido a células, tal como TFPI que
se une a células endoteliales.

[0111] El anticuerpo de la presente invencién puede ser capaz de unirse a TFPI de tal manera que FXa retenga
su actividad en por lo menos 91%, tal como por lo menos 92%, tal como por lo menos 93%, tal como por lo
menos 94%, tal como por lo menos 95%, tal como por lo menos 96%, tal como por lo menos 97%, tal como por
lo menos 98%, tal como por lo menos 99%, tal como 99-100% como se mide en una prueba de inhibicion de
FXa.

[0112] EI anticuerpo de la presente invencién puede ser capaz de neutralizar la inhibicion por TFPI del
FVlla/TF/FXa unido a membrana, cuando TFPI es saturado con el anticuerpo, en por lo menos 55%, tal como
por lo menos 60%, tal como por lo menos 65%, tal como por lo menos 70%, tal como por o menos 75%, tal
como por lo menos 80%, tal como por lo menos 85%, tal como por lo menos 90%, tal como por lo menos 95%,
tal como hasta 100%, tal como 100%, como se mide en una prueba de inhibidor de FVIla/TF/FXa.

[0113] Preferiblemente, un anticuerpo de la invencion es capaz de reducir el tiempo de coagulacion y/o estimular
la coagulacion de la sangre en una muestra de (a) sangre entera humana, (b) plasma humano, (c) sangre entera
humana deficiente en FVIII, (d) plasma humano deficiente en FVIIl, (e) sangre entera humana deficiente en FIX o
(f) plasma humano deficiente en FIX.

[0114] Los métodos para determinar la capacidad de un anticuerpo para estimular la coagulacién de la sangre o
reducir el tiempo de coagulacién también se puede llevar a cabo in vivo. Por ejemplo, estudios in vivo se pueden
llevar a cabo en conejos hemofilicos transitorios como se describe en los ejemplos. En resumen, los conejos
pueden hacerse hemofilicos transitorios mediante la administracién de anticuerpo anti-FVIIl. El anticuerpo de
prueba entonces se puede administrar y el tiempo de sangrado de la cuticula y/o el nimero de plaguetas se
puede evaluar. Una reduccién en el tiempo de sangrado de la cuticula en presencia de un anticuerpo de prueba
indica que el anticuerpo es capaz de reducir el tiempo de coagulacion y estimular la coagulacion de la sangre. Un
anticuerpo que tiene ese efecto por lo tanto puede ser un anticuerpo de la presente invencion.

[0115] El anticuerpo de la presente invencion puede ser capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI de tal manera
que el porcentaje de TFPI libre en un sujeto es reducido a menos de 30%, tal como menos de 29%, tal como
menos de 28%, tal como menos de 27%, tal como menos de 26%, tal como menos de 25%, tal como menos de
24%, tal como menos de 23%, tal como menos de 22%, tal como menos de 21%, tal como menos de 20%, tal
como menos de 19%, tal como menos de 18%, tal como menos de 17%, tal como menos de 16%, tal como
menos de 15%, tal como menos de 14%, tal como menos de 13%, tal como menos de 12%, tal como menos de
11%, tal como menos de 10%, tal como menos de 9%, tal como menos de 8%, tal como menos de 7%, tal como
menos de 6%, tal como menos de 5%, tal como menos de 4%, tal como menos de 3%, tal como menos de 2%,
tal como menos de 1%, tal como 0%.

[0116] Ademas, el anticuerpo de la presente invencién puede ser capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI de
tal manera que la cantidad de TFPI libre en un sujeto es reducida durante los primeros 28 dias, tal como durante
los primeros 27 dias, tal como durante los primeros 26 dias, tal como durante los primeros 25 dias, tal como
durante los primeros 24 dias, tal como durante los primeros 23 dias, tal como durante los primeros 22 dias, tal
como durante los primeros 21 dias, tal como durante los primeros 20 dias, tal como durante los primeros 19 dias,
tal como durante los primeros 18 dias, tal como durante los primeros 17 dias, tal como durante los primeros 16
dias, tal como durante los primeros 15 dias, tal como durante los primeros 14 dias, tal como durante los primeros
13 dias, tal como durante los primeros 12 dias, tal como durante los primeros 11 dias, tal como durante los
primeros 10 dias, tal como durante los primeros 9 dias, tal como durante los primeros 8 dias, tal como durante
los primeros 7 dias, tal como durante los primeros 6 dias, tal como durante los primeros 5 dias, tal como durante
los primeros 4 dias, tal como durante los primeros 3 dias, tal como durante los primeros 2 dias, tal como durante
el primer dia después de la administracion del anticuerpo monoclonal al sujeto.

[0117] Un anticuerpo de la presente invencion también puede conducir a disminuciéon no significativa en los
numeros de plaquetas. En particular, un anticuerpo de la invencion puede ser capaz de reducir el tiempo de
coagulacién y/o estimulacion de coagulacién de la sangre en una muestra de (a) sangre entera humana, (b)
plasma humano, (c) sangre entera humana deficiente en FVIII (d) plasma humano deficiente en FVIII, (e) sangre
entera humana deficiente en FIX o (f) plasma humano deficiente en FIX, o en un animal in vivo, sin conducir a
ninguna disminucién significativa en los nimeros de plaquetas. Los nimeros de plaquetas se pueden evaluar en
la misma muestra o animal que los otros efectos descritos anteriormente, o se puede evaluar por separado. Por
ejemplo, los nimeros de plaquetas se pueden evaluar en una muestra de sangre tal como una muestra de
sangre obtenida de un paciente o animal experimental. Los nimeros de plaquetas se pueden evaluar después
de la administraciéon del anticuerpo a un conejo hemofilico transitorio como se describié anteriormente. Los
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anticuerpos de la invencion pueden ser capaces de reducir el tiempo de sangrado de la cuticula sin conducir a
una disminucion concurrente en los nimeros de plaquetas, como se ilustra por estudios in vivo en conejo
hemofilico transitorios. Un cambio en los nimeros de plaquetas se puede evaluar al comparar los nimeros de
plaquetas antes y después de la administracion del anticuerpo o al comparar los nimeros de plaquetas entre una
muestra 0 animal tratado con el anticuerpo de interés y una muestra o animal de control no tratado con ese
anticuerpo. Un anticuerpo de la presente invencién puede ser capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI, de tal
manera que el tiempo de coagulacion in vivo de un sujeto es reducido y el conteo de plaquetas del sujeto no es
significativamente reducido. Por ejemplo, el conteo de plaquetas del sujeto puede no caer a aproximadamente
80%, tal como aproximadamente 75%, tal como aproximadamente 70%, tal como aproximadamente 65%, tal
como aproximadamente 60%, tal como aproximadamente 55%, tal como aproximadamente 50%, tal como
aproximadamente 45%, tal como aproximadamente 40%, tal como aproximadamente 35%, tal como
aproximadamente 30%, tal como aproximadamente 25% del conteo de plagquetas original. Preferiblemente, no
habra diferencia o no habra diferencia estadisticamente significativa en los nimeros de plaquetas cuando se
hacen las comparaciones. Es decir, el anticuerpo de la invenciéon no habra causado ninguna disminucién en los
nameros de plaquetas.

[0118] EI término “anticuerpo”, como se refiere en la presente, incluye anticuerpos enteros y cualquier fragmento
de unién a antigeno (es decir, “porcion de unién a antigeno”) o cadenas sencillas del mismo. Un anticuerpo se
refiere a una glicoproteina que comprende por lo menos dos cadenas pesadas (HC) y dos cadenas ligeras (LC)
interconectadas por variable de cadena pesada (abreviada aqui como VH) y una region constante de cadena
pesada (CH). Cada cadena ligera esta compuesta de una region variable de cadena ligera (abreviada aqui como
VL) y una region constante de cadena ligera (CH). Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera
contienen un dominio de unién que interactda con un antigeno. Las regiones de VH y VL se pueden subdividir
ademas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR),
entremezcladas con regiones que son mas conservadas, denominadas regiones de marco de trabajo (FR). Las
regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a tejidos o factores del
huesped, que incluyen varias células del sistema inmunolégico (p. €j., células efectoras) y el primer componente
(Clq) del sistema de complemento clasico.

[0119] EIl término “regién determinante de complementariedad” o “regién hipervariable”, cuando se usa aqui, se
refiere a los residuos de aminoacidos de un anticuerpo que son responsables de union a antigeno. Las regiones
determinantes de complementariedad o “CDRs” estan generalmente compuestas de residuos de aminoacidos
24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y 31-35 (HI), 50-65 (H2) y 95-102
(H3) en el dominio variable de cadena pesada; (Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, quinta edicion, U.S. Department of Health and Human Services, Publicacion de NIH No. 91-3242) y/o
aquellos residuos de un “lazo 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 numeracion de residuos de aminoacidos en esta region es
realizada por el método descrito en Kabat et al., supra. Frases tales como “posicion de Kabat”, “residuo de
Kabat”, y “de conformidad con Kabat” referido aqui como este sistema de numeracion para dominios variables de
cadena pesada o dominios variables de cadena ligera. El uso del sistema numeracion de Kabat, la secuencia de
aminoacidos lineal real de un péptido puede contener menos o adicionales aminoacidos correspondientes a un
acortamiento de, o insercion a, un FR o CDR del dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable cadena
pesada puede incluir inserciones de aminoacidos (residuo 52a, 52b y 52c de conformidad con Kabat) después
del residuo 52 de CDR H2 y residuos insertados (p. €j., residuos 82a, 82b y 82c, etc., de conformidad con Kabat)
después del residuo de FR de cadena pesada 82. La numeracion de Kabat de residuos puede ser determinado
para un anticuerpo dado por alineacién en regiones de homologia de la secuencia del anticuerpo con una
secuencia numerada segun Kabat “estandar”.

[0120] El término “regién de marco de trabajo” o residuos de “FR” se refieren a aquellos residuos de aminoacidos
de VH o VL que no estan dentro de los CDRs, como se define en la presente.

[0121] Un anticuerpo de la invencién es un anticuerpo monoclonal. Un anticuerpo de la invencion puede ser un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo injertado con CDR, un anticuerpo humano o humanizado o una porcion de
unién a antigeno de cualquiera de los mismos. Para la produccién de anticuerpos monoclonales y policlonales, el
animal experimental es un mamifero adecuado tal como, pero no restringido a, una cabra, conejo, rata o ratén.

[0122] Los anticuerpos policlonales son anticuerpos que se derivan de diferentes lineas de células B. Un
anticuerpo policlonal puede comprender una mezcla de diferentes moléculas de inmunoglobulina que estan
dirigidos contra un antigeno especifico. El anticuerpo policlonal puede comprender una mezcla de diferentes
moléculas de inmunoglobulina que se unen a uno o mas epitopos diferentes dentro de una molécula de
antigeno. Los anticuerpos policlonales pueden ser producidos por métodos de rutina tales como inmunizacién de
un animal adecuado, con el antigeno de interés. La sangre puede ser subsecuentemente eliminada del animal y
la fraccion de inmunoglobulina purificada.

[0123] Los anticuerpos monoclonales son moléculas de inmunoglobulina que son idénticas unas a otras y tienen
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una especificidad de union individual y afinidad para un epitopo particular. Los anticuerpos monoclonales (mAbs)
de la presente invencién pueden ser producidos por una variedad de técnicas, que incluyen metodologia de
anticuerpo monoclonal convencional, p. €j., la técnica de hibridacion de células somaticas estandares de Kohler y
Milstein (1975) Nature 256: 495, o transformacion viral u oncogénica de linfocitos B. El sistema animal preferido
para preparar hibridomas es el sistema de ratén. La produccién de hibridoma en el ratén es un procedimiento
muy bien establecido. Los protocolos de inmunizacion y técnicas para aislamiento de esplenocitos inmunizados
para fusion son conocidas en la técnica. Las parejas de union (p. ej., células de mieloma de ratén) y
procedimientos de fusion son también conocidos.

[0124] Para generar hibridomas que producen anticuerpos monoclonales de la invencién, esplenocitos y/o
células de nodo linfatico de ratones inmunizados pueden ser aislados y fusionados a una linea de células
inmortalizadas apropiada, tal como una linea de células de mieloma de ratén. Los hibridomas resultantes pueden
ser determinados selectivamente para la produccion de anticuerpos especificos de antigeno. Los hibridomas que
secretan anticuerpo pueden ser recolocados en placas, determinados selectivamente de nuevo, y si aln es
positivo para IgG adecuada, los anticuerpos monoclonales pueden ser subclonados por lo menos dos veces por
diluciéon limitante. Los subclones estables entonces pueden ser cultivados in vitro para generar pequefias
cantidades de anticuerpo en medio de cultivo de tejido para caracterizacion.

[0125] El término “porcion de unidn a 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 TFPI u otra proteina
objetivo como se describe en la presente. Se ha mostrado que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo
puede ser realizada por fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Ejemplos de fragmentos de unién
abarcados dentro del término “porcién de unién a antigeno” de un anticuerpo incluyen un fragmento Fab, un
fragmento F(ab’)2, un fragmento Fab’, un fragmento Fd, un fragmento Fv, un fragmento dAb y una region
determinante de complementariedad (CDR) aislada. Anticuerpos de cadena sencilla tales como scFv y
anticuerpos de cadena pesada tales como anticuerpos VHH y de camello también estan disefiados para ser
abarcados dentro del término “porcién de unién a antigeno” de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se
pueden obtener mediante el uso de técnicas convencionales conocidas por los expertos en la técnica, y los
fragmentos pueden ser determinados selectivamente para utilidad de la misma manera que los anticuerpos
intactos.

[0126] Un anticuerpo de la invencion puede ser preparado, expresado, creado o aislado por medios
recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados de un animal (p. €j., un ratdn) que es transgénico o
transcromosOmico para los genes de inmunoglobulina de interés o un hibridoma preparado a partir de estos, (b)
anticuerpos aislados de una célula hospedera transformada para expresar el anticuerpo de interés, p. €j., de un
transfectoma, (c) anticuerpos aislados de una genoteca de anticuerpo recombinante, combinatoria, y (d)
anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implique corte y empalme
de secuencias de genes de inmunoglobulina a otras secuencias de ADN.

[0127] Un anticuerpo de la invencién puede ser un anticuerpo humano o un anticuerpo humanizado. El término
“anticuerpo humano”, como se usa en la presente, incluye anticuerpos que tienen regiones variables en las
cuales tanto el marco de trabajo como las regiones CDR se derivan de secuencias de inmunoglobulina de linea
germinal humana. Ademas, si el anticuerpo contiene una regién constante, la regidon constante también se deriva
de las secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Los anticuerpos humanos de la invencion
pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por las secuencias de inmunoglobulina de linea germinal
humana {p. ej., mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica del sitio in vitro o por mutacién
somatica in vivo). Sin embargo, el término “anticuerpo humano”, como se usa en la presente, no incluye
anticuerpos en los cuales secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otras especie de mamifero, tal
como un ratén, han sido injertadas en secuencias de marco de trabajo humanas.

[0128] El anticuerpo humano puede ser un anticuerpo monoclonal humano. El anticuerpo monoclonal humano
puede ser producido por un hibridoma que incluye una célula B obtenida de un animal no humano transgénico, p.
€j., un raton transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgen de cadena pesada humano y un
transgen de cadena ligera fusionado a una célula inmortalizada.

[0129] Los anticuerpos humanos pueden ser aislados de genotecas de secuencias construidas en selecciones
de secuencias de linea germinal humana diversificadas ademas con diversidad de secuencia natural y sintética.

[0130] Los anticuerpos humanos pueden ser preparados por inmunizacion in vitro de linfocitos humanos seguido
por transformacion de los linfocitos con virus de Epstein-Barr.

[0131] EI término “derivados de anticuerpo humano” se refiere a cualquier forma modificada del anticuerpo
humano, p. €j., un conjugado del anticuerpo y otro agente o anticuerpo.

[0132] El término “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo quimérico humano/no humano que contiene
una secuencia minima (regiones de CDR) derivada de inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos
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humanizados por lo tanto son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo del receptor) en las cuales los residuos de
una region hipervariable del receptor son reemplazados por residuos de una region hipervariable de una especie
no humana (anticuerpo del donador) tal como raton, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad,
afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de FR de la inmunoglobulina humana son
reemplazados por residuos no humanos correspondientes. Un ejemplo de esa modificacion es la introduccion de
una o mas de las denominadas retro-mutaciones, tal como se describe en el ejemplo 2.

[0133] Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en el
anticuerpo del receptor o en el anticuerpo del donador. Estas modificaciones se hacen para refinar
adicionalmente el rendimiento del anticuerpo. En general, un anticuerpo humanizado comprendera
sustancialmente todos de por lo menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los cuales todas o
sustancialmente todas las hipervariables de lazo corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y todos
o0 sustancialmente todos los residuos de FR son los de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo
humanizado también puede comprender opcionalmente por lo menos una porcion de una region constante de
inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana.

[0134] Los anticuerpos de la invencion se pueden probar para unirse a la proteina objetivo, por ejemplo,
mediante ELISA estandar o Western blotting. Una prueba de ELISA también se puede usar para determinar
selectivamente hibridomas que muestran reactividad positiva con la proteina objetivo. La especificidad de unién
de un anticuerpo también se puede determinar al monitorear la unién del anticuerpo a células que expresan la
proteina objetivo, por ejemplo por citometria de flujo.

[0135] La especificidad de un anticuerpo de la invencién para proteina objetivo puede ser ademas estudiada al
determinar si el anticuerpo se une 0 no a otras proteinas. Por ejemplo, donde se desea producir un anticuerpo
gue se une especificamente TFPI o una parte particular, p. €j., epitopo, de TFPI, la especificidad del anticuerpo
puede ser evaluada al determinar si el anticuerpo también se une o no a otras moléculas o formas modificadas
de TFPI que carecen de la parte de interés.

[0136] Como se explicé anteriormente, anticuerpos de la invencion pueden modificar la actividad de TFPI. Los
anticuerpos que tienen las propiedades de unién requeridas por lo tanto se pueden probar para determinar sus
efectos sobre la actividad de TFPI. Por lo tanto, se pueden usar métodos para identificar anticuerpos adecuados
que son capaces de unirse a TFPI y que son capaces de modificar, y en particular reducir, su actividad.

[0137] Una vez que un anticuerpo adecuado ha sido identificado y seleccionado, la secuencia de aminoacidos
del anticuerpo puede ser identificada por métodos conocidos en la técnica. Los genes que codifican el anticuerpo
pueden ser clonados mediante el uso de cebadores especificos y/o degenerados. El anticuerpo puede ser
recombinantemente producidos por métodos de rutina.

[0138] Un “polipéptido” se usa en la presente en su sentido mas amplio para referirse a un compuesto de dos o
mas aminoacidos de subunidad, analogos de aminoacido, u otros peptidomiméticos. El término “polipéptido” por
lo tanto incluye secuencias de péptido corto y también polipéptidos mas largos y proteinas. Como se usa en la
presente, el término “aminoacido” se puede referir a aminoacidos naturales y/o no naturales o sintéticos,
isdbmeros 6pticos D y/o L, y analogos de aminoacido y peptidomiméticos.

[0139] Los inventores de la presente han identificado un anticuerpo de raton como se describe en los ejemplos.
Este anticuerpo se refiere aqui como TFPI-4F36A1B2 (alternativamente, 4F36 o MuTFPI4F36). La presente
invencion abarca este anticuerpo, variantes y fragmentos de los mismos — que incluyen anticuerpos quiméricos y
anticuerpos humanizados — que retienen una o mas actividades del anticuerpo de raton y que también se
describen en los ejemplos. Las actividades de este anticuerpo incluyen la capacidad para unirse a TFPI, la
capacidad para unirse a lugares especificos en la molécula de TFPI y la capacidad para inhibir la actividad de
TFPI.

[140] Un fragmento o variante adecuada de este anticuerpo retendra la capacidad para unirse a TFPI.
Preferiblemente retendrd la capacidad para unirse especificamente a TFPI. Preferiblemente retendra la
capacidad para unirse especificamente al mismo o similar epitopo o regién de la molécula de TFPI como el
anticuerpo (MuTFPI4F36) del cual se deriva. Preferiblemente retendrd una o mas funciones adicionales del
anticuerpo del cual se deriva, tal como la capacidad para inhibir la actividad de TFPI o la capacidad para reducir
el tiempo de coagulacién, opcionalmente sin conducir a una caida en los nUmeros de plaquetas.

[0141] Polipéptido o “fragmentos” de anticuerpo de conformidad con la invenciéon puede se puede hacer por
truncacion, p. ej., por 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 ser eliminados del N y/o C-terminal de esta
manera. Los fragmentos también pueden ser generados por una o mas deleciones internas.

[0142] Un anticuerpo de la invencion puede ser, o puede comprender, un fragmento del anticuerpo MuTFPI4F36
0 una variante de este. El anticuerpo de la invencion puede ser o puede comprender una porcion de union a
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antigeno de este anticuerpo o una variante de este como se describié anteriormente. Por ejemplo, el anticuerpo
de la invencién puede ser un fragmento Fab de este anticuerpo o una variante de este o puede ser un anticuerpo
de cadena sencilla derivado de este anticuerpo o una variante del mismo.

[0143] Las secuencias de aminoacidos de las cadenas ligera y pesada del anticuerpo MuTFPI4F36 se dan en
SEC ID n.%s: 6 y 10 respectivamente. Las secuencias de aminoacidos para las cadenas VL y VH del anticuerpo
MuTFPI4F36 se dan en SEC ID n.°s: 4 y 8 respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de las cadenas
ligera y pesada de un anticuerpo humanizado, HzTFPI4F36, se dan en SEC ID n.°s: 21 y 24, respectivamente.
Las secuencias de aminoacidos para las cadenas VL y VH de HzTFPI4F36 se dan en SEC ID n.%: 15y 18,
respectivamente.

[0144] Un anticuerpo de la invencion puede comprender la secuencia de aminoacidos de cadena ligera de
MuTFPI4F36 mostrada en SEC ID n.°: 6 o un fragmento o variante de esta. Un anticuerpo adicionalmente o
alternativamente puede comprender la secuencia de aminoacidos de cadena pesada de MuTFPI4F36 mostrada
en SEC ID n.°: 10 o un fragmento o variante del mismo como se describe en la presente.

[0145] Un anticuerpo de la invencion puede comprender la secuencia de aminoacidos de VL de SEC ID n.%: 4, o
un fragmento o variante de la misma. Un anticuerpo de la invencién puede comprender la secuencia de
aminoéacidos de VH de SEC ID n.% 8, o un fragmento o variante esta. Un anticuerpo de la invencion puede
comprender (a) la secuencia de aminoacidos de VL de SEC ID n.°: 4, o un fragmento o variante de esta y (b) la
secuencia de aminoacidos de VH de SEC ID n.%: 8, o un fragmento o variante de esta.

[0146] Un anticuerpo de la invencion puede comprender un fragmento de una de las secuencias de aminoacidos
de VL o VH mostrada en las figuras 2A-2B. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencion puede comprender un
fragmento de por lo menos 7, por lo menos 8, por lo menos 9, por lo menos 10, por lo menos 12, por lo menos
15, por lo menos 18, por lo menos 20 o por lo menos 25 aminoéacidos consecutivos de SEC ID n.% 4 o 8. Ese
fragmento preferiblemente retendra una o mas de las funciones descritas anteriormente, tales como la capacidad
para unirse a TFPI.

[0147] Un fragmento o variante adecuada de cualquiera de estas secuencias de VH o VL retendran la capacidad
para unirse a TFPI. Preferiblemente retendra la capacidad para unirse especificamente a TFPI. Preferiblemente
retendra la capacidad para unirse especificamente al mismo o similar epitopo o regiéon de la molécula de TFPI
que el anticuerpo (MuTFPI4F36) del cual se deriva. Preferiblemente retendrda una o mas funciones adicionales
del anticuerpo del cual se deriva, tales como la capacidad para inhibir la actividad de TFPI o la capacidad para
reducir el tiempo de coagulacion, opcionalmente sin conducir a una caida en los nimeros de plaquetas.

[0148] Una secuencia de VL de fragmento o variante adecuado preferiblemente retendra los aminoéacidos en las
posiciones E31, S32, D33, Y37, A96, T97, H98 y F99 en SEC ID n.% 4. Una secuencia de VH de fragmento o
variante adecuado preferiblemente retendra los aminoacidos en las posiciones N31, R53, S54, S56, Y57, Y59,
F60, P61, D62, Q65, Y102, D103 y D106 en SEC ID n.°: 8. Un fragmento o variante adecuado de anticuerpo
preferiblemente retendra los aminoacidos en las posiciones E31, S32, D33, Y37, A96, T97, H98 y F99 en SEC ID
n.% 4 y los aminoacidos en las posiciones N31, R53, S54, S56, Y57, Y59, F60, P61, D62, Q65, Y102, D103 y
D106 en SEC ID n.°: 8. Como se identifica en las figuras 3A-3B, éstos son los residuos en las secuencias de
cadena ligera y pesada de MuTFPI4F36 que tienen un atomo pesado dentro de una distancia de 4 A de un
atomo pesado cuando MuTFPI4F36 se une al dominio de K2 de TFPI.

[0149] Un anticuerpo de la invencion puede comprender una region CDR del anticuerpo especifico identificado
aqui tal como una region CDR dentro de SEC ID n.°: 4 o 8. Ese anticuerpo preferiblemente retendra la capacidad
para unirse a TFPI como se describe en la presente. Por ejemplo, como se muestra en las figuras 3A-3B,
mediante el uso de la definicion de Kabat, las secuencias de CDR dentro de la cadena ligera de MuTFPI4F36
puede ser identificada en los aminoacidos 24 a 39, 55 a 61 y 94 a 102 de SEC ID n.°: 4 0 SEC ID n.% 6. Las
secuencias de CDR dentro de la cadena pesada de MuTFPI4F36 pueden ser identificadas en los aminoacidos
31a35,50a66y99a110de SEC ID n.°: 8 o SEC ID n.%: 10. Un anticuerpo de la invencion puede comprender
una o mas de las secuencias de CDR mostradas en la figura 3. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencién puede
comprender una, dos o las tres de las secuencias de aminoacidos mostradas en los residuos 24 a 39, 55 a 61y
94 a 102 de SEC ID n.°: 6. Un anticuerpo de la invencion alternativamente o adicionalmente puede comprender
una, dos o todas las tres de las secuencias de aminoacidos mostradas en los residuos 31 a 35, 50 a 66 y 99 a
110 de SEC ID n.°: 10. Un anticuerpo de la invencién puede comprender todas las seis secuencias de
aminoacidos mostradas en los residuos 24 a 39,55a 61y 94 a 102 de SECIDn.°: 6y 31a35,50a66y99a
110 de SEC ID n.°: 10.

[0150] Un anticuerpo de la invencién puede ser un anticuerpo humanizado, tal como el anticuerpo referido aqui
como HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021). Ese anticuerpo puede comprender una o mas regiones de CDR dentro de
SEC ID n.%: 15 6 18.

[0151] La cadena pesada de un anticuerpo de conformidad con la invencién comprende una secuencia de
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aminoacidos 31 a 35 de CDR1 (NYAMS) de SEC ID n.°: 18, donde uno de estos aminoacidos puede ser
sustituido por un aminoécido diferente.

[0152] La cadena pesada de un anticuerpo de conformidad con la invencion comprende una secuencia de
aminoacidos 50 a 66 de CDR2 (TISRSGSYSYFPDSVQG) de SEC ID n.°: 18, donde uno, dos o tres de estos
aminoacidos pueden ser sustituidos por un aminoéacido diferente.

[0153] La cadena pesada de un anticuerpo de conformidad con la invencién comprende una secuencia de
aminoacidos 99 a 110 de CDR3 (LGGYDEGDAMDS) de SEC ID n.°; 18, donde uno, dos o tres de estos
aminoacidos pueden ser sustituidos por un aminoacido diferente.

[0154] La cadena ligera de un anticuerpo de conformidad con la invencién comprende una secuencia de
aminoacidos 24 a 39 de CDR1 (KSSQSLLESDGKTYLN) de SEC ID n.°: 15, donde uno, dos o tres de estos
aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente.

[0155] La cadena ligera de un anticuerpo de conformidad con la invencién comprende una secuencia de
aminoéacidos 55 a 61 de CDR2 (LVSILDS) de SEC ID n.°: 15, donde uno o dos de estos aminoacidos pueden ser
sustituidos con un amino&cido diferente.

[0156] La cadena ligera de un anticuerpo de conformidad con la invencién comprende una secuencia de
aminoacidos 94 a 102 de CDR3 (LQATHFPQT) de SEC ID n.%: 15, donde uno o dos de estos aminoacidos
pueden ser sustituidos con un aminodacido diferente.

[0157] Mas particularmente, un anticuerpo de la invencién puede tener una cadena pesada que comprende:

« una secuencia CDR1 que, a su vez, comprende aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) de SEC ID n.%; 18; y

« una secuencia CDR2 que, a su vez, comprende aminoéacidos 50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) de SEC ID
n.%: 18;y

¢ una secuencia CDR3 que, a su vez, comprende aminoacidos 99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) de SEC ID n.°:
18.

Un anticuerpo de la invencién puede tener a cadena ligera que comprende:

¢ una secuencia CDR1 que, a su vez, comprende aminoacidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) de SEC ID
n.°: 15;y

« una secuencia CDR2 que, a su vez, comprende aminoacidos 55 a 61 (LVSILDS) de SEC ID n.% 15;y

« una secuencia CDR3 que, a su vez, comprende aminoacidos 94 a 102 (LQATHFPQT) de SEC ID n.°: 15.

[0158] Un anticuerpo de la invencion puede comprender cualquier combinacién de las regiones de CDR
anteriores.

[0159] Mas particularmente, la regién de marco de trabajo 2 (FR2) de la cadena pesada de un anticuerpo de la
invencion puede comprender aminoacidos:

T, en la posicion correspondiente a la posicion 40,
« E, en la posicién correspondiente a la posicién 42,
* R, en la posicién correspondiente a la posicion 44 y
« A, en la posicién correspondiente a la posicién 49

de SEC ID n.°; 18.

[0160] Alternativamente, dicho FR2 de la cadena pesada puede comprender los aminoacidos 36 a 49 de SEC ID
n.°: 18.

[0161] Un anticuerpo de la invencién puede comprender cualquiera de los siguientes:

« La secuencia de aminoacidos de VL de SEC ID n.%: 15.

« La secuencia de aminoacidos de VH de SEC ID n.°: 18.
«SECIDn.%s: 15y 18.

« La cadena ligera secuencia de aminoacidos de SEC ID n.°%: 21.
 La cadena pesada secuencia de aminoacidos de SEC ID n.%: 24.
*SECIDn.%s: 21y 24.

[0162] Un anticuerpo de la invencién alternativamente puede ser o puede comprender una variante de una de
estas secuencias especificas tal como una variante del anticuerpo MuTFPI4F36 o una variante de HzTFPI4F36.
Por ejemplo, una variante puede ser una variante de sustitucién, delecion o adicion de cualquiera de las
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secuencias de aminoacidos anteriores.

[0163] Una variante de conformidad con la presente invencion puede ser un anticuerpo que no comprende:
N, en la posicion correspondiente a la posicion 31

de laregién CDR1 de SEC ID n.°: 18;

* R, en la posicion correspondiente a la posicion 53;
¢ S, en la posicién correspondiente a la posicion 54;
« S, en la posicién correspondiente a la posicién 56;
Y, en la posicién correspondiente a la posicién 57;
Y, en la posicién correspondiente a la posicién 59;
« F, en la posicion correspondiente a la posicion 60;
« P, en la posicién correspondiente a la posicién 61;
« D, en la posicion correspondiente a la posicion 62; y
* Q, en la posicién correspondiente a la posicién 65;

de la regién CDR2 de SEC ID n.°: 18.

Y, en la posicién correspondiente a la posicion 102;
D, en la posicion correspondiente a la posicion 103; y
D, en la posicién correspondiente a la posicion 106;

de la regién CDR3 de SEC ID n.°: 18.

« E, en la posicién correspondiente a la posicion 31;
« S, en la posicién correspondiente a la posicién 32;
« D, en la posicién correspondiente a la posicion 33;y
Y, en la posicién correspondiente a la posicién 37;

de laregién CDR1 de SEC ID n.°: 15.

¢ A, en la posicién correspondiente a la posicion 96;
« T, en la posicion correspondiente a la posicion 97;
« H, en la posicién correspondiente a la posicion 98; y
« F, en la posicion correspondiente a la posicion 99;

de la regién CDR3 de SEC ID n.°: 15.

[0164] Una variante de anticuerpo puede comprender 1, 2, 3, 4, 5, hasta 10, hasta 20, hasta 30 o mas
sustituciones de aminoacido y/o deleciones y/o inserciones de las secuencias especificas y fragmentos descritos
anteriormente. Las variantes de “delecion” pueden comprender la deleciéon de aminoacidos individuales, delecién
de pequefios grupos de aminoacidos tales como 2, 3, 4 o 5 aminoacidos, o delecidn de regiones de aminoacido
mas grandes, tal como la deleciéon de dominios de aminoéacidos especificos u otras caracteristicas. Las variantes
de “insercion” pueden comprender la insercion de aminoacidos individuales, insercién de pequefios grupos de
aminoacidos tales como 2, 3, 4 o 5 aminoacidos, o la insercion de regiones de aminoacido mas grandes, tales
como la insercién de dominios de aminoacidos especificos u otras caracteristicas. Las variantes de “sustitucion”
preferiblemente implican el reemplazo de uno o0 mas aminoacidos con el mismo nimero de aminoéacidos y que
hacen sustituciones de aminoacidos conservativas. Por ejemplo, un aminoacido puede ser sustituido con un
aminoacido alternativo que tiene propiedades similares, por ejemplo, otro aminoacido basico, otro aminoacido
acido, otro aminoéacido neutro, otro aminoacido cargado, otro aminoacido hidréfilo, otro aminoacido hidréfobo,
otro aminoacido polar, otro aminoacido aromatico u otro aminoacido alifatico. Algunas propiedades de los 20
aminoacidos principales que se pueden usar para seleccionar sustituyentes adecuados son como sigue:

Ala alifatico, hidréfobo, neutro Met hidréfobo, neutro

Cys Polar, hidréfobo, neutro Asn Polar, hidréfilo, neutro

Asp Polar, hidréfobo, cargado (-) Pro hidréfobo, neutro

Glu polar, hidréfobo, cargado (-) GIn Polar, hidréfilo, neutro

Phe aromatico, hidréfobo, nutral Arg polar, hidréfilo, cargado (+)
Gly alifatico, neutro Ser Polar, hidréfilo, neutro

His aromatico, polar, hidréfilo, cargado (+) Thr Polar, hidréfilo, neutro

lle alifatico, hidréfobo, neutro Val alifatico, hidréfobo, neutro

Lys polar, hidréfilo, cargado (+) Trp alifatico, hidréfobo, neutro

Leu alifatico, hidréfobo, neutro Tyr aromatico, polar, hidréfobo
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[0165] Los “derivados” o “variantes” preferidos incluyen aquellos en los cuales en lugar del aminoacido que existe
naturalmente, el aminoacido que aparece en la secuencia es un analogo estructural de este. Los aminoacidos
usados en las secuencias también se pueden derivar o modificar, p. €j., marcar, siempre que la funcién del
anticuerpo no sea significativamente afectada en forma adversa.

[0166] Las sustituciones pueden ser, pero no estan limitadas a, sustituciones conservativas.

[0167] Derivados y variantes como se describié antes se pueden preparar durante la sintesis del anticuerpo o por
modificacién después de la produccién, o cuando el anticuerpo esta en forma recombinante mediante el uso de
las técnicas conocidas de mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis aleatoria, o digestion enzimatica y/o ligacién
de acidos nucleicos.

[0168] En otro aspecto, la presente invencion provee moléculas multiespecificas que comprenden un anticuerpo
anti-TFPI, o un fragmento de union a antigeno del mismo, de la invencién. Esas moléculas multiespecificas
incluyen moléculas biespecificas que comprenden por lo menos una primera especificidad de unién para TFPI y
una segunda especificidad de unién para un segundo epitopo objetivo. Un tipo de moléculas biespecificas son
anticuerpos biespecificos como se conoce en la técnica. Anticuerpos biespecificos, o de hecho anticuerpos
multiespecificos, se pueden preparar como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo (p. €j.,
anticuerpos biespecificos F(ab’)2) o cualesquiera otros fragmentos de unién a antigeno descritos aqui.

[0169] En un aspecto, la presente invencion provee derivados de anticuerpo (o inmunoconjugados), tales como
anticuerpos anfi-TFPI conjugados o covalentemente unidos a un segundo agente. El segundo agente puede ser
enlazado al anticuerpo directamente o indirectamente, mediante el uso de cualquiera de un gran nimero de
métodos disponibles conocidos por el experto en la técnica. Por ejemplo, un agente puede ser unido a la regién
de gozne del componente de anticuerpo reducido mediante la formacion del enlace de disulfuro, mediante el uso
de entrelazadores tales como N- S-(2-piridilditio)proprionato de succinilo (SPDP), o mediante una porcion
carbohidrato en la regién Fc del anticuerpo.

[0170] En un aspecto, los anticuerpos de la invencion pueden ser manipulados genéticamente para incluir
modificaciones dentro de la regién Fc, tipicamente para alterar una o0 mas propiedades funcionales del
anticuerpo, tales como vida media en el suero, fijacion de complemento, unién a receptor de Fc, estabilidad de
proteina y/o citotoxicidad celular dependiente de antigeno, o carecer de los mismos. Ademas, un anticuerpo de la
invencion puede ser quimicamente modificado (p. €j., una 0 mas porciones quimicas pueden ser unidas al
anticuerpo) o pueden ser modificadas para alterar su glicosilacién, nuevamente para alterar una o mas
propiedades funcionales del anticuerpo.

[0171] Si se desea, la clase de un anticuerpo puede ser “cambiada” por técnicas conocidas. Por ejemplo, un
anticuerpo que era originalmente producido como una molécula de IgM puede ser clase cambiada a un
anticuerpo de IgG. Las técnicas de cambio de clase también se pueden usar para convertir una subclase de IgG
a otra, por ejemplo: de IgG1 a IgG2 o 1gG4; de 1gG2 a IgG1 o 1gG4; o de IgG4 a IgG1 o IgG2. La manipulacién
genética de anticuerpos para generar moléculas quiméricas de region constante, por combinacion de regiones
de diferentes subclases de IgG, también se puede realizar.

[0172] En una modalidad, la region de gozne de CHI es modificada de tal manera que el nimero de residuos de
cisteina en la region de gozne es alterado, p. €j., incrementada o disminuida. Este enfoque se describe ademas
por ejemplo en la patente de E.U.A. No. 5,677,425 de Bodmer et al.

[0173] La regién constante ademas puede ser modificada para estabilizar el anticuerpo, p. €j., para reducir el
riesgo de un anticuerpo bivalente al separar en dos fragmentos de VH-VL monovalentes. Por ejemplo, en una
regién constante de IgG4, el residuo S241 puede ser mutado a un residuo de prolina (P) para permitir la
formacion de puente de disulfuro completo en el gozne (véase, p. €j., Angal et al., Mol Immunol. 199S; 30: 105-
8).

[0174] En el presente documento se describen anticuerpos variantes que pueden tener secuencias de
aminoacidos que sea mas de 60%, o mas de 65%, o mas de 70%, o mas de 75%, o mas de 80%,
preferiblemente mas de 85%, tal como mas de 90%, tal como mas de 95% idénticos a SEC ID n.°s: 4 0 8, 0
fragmentos de los mismos. Otros anticuerpos de variante de conformidad con la invencion pueden tener
secuencias de aminoacidos que sean mas de 60%, o mas de 65%, o mas de 70%, o mas de 75%, o mas de
80%, preferiblemente mas de 85%, tal como mas de 90%, tal como mas de 95% idénticos a SEC ID n.°s: 15 o
18, o un fragmento del mismo. Este nivel de identidad de aminoacido se puede ver a través de la longitud
completa de la secuencia de SEC ID n.° relevante o sobre una parte de la secuencia, tal como a través de 20,
30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 90, 100, 150, 200 o mas aminoacidos, segun el tamafio del polipéptido de longitud
completa.
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[0175] En conexién con las secuencias de aminoacidos, “identidad de secuencia” se refiere a secuencias que
tienen el valor establecido cuando se evalia mediante el uso de ClustalW (Thompson et al., 1994, supra) con los
siguientes parametros:

[0176] Parametros de alineacion por pares - Método: exacto, Matriz: PAM, Sancién por espacio abierto: 10.00,
sancion por extension de espacio: 0.10;

[0177] Parametros de alineacion mdltiple -Matriz: PAM, Sancion por espacio abierto: 10.00, % de identidad por
retraso: 30, Sancion por espacios abiertos: no, distancia de separacion de espacio: 0, matriz negativa: no,
sancion por extensién de espacio: 0.20, sanciones por espacio especifica de residuo: no, sanciones por espacio
hidréfilo: no, Residuos hidrofilos: GPSNDQEKR. Identidad de secuencia en un residuo particular esta disefiada
para incluir residuos idénticos que simplemente han sido derivados.

[0178] La presente invencion por lo tanto provee anticuerpos que tienen secuencias de aminoacidos de VH y VL
especificos y variantes y fragmentos de los mismos que mantienen la funcién o actividad de estos dominios de
VHy VL.

[0179] En el presente documento se describe un anticuerpo que puede comprender:

(a) una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera de SEC ID n.°: 4;

(b) un fragmento de por lo menos 7 aminoacidos de (a) que retiene la capacidad para unirse
especificamente a TFPI; o

(c) una variante de (a) que tiene por lo menos 70% de identidad de secuencia de aminoacidos a una
secuencia de (a) y que retiene la capacidad para unirse especificamente a TFPI.

[0180] En el presente documento se describe un anticuerpo que puede comprender:

(a) una region variable de cadena pesada secuencia de aminoacidos de SEC ID n.°: 8;

(b) un fragmento de por lo menos 7 aminoacidos de (a) que retiene la capacidad para unirse
especificamente a TFPI; o

(c) una variante de (a) que tiene por lo menos 70% de identidad de secuencia de aminoacidos a una
secuencia de (a) y que retiene la capacidad para unirse especificamente a TFPI.

[0181] Un anticuerpo de la invencién puede comprender la region variable de cadena ligera de SEC ID n.% 4y la
region variable de cadena pesada de SEC ID n.°: 8.

[0182] En el presente documento se describe un anticuerpo que puede comprender:

(a) la region variable de cadena ligera de SEC ID n.°: 4 y la region variable de cadena pesada de SEC ID
n.°: 8;

(b) una variante de (a) en la cual una o ambas de las secuencias de cadena pesada y cadena ligera es
modificada de tal manera que comprende un fragmento de por lo menos 7 aminoacidos de la secuencia
especificada en (a); o

(c) una variante de (a) o (b) en la cual una o ambas de las secuencias de cadena pesada y ligera es
modificada de tal manera que tiene por lo menos 70% de identidad de secuencia de aminoacidos a una
secuencia de (a) o (b);

donde el anticuerpo retiene la capacidad para unirse especificamente a TFPI. El anticuerpo también puede
retener una o mas funciones o actividades adicionales de un anticuerpo de la invencion como se describe en la
presente, tal como la capacidad para inhibir TFPI o la capacidad para acortar el tiempo de coagulacién,
opcionalmente sin conducir a una caida en los numeros de plaquetas,

donde el anticuerpo retiene la capacidad para unirse especificamente a TFPI. El anticuerpo también puede
retener una 0 mas funciones o actividades adicionales de un anticuerpo de la invencién como se describe en la
presente, tal como la capacidad para inhibir TFPI o la capacidad para acortar el tiempo de coagulacion,
opcionalmente sin conducir a una caida en los nimeros de plaquetas.

[0183] Fragmentos y variantes preferidos de SEC ID n.°: 4 comprenderan (i) aminoacidos 24 a 39 de SEC ID n.°:
6; y/o (ii) aminoacidos 55 a 61 de SEC ID n.°: 6; y/o (iii) aminoacidos 94 a 102 de SEC ID n.% 6. Los fragmentos y
variantes preferidos de SEC ID n.°: 8 comprenderan (i) aminoacidos 31 a 35 de SEC ID n.% 10; y/o (ii)
aminoacidos 50 a 66 de SEC ID n.°: 10; y/o (iii) aminoacidos 99 a 110 de SEC ID n.°: 10.

[0184] Variantes preferidas adicionales de SEC ID n.°: 4 comprenderan los aminoacidos 31 a 33, 37 y 96 a 99 de
SEC ID n.°: 6. Variantes preferidas adicionales de SEC ID n.°: 8 comprenderan los aminoacidos 31, 53, 54, 56,
57,59, 60, 61, 62, 65, 102, 103y 106 de SEC ID n.°: 10.

[0185] En el presente documento se describe un anticuerpo que puede comprender:
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(a) una secuencia de aminoacidos de regién variable de cadena ligera de SEC ID n.°: 15;

(b) un fragmento de por lo menos 7 aminoacidos de (a) que retiene la capacidad para unirse
especificamente a TFPI; o

(c) una variante de (a) que tiene por lo menos 70% de identidad de secuencia de aminoacidos a una
secuencia de (a) y que retiene la capacidad para unirse especificamente a TFPI.

[0186] En el presente documento se describe un anticuerpo que puede comprender:

(a) una secuencia de aminoacidos de regién variable de cadena pesada de SEC ID n.% 18;

(b) un fragmento de por lo menos 7 aminoacidos de (a) que retiene la capacidad para unirse
especificamente a TFPI; o

(c) una variante de (a) que tiene por lo menos 70% de identidad de secuencia de aminoacidos a una
secuencia de (a) y que retiene la capacidad para unirse especificamente a TFPI.

[0187] Un anticuerpo de la invencién puede comprender la regién variable de cadena ligera de SEC ID n.%: 15y
la regién variable de cadena pesada de SEC ID n.°: 18.

[0188] En el presente documento se describe un anticuerpo que puede comprender:

(a) la region variable de cadena ligera de SEC ID n.%: 15 y la regién variable de cadena pesada de SEC ID
n.°: 18;

(b) una variante de (a) en la cual una o ambas de las secuencias de cadena pesada y cadena ligera es
modificada de tal manera que comprende un fragmento de por lo menos 7 aminoacidos de la secuencia
especificada en (a); o

(c) una variante de (a) o (b) en la cual una o ambas de las secuencias de cadena pesada y ligera es
modificada de tal manera que tiene por lo menos 70% de identidad de secuencia de aminoacidos a una
secuencia de (a) o (b);

donde el anticuerpo retiene la capacidad para unirse especificamente a TFPI. El anticuerpo también puede
retener una o0 mas funciones o actividades adicionales de un anticuerpo de la invenciéon como se describe en la
presente tal como la capacidad para inhibir TFPI o la capacidad para acortar el tiempo de coagulacion,
opcionalmente sin conducir a una caida en los numeros de plaquetas.

[0189] Como se explicé antes, un anticuerpo de la invencién se puede unir al mismo epitopo o regiéon que otro
anticuerpo de la invencién. Por lo tanto, se vera que el anticuerpo se puede unir al mismo epitopo o region de
TFPI que cualquiera de los anticuerpos, fragmentos y variantes especificos descritos aqui.

[0190] Se describen polinucledtidos que codifican los anticuerpos de la invencién. Por lo tanto, el polinucleétido
puede codificar cualquier anticuerpo como se describe en la presente. Los términos “molécula de acido nucleico”
y “polinucledtido” se usan indistintamente aqui y se refieren a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier
longitud, ya sea desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, o analogos de los mismos. Ejemplos no limitantes de
polinucleétidos incluyen un gen, un fragmento de gen, ARN mensajero (ARNm), ADNc, polinucleétidos
recombinantes, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia,
sondas de acido nucleico, y cebadores. El polinucleétido se puede proveer en forma aislada o purificada.

[0191] Una secuencia de &cido nucleico que “codifica” un polipéptido seleccionado es una molécula de &cido
nucleico que es transcrita (en el caso de ADN) y traducida (en el caso de 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 codon de inicio en el 5’ (amino) terminal y un codén de detencién de traduccion en el 3’
(carboxi) terminal. Dichas secuencias de acido nucleico pueden incluir, pero no se limitan a, ADNc de ARNm
viral, procariético o eucariético, secuencias genémicas del ADN o ARN viral o procariético, e incluso secuencias
de ADN sintético. Una secuencia de terminaciéon de transcripcion puede ser localizada 3’ a la secuencia
codificante.

[0192] En una modalidad, un polinucleétido comprende una secuencia que codifica una secuencia de
aminoacidos de VH o VL como se describié antes. Por ejemplo, un polinucleétido puede codificar un polipéptido
que comprende la secuencia de SEC ID n.%; 4 o 8, o una variante o fragmento del mismo como se describié
antes. El polinucle6tido puede consistir en o comprender una secuencia de acido nucleico de cualquiera de SEC
ID n.%: 3, 5, 7y 9. Una secuencia de polinucleétido adecuada alternativamente puede ser una variante de una
de estas secuencias de polinucleétido especificas. Por ejemplo, una variante puede ser una variante de
sustitucion, deleciéon o adicion de cualquiera de las secuencias de acido nucleico anteriores. Un polinucleétido
variante puede comprender 1, 2, 3, 4, 5, hasta 10, hasta 20, hasta 30, hasta 40, hasta 50, hasta 75 o mas
sustituciones y/o deleciones de acido nucleico de las secuencias dadas en el listado de secuencias.

[0193] Variantes adecuadas pueden ser por lo menos 70% homologas a un polinucleétido de cualquiera de SEC
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ID n.%s: 3,5, 7y 9, preferiblemente por lo menos 80 0 90% y muy preferiblemente por lo menos 95%, 97% o 99%
homélogas a las mismas. Los métodos de medicién de homologia son bien conocidos en la técnica y seran
entendidos por los expertos en la técnica en el siguiente contexto, la homologia se calcula sobre la base de
identidad de acido nucleico. Esa homologia puede existir sobre una region de por lo menos 15, preferiblemente
por lo menos 30, por ejemplo por lo menos 50, 60, 100, 200 o mas nucleétidos contiguos. Esa homologia puede
existir sobre la longitud entera de la secuencia de polinucleétidos no modificada.

[0194] Los métodos de medicién de homologia o identidad de polinucleétidos son conocidos en la técnica. Por
ejemplo, el paquete UWGCG provee el programa BESTFIT que se puede usar para calcular homologia (p. €j.,
usado sobre sus valores por omision) (Devereux et al (1984) Nucleic Acids Research 12, p387-395).

[0195] Los algoritmos PILEUP y BLAST también se pueden usar para calcular homologia o secuencias de
alineacion (tipicamente sobre sus valores por omisién), por ejemplo como se describe en Altschul S. F. (1993) J
Mol Evol 36:290-300; Altschul, S, F et al (1990) J Mol Biol 215:403-10.

[0196] EI software para realizar analisis de BLAST esta publicamente disponible a través del National Centre for
Biotechnology Information (centro nacional para informacion de biotecnologia)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este
algoritmo implica primero identificar pares de secuencias de puntuacion alta (HSPs) al identificar palabras cortas
de longitud W en la secuencia de preguntas que ya sea concuerda o satisface alguna puntuacion de umbral de
valor positivo T cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. T es
referida como el umbral de fuente de palabra vecina (Altschul et al, supra). Estos nimero de ocurrencias de
palabra de los alrededores iniciales actian como semillas para iniciar blisquedas para encontrar HSPs que los
contienen. Los numeros de ocurrencias de palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada
secuencia tanto como la puntuacion de alineacion acumulativa se puede incrementar. Las extensiones para los
numeros de ocurrencias de palabra en cada direccion son detenidas cuando: la puntuacion de alineacion
acumulativa llega a cero 0 menor, debido a la acumulacién de una 0 mas alineaciones de residuo de puntuacion
negativa; o el extremo de cualquier secuencia es alcanzado. Los parametros de algoritmo de BLAST, W, Ty X
determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacién. El programa BLAST usa como omisiones una longitud de
palabra (W) de 11, la matriz de puntuacion de BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89:10915-10919 alineaciones (B) de 50, expectaciéon (E) de 10, M=5, N=4, y una comparacion de
ambas cadenas.

[0197] El algoritmo de BLAST realiza un analisis estadistico sobre la similitud de dos secuencias; véase p. €j.,
Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787. Una medida de similitud provista por el
algoritmo de BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que provee una indicacién de la
probabilidad por la cual una concordancia entre dos secuencias de nucledtidos o aminoacidos ocurriria por
probabilidad. Por ejemplo, una secuencia se considera similar a otra secuencia si la probabilidad de suma mas
pequefia en comparacion con la primera secuencia a la segunda secuencia es menor que aproximadamente 1,
preferiblemente menor que aproximadamente 0.1, muy preferiblemente menor que aproximadamente 0.01, y
muy preferiblemente menor que aproximadamente 0.001.

[0198] El homologo puede diferir de una secuencia en el polinucleétido relevante por menos de 3, 5, 10, 15, 20 o
mas mutaciones (cada una de las cuales puede ser una sustitucién, delecion o insercion). Esta mutacion se
puede medir sobre un regién de por lo menos 30, por ejemplo por lo menos 40, 60 o 100 o0 mas nucledtidos
contiguos del homdlogo.

[0199] En una modalidad, una secuencia de variante puede variar de las secuencias especificas dadas en el
estado de secuencias en virtud de la redundancia del codigo genético. El cédigo de ADN tiene cuatro residuos de
acidos nucleicos primarios (A, T, C y G) y usan estos para “deletrear” codones de tres letras que representan los
aminoacidos que las proteinas codifican en los genes de un organismo. La secuencia lineal de codones a lo
largo de la molécula de ADN es traducida a la secuencia lineal de aminoacidos en proteina(s) codificada por
esos genes. El cdédigo es altamente degenerado, con 61 codones que codifican para los 20 aminoacidos
naturales y 3 codones que representan sefiales de “detencion”. Por lo tanto, la mayoria de los aminoacidos son
codificados por mas de un codén- de hecho varios son codificados por cuatro o mas codones diferentes. Un
polinucleétido de variante por lo tanto puede codificar la misma secuencia de polipéptido que otro polinucledtido,
pero puede tener una secuencia de acido nucleico diferente debido al uso de diferentes codones para codificar
los mismos amino&cidos.

[0200] “Fragmentos” de polinucledtidos se pueden hacer por truncacion, p. €j., al eliminar uno o mas nucleétidos
de uno 0 mas extremos del polinucleétido hasta 10, hasta 20, hasta 30, hasta 40, hasta 50,hasta 75 hasta 100,
hasta 200 o mas aminoacidos pueden ser eliminados del extremo 3’ y/o 5’ del polinucleétido de esta manera. Los
fragmentos también pueden ser generados por una o mas deleciones internas. Estos fragmentos pueden ser
derivados de una secuencia de SEC ID n.°s: 3, 5, 7 y 9 o pueden ser derivados de un polinucleétido de variante
como se describe en la presente. Preferiblemente, esos fragmentos tienen entre 30 y 300 residuos de longitud, p.
ej., 30 a 300, 30 a 200, 30 a 100, 100 a 200 o 200 a 300 residuos. Alternativamente, los pueden ser secuencias
mas largas, por ejemplo que comprenden por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo menos 70%, por lo
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menos 80% o por lo menos 90% de un polinucleétido de longitud.

[0201] Un anticuerpo de la invencién por lo tanto puede ser producido a partir de o suministrado en forma de un
polinucleétido que lo codifica, y es capaz de expresarlo. Donde el anticuerpo comprende dos o mas cadenas, un
polinucleétido puede codificar una 0 mas cadenas de anticuerpo. Por ejemplo, un polinucleétido puede codificar
una cadena ligera de anticuerpo, una cadena pesada de anticuerpo o ambas. Dos polinucleétidos se pueden
proveer, uno de los cuales codifica una cadena ligera de anticuerpo y el otro de los cuales codifica la cadena
pesada de anticuerpo correspondiente. El polinucleétido o par de polinucleétidos pueden ser expresados juntos
de tal manera que se genera un anticuerpo de la invencion.

[0202] Los polinucledtidos pueden ser sintetizados de conformidad con métodos bien conocidos en la técnica,
como se describe a manera de ejemplo en Sambrook et al (1989, molecular Cloning - a laboratory manual; Cold
Spring Harbor Press).

[0203] Las moléculas de acido nucleico se pueden proveer en forma de un casete de expresién que incluye
secuencias de control, secuencias de péptido de sefial operablemente enlazadas a la secuencia insertada, por lo
tanto permiten la expresion del anticuerpo de la invencién in vivo. Estos casetes de expresion, a su vez, se
proveen tipicamente dentro de vectores (p. €j., plasmidos o vectores virales recombinantes). El casete de
expresion se puede administrar directamente a un sujeto hdesped. Alternativamente, un vector que comprende
un polinucleétido puede ser administrado a un sujeto htiesped. Preferiblemente, 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 informacién genética, y que permita la expresién de un polipéptido.

[0204] Se describen vectores de expresion que comprenden esas secuencias de polinucleétidos. Los vectores de
expresion son construidos rutinariamente en la técnica de biologia molecular y por ejemplo pueden implicar el
uso de ADN de plasmido e iniciadores, promotores, incrementadores, secuencias de péptidos de sefial y otros
elementos, apropiados, tales como por ejemplo sefiales de poliadenilacion que pueden ser necesarios y que
estan ubicados en la orientacion correcta, a fin de permitir la expresién de un péptido. Otros vectores adecuados
serian evidentes para los expertos en la técnica. A modo de ejemplo adicional, a este respecto los inventores de
la presente refieren a Sambrook et al.

[0205] Se describen células que han sido modificadas para expresar un anticuerpo de la invencion. Esas células
incluyen lineas de células eucariotas mas altas transitorias o preferiblemente estables, tales como células de
mamiferos o células de insectos, células eucariotas inferiores, tales como células de levadura o procariotas tales
como células bacterianas. Ejemplos particulares de células que pueden ser modificadas mediante la insercion de
vectores o casetes de expresion que codifican para un anticuerpo de la invencién incluyen HEK293 de mamifero,
CHO, BHK, NSO y células de retina humana. Preferiblemente, la linea de células seleccionada sera una que no
sea sOlo estable, sino que también permita la glicosilacién madura y la expresion de superficie celular de un
polipéptido.

[0206] Las lineas de células pueden ser cultivadas mediante el uso de métodos de rutina para producir un
anticuerpo de la invencién, o se pueden usar terapéuticamente o profilacticamente para suministrar anticuerpos
de la invencién a un sujeto. Alternativamente, los polinucleétidos, casetes o vectores de expresion se pueden
administrar a una célula de un sujeto ex vivo y la célula después se puede regresar al cuerpo del sujeto.

[0207] Se describen composiciones y formulaciones que comprenden moléculas de la invencién, tales como los
anticuerpos, polinucleétidos, vectores y células descritos aqui. La invencion provee una composicion
farmacéutica que comprende uno o mas anticuerpos de la invencion, formulados junto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

[0208] Como se usa en la presente, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los
solventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antimicéticos, agentes isoténicos y
retardadores de absorcion, y similares que son fisiolégicamente compatibles. Preferiblemente, el vehiculo es
adecuado para administracion parenteral, p. e€j., intravenosa, intramuscular o subcutdnea (p. €j., mediante
inyeccion o infusién). Segun la via de administracion, el anticuerpo puede ser revestido en un material para
proteger al anticuerpo contra la accion de acidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar o
desnaturalizar el anticuerpo.

[0209] Los vehiculos farmacéuticamente aceptables preferidos comprenden vehiculos o diluyentes acuosos.
Ejemplos de vehiculos acuosos adecuados que se pueden utilizar en las composiciones farmacéuticas de la
invencion incluyen agua, agua regulada en su pH y solucién salina. Ejemplos de otros vehiculos incluyen etanol,
polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares), y mezclas adecuadas de los mismos,
aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. La
fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de materiales de revestimiento, tales como
lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones, y mediante el
uso de agentes tensioactivos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo,
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azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro de sodio en la composicion.

[0210] Una composicion farmacéutica de la invencion también puede incluir un antioxidante farmacéuticamente
aceptable. Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como conservadores, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de presencia de microorganismos
puede ser asegurada tanto por procedimientos de esterilizacién, antes mencionados, como por la inclusiéon de
varios agentes antibacterianos y antimicéticos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol, acido sérbico, y
similares. También puede ser deseable incluir agentes isotdnicos, tales como azUcares, cloruro de sodio y
similares en las composiciones. Ademas, la absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede
llevarse a cabo mediante la inclusién de agentes que retrasan la absorciéon tales como monoestearato de
aluminio y gelatina.

[0211] Las composiciones terapéuticas tipicamente deben ser estériles y estables bajo las condiciones de
fabricacion y almacenamiento. La composicion puede ser formulada como una solucion, microemulsion,
liposoma u otra estructura ordenada adecuada para concentracién de farmaco alta.

[0212] Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar al incorporar el agente activo (p. €j., anticuerpo)
en la cantidad requerida en un solvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados
anteriormente, segun se requieran, seguido por microfiltracion mediante esterilizacion. Generalmente, las
dispersiones se preparan al incorporar el agente activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de
dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de aquellos enumerados anteriormente. En el caso de
polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion
son secado al vacio y secado por congelamiento (liofilizacién) que producen un polvo del agente activo mas
cualquier ingrediente deseado adicional de una solucién previamente filtrada en forma estéril de este.

[0213] Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden comprender ingredientes activos adicionales asi
como un anticuerpo de la invencién. Como se menciond antes, las composiciones de la invencion comprenden
uno o mas anticuerpos de la invencién. También pueden comprender agentes terapéuticos o profilacticos
adicionales. Por ejemplo, donde una composicion farmacéutica de la invencion esta disefiada para usarse en el
tratamiento de un trastorno de hemorragia, adicionalmente puede comprender uno o mas agentes disefiados
para reducir los sintomas del trastorno de hemorragia. Por ejemplo, la composicion puede comprender uno o
mas factores de coagulacion. La composicion puede comprender uno o mas de otros componentes disefiados
para mejorar la condicién del paciente. Por ejemplo, donde la composicién esta disefiada para usarse en el
tratamiento de pacientes que padecen hemorragia no deseada tales como pacientes que han sufrido cirugia o
pacientes que padecen trauma, la composicién puede comprender uno 0 mas agentes analgésicos, anestésicos,
inmunosupresores, o antiinflamatorios. Se proporcionan kits que comprenden anticuerpos u otras composiciones
de la invencién e instrucciones para su uso. El kit puede contener ademas uno o mas reactivos adicionales, tales
como un agente terapéutico o profilactico adicional como se describi6é anteriormente.

[0214] Los anticuerpos y composiciones de la presente invencion tienen numerosas utilidades terapéuticas in
vitro e in vivo que implican el tratamiento y prevenciéon de trastornos relacionados con la coagulacion. Por
ejemplo, estos anticuerpos y composiciones se pueden administrar a células en cultivo, in vitro o ex vivo, 0 a
sujetos humanos, p. €j., in vivo, para prevenir o tratar una variedad de trastornos.

[0215] Se describen métodos para el tratamiento de trastornos de hemorragia o para el incremento de
coagulacién de la sangre que comprenden administrar a un paciente que lo necesita una cantidad efectiva de un
anticuerpo u otra molécula o composiciéon de la invencién. Por ejemplo, los métodos pueden ser para el
tratamiento de deficiencias de factor de coagulacion tales como hemofilia A, hemofilia B, deficiencia de factor X,
deficiencia de factor VII, trombocitopenia o enfermedad de von Willebrand. Los métodos pueden ser para el
tratamiento de condiciones acompafiadas por la presencia de un inhibidor de factor de coagulacién. Los métodos
pueden ser para el tratamiento de hemorragia excesiva. Los anticuerpos y composiciones de la invencion se
pueden usar para tratar pacientes antes, durante, o después de cirugia o terapia con anticoagulantes o después
de trauma. Los anticuerpos y composiciones descritos aqui se pueden usar en cualquier tratamiento o se pueden
usar en la fabricacion de un medicamento para usarse en cualquier tratamiento.

[0216] Los anticuerpos y composiciones de la presente invencion se pueden administrar para tratamientos
profilacticos y/o terapéuticos.

[0217] En aplicaciones terapéuticas, los anticuerpos o composiciones se administran a un sujeto que ya padece
de un trastorno o condicién como se describi6é antes, en una cantidad suficiente para curar, aliviar o parcialmente
detener la condicion de uno o mas de sus sintomas. El tratamiento terapéutico puede dar por resultado una
disminucion en la severidad de los sintomas de enfermedad, o un incremento en frecuencia o duracién de
periodos libres de sintomas. Una cantidad adecuada para lograr esto se define como “cantidad terapéuticamente
efectiva”. Por ejemplo, donde el tratamiento es para hemorragia no deseada, la terapia se puede definir como
una disminucion en la cantidad de hemorragia o coagulaciéon adecuada para detener la hemorragia por completo.
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[0218] En aplicaciones profilacticas o preventivas, anticuerpos o composiciones se administran a un sujeto en
riesgo de un trastorno o condicién como se describio antes, en una cantidad suficiente para prevenir o reducir los
efectos subsecuentes de la condicidn para uno o mas de sus sintomas. Una cantidad adecuada para lograr esto
se define como una “cantidad profilacticamente efectiva”. Por ejemplo, donde el tratamiento es para prevenir
hemorragia no deseada, un efecto profilactico puede ser definido como la prevencién de hemorragia o un periodo
reducido o cantidad reducida de hemorragia comparada con la que se veria en ausencia del modulador.

[0219] Cantidades efectivas para cada propésito dependeran de la severidad de la enfermedad o lesion asi como
el peso y estado general del sujeto.

[0220] Como se usa en la presente, el término “sujeto” incluye cualquier human o animal no humano. El término
“animal no humano” incluye todos los vertebrados, p. €j., mamiferos y no mamiferos, tales como primates no
humanos, ovejas, perros, gatos, caballos, vacas, pollos, anfibios, reptiles, etc.

[0221] Un anticuerpo o composicién de la presente invenciéon se puede administrar por una o mas vias de
administracion mediante el uso de una o méas de una variedad de métodos conocidos en la técnica. Como lo
apreciara el experto en la técnica, la via y/o modo de administracion variara segun los resultados deseados. Las
vias de administracién preferidas para anticuerpos o composiciones de la invencion incluyen vias de
administracion intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea, espinal u otras vias de
administracion parenterales, por ejemplo mediante inyeccién o infusién. La frase “administracion parenteral”,
como se usa en la presente, significa modos de administracion distintos de administracién enteral y topica,
usualmente por inyeccién. Alternativamente, un anticuerpo o composicion de la invencién se puede administrar
por via no parenteral, tal como una via de administracion topica, epidérmica o por la mucosa.

[0222] De manera similar, un anticuerpo de la invenciéon se puede usar para la fabricacién de un medicamento
adecuado para administracion parenteral.

[0223] Un anticuerpo de la invencion se puede usar para la fabricacién de un medicamento adecuado para
administracion intravenosa.

[0224] Un anticuerpo de la invencion se puede usar para la fabricaciéon de un medicamento adecuado para
administracion intramuscular.

[0225] Un anticuerpo de la invencion se puede usar para la fabricacion de un medicamento adecuado para
administracion subcutanea.

[0226] Una dosis adecuada de un anticuerpo de la invencion puede ser determinada por un médico experto. Los
niveles de dosis reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de la presente invencién
pueden ser variados para obtener una cantidad del ingrediente activo que es efectiva para lograr la respuesta
terapéutica deseada para un paciente, composicion y modo de administracion particulares, sin ser toxicos para el
paciente. El nivel de dosis seleccionado dependera de una variedad de factores farmacocinéticos que incluyen la
actividad del anticuerpo particular utilizado, la via de administracién, el tiempo de administracion, la velocidad de
excrecién del anticuerpo, la duracion del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales usados en
combinaciéon con las composiciones particulares utilizadas, la edad, sexo, peso, condicion, salud general e
historia médica anterior del paciente que es tratado, y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas.

[0227] Una dosis adecuada de un anticuerpo de la invencién puede estar, por ejemplo, en el intervalo de
aproximadamente 0.1 pg/kg a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal del paciente que es tratado. Por
ejemplo, una dosis adecuada puede ser de aproximadamente 1 ug/kg a aproximadamente 10 mg/kg de peso
corporal por dia o de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal por dia. Una
dosis adecuada de un anticuerpo de la invencion puede estar en el intervalo de 2 a 200 mg/kg, tal como
aproximadamente 150-200 mg/kg, tal como aproximadamente 150-170 mg/kg, tal como aproximadamente 100-
150 mg/kg, tal como aproximadamente 50-100 mg/kg, tal como aproximadamente 70-90 mg/kg, tal como
aproximadamente 10-50 mg/kg, tal como aproximadamente 10-30 mg/kg.

[0228] Otras dosis adecuadas pueden ser aproximadamente 0.1-10 mg/kg, tal como aproximadamente 0.1-1
mg/kg, tal como aproximadamente 1-2 mg/kg o aproximadamente 2-3 mg/kg o aproximadamente 4-5 mg/kg o
aproximadamente 5-6 mg/kg o aproximadamente 6-7 mg/kg o aproximadamente 7-8 mg/kg o aproximadamente
8-9 mg/kg o aproximadamente 9-10 mg/kg; o aproximadamente 10-21 mg/kg, tal como aproximadamente 10-11
mg/kg, o aproximadamente 11-12 mg/kg, o aproximadamente 12-13 mg/kg, o aproximadamente 13-14 mg/kg, o
aproximadamente 14-15 mg/kg, o aproximadamente 15-16 mg/kg, o aproximadamente 16-17 mg/kg, o
aproximadamente 17-18 mg/kg, o aproximadamente 18-19 mg/kg, o aproximadamente 19-20 mg/kg o
aproximadamente 20-21 mg/kg.

[0229] La cantidad de anticuerpo monoclonal administrado a un sujeto puede ser tal que su administracion da por
resultado una concentracion en el plasma del sujeto de aproximadamente 10 ug/ml a aproximadamente 40
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yg/ml, tal como aproximadamente 15-35 pg/ml, tal como aproximadamente 10-15 pg/ml, tal como
aproximadamente 15-20 ug/ml, tal como aproximadamente 20-25 ug/ml, tal como aproximadamente 25-30 ug/ml,
tal como aproximadamente 30-35 pg/ml, tal como aproximadamente 35-40 pg/ml, del anticuerpo monoclonal. Los
regimenes de dosis se pueden ajustar para proveer la respuesta deseada Optima (p. ej., una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, un solo bolo se puede administrar, varias dosis divididas se pueden administrar con el
tiempo o la dosis puede ser proporcionalmente reducida o incrementada como se indica por las exigencias de la
situacion terapéutica. Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma de dosis
unitaria para facilidad de administracion y uniformidad de dosis. La forma de dosis unitaria, como se usa en la
presente, se refiere a unidades fisicamente discretas adaptadas como dosis unitarias para los sujetos que han
de ser tratados; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculado para producir
el efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido.

[0230] Los anticuerpos se pueden administrar en una sola dosis o en dosis mdltiples. Las dosis multiples se
pueden administrar por las mismas o diferentes vias y a los mismos o diferentes lugares. Alternativamente, los
anticuerpos se pueden administrar como una formulacion de liberacion sostenida, en cuyo caso se requiere
administracion menos frecuente. La dosis y frecuencia pueden variar de acuerdo con la vida media del
anticuerpo en el paciente y la duracién del tratamiento que se desee. La dosis y frecuencia de administracion
también pueden variar de acuerdo con si el tratamiento es profilactico o terapéutico. En aplicaciones profilacticas,
una dosis relativamente baja se puede administrar a intervalos relativamente infrecuentes durante un periodo
largo. En aplicaciones terapéuticas, una dosis relativamente alta se puede administrar, por ejemplo hasta que el
paciente muestra aminoramiento parcial o completo de sintomas de enfermedad.

[0231] Por lo tanto, un anticuerpo de la invencién se puede administrar: aproximadamente cada dia,
aproximadamente cada dos dias, aproximadamente cada tres dias, aproximadamente cada cuatro dias,
aproximadamente cada cinco dias, aproximadamente cada seis dias; aproximadamente cada semana, tal como
cadab, 6, 7, 8, 9 0 10 dias; aproximadamente cada dos semanas, tal como cada 11, 12, 13, 14, 15, 16 o0 17 dias;
aproximadamente cada tres semanas, tal como cada 18, 19, 20, 21, 22, 23 o 24 dias; aproximadamente cada
cuatro semanas, tal como cada 25, 26, 27, 28, 29, 30 o 31 dias. Un anticuerpo de la invencién también se puede
administrar sobre demanda.

[0232] Como se menciond antes, los anticuerpos de la invencidon se pueden co-administrar con uno o mas de
otros agentes terapéuticos. El otro agente puede ser un agente que incremente los efectos del modulador. El otro
agente puede ser un agente que actle para incrementar la coagulacion de la sangre, tal como un factor de
coagulacion de la sangre. En particular, los moduladores de la invencién puede ser co-administrados con Factor
VIll(a) o FVIlI(a). El otro agente puede estar disefiado para tratar otros sintomas o condiciones del paciente. Por
ejemplo, el otro agente puede ser un agente analgésico, anestésico, inmunosupresor o anti-inflamatorio.

[0233] La administracién combinada de dos o mas agentes se puede lograr en un nimero de diferentes formas.
En una modalidad, el anticuerpo y el otro agente se pueden administrar juntos en una sola composicion. En otra
modalidad, el anticuerpo y el otro agente se pueden administrar en composiciones separadas como parte de una
terapia combinada. Por ejemplo, el modulador se puede administrar antes, después o concurrentemente con el
otro agente.

[0234] EIl término “tratamiento”, como se usa en la presente, se refiere a la terapia médica de cualquier sujeto
humano u otro sujeto animal que necesita de este. Se espera que el sujeto haya sido sometido a examen fisico
por un médico o un médico veterinario, quien ha dado un diagnéstico tentativo o definitivo que indique que el uso
del tratamiento especifico es benéfico para la salud del sujeto humano u otro sujeto animal. El tiempo y proposito
del tratamiento puede variar de un individuo a otro, de conformidad con el estado de salud del sujeto. Por lo
tanto, el tratamiento puede ser profilactico, paliativo, sintomatico y/o curativo. En términos de la presente
invencion, los tratamientos profilactico, paliativo, sintomatico y/o curativo pueden representar aspectos
separados de la invencién.

[0235] Por lo tanto, un anticuerpo de la invencion se puede administrar por via parenteral.

[0236] Un anticuerpo de la invencién se puede administrar por via intravenosa.

[0237] Un anticuerpo de la invencién se puede administrar por via intramuscular.

[0238] Un anticuerpo de la invencién se puede administrar por via subcutanea.

[0239] Un anticuerpo de la invencion se puede administrar profilacticamente,

[0240] Un anticuerpo de la invencion se puede administrar terapéuticamente (sobre demanda).

[0241] Un anticuerpo de la invencién puede ser capaz de reducir significativamente la pérdida de sangre.
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[0242] Un anticuerpo de la invencién puede ser capaz de reducir significativamente el tiempo de sangrado.

[0243] Se proporciona un método de tratamiento de un sujeto que necesita el mismo con un anticuerpo
monoclonal que es capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI, donde la cantidad de anticuerpo monoclonal
administrada es tal como para saturar su objetivo. La cantidad de anticuerpo monoclonal administrado puede ser
tal como para saturar TFPI soluble. La cantidad de anticuerpo monoclonal administrado puede ser tal como para
saturar TFPI unido al endotelio.

[0244] EI término “coagulopatia”, como se usa en la presente, se refiere a una tendencia hemorragica
incrementada que puede ser causada por cualquier deficiencia cualitativa o cuantitativa de cualquier componente
pro-coagulativo de la cascada de coagulacién normal, o cualquier regulacion ascendente de fibrindlisis. Tales
coagulopatias pueden ser congénitas y/o adquiridas y/o iatrogénicas y son identificadas por un experto en la
técnica.

[0245] Ejemplos no limitantes de hipocoagulopatias congénitas son hemofilia A, hemofilia B, deficiencia de
Factor VII, deficiencia de Factor Xl, enfermedad de von Willebrand y trombocitopenias tales como trombastenia
de Glanzmann y sindrome de Bernard-Soulier.

[0246] Un ejemplo no limitante de una coagulopatia adquirida es deficiencia de serina proteasa causada por
deficiencia de vitamina K; la deficiencia de vitamina K puede ser causada por la administracién de un agonista de
vitamina K, tal como warfarina. La coagulopatia adquirida también puede ocurrir después de trauma extensivo.
En este caso de otra manera conocida como el “ciclo de sangre viciada”, se caracteriza por hemodilucion
(trombocitopenia dilucional y dilucién de factores de coagulacién), hipotermia, consumo de factores de
coagulaciéon y alteraciones metabolicas (acidosis). La terapia de fluido y fibrindlisis incrementada pueden
exacerbar esta situacion. La hemorragia puede ser de cualquier parte del cuerpo.

[0247] La hemofilia A con “inhibidores” (es decir, alo-anticuerpos contra factor VIII) y hemofilia B con “inhibidores”
(es decir, alo-anticuerpos contra factor IX) son ejemplos no limitantes de coagulopatias que son parcialmente
congénitos y parcialmente adquiridos.

[248] Un ejemplo no limitante de una coagulopatia iatrogénica es una sobredosis de medicacién con
anticoagulantes - tales como heparina, aspirina, warfarina y otros inhibidores de agregacion de plaquetas — que
se puede prescribir para tratar enfermedad tromboembdlica. Un segundo ejemplo no limitante de coagulopatia
iatrogénica es aquel que es inducido por terapia de fluido excesiva y/o inapropiada, tal como aquella que puede
ser inducida por una transfusién de sangre.

[0249] En una modalidad de la presente invencioén, la hemorragia esta asociada con hemofilia A o B. En otra
modalidad, la hemorragia esta asociada con hemofilia A o B con inhibidores adquiridos. En otra modalidad, la
hemorragia estd asociada con trombocitopenia. En otra modalidad, la hemorragia esta asociada con enfermedad
de von Willebrand. En otra modalidad, la hemorragia esta asociada con dafio severo al tejido. En otra modalidad,
la hemorragia esta asociada con trauma severo. En otra modalidad, la hemorragia esta asociada con cirugia. En
otra modalidad, la hemorragia esta asociada con gastritis y/o enteritis hemorragica. En otra modalidad, la
hemorragia es sangrado uterino profuso, tal como en ruptura de la placenta. En otra modalidad, la hemorragia
ocurre en oOrganos con una posibilidad limitada para hemostasis mecanica, tal como intracranealmente,
intraauralmente o intraocularmente. En otra modalidad, la hemorragia estd asociada con terapia con
anticoagulante.

[0250] Un anticuerpo de la presente invencion se puede usar para tratar a un sujeto con una coagulopatia. Por lo
tanto, la invencién es también el uso de un anticuerpo monoclonal, que es capaz de unirse al dominio de K2 de
TFPI, para el tratamiento de un sujeto que necesita el mismo; asi como el uso de ese anticuerpo para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un sujeto que necesita el mismo. Ademas, la invencion es
un método de tratamiento de un sujeto que necesita el mismo con un anticuerpo monoclonal que es capaz de
unirse al dominio de K2 de TFPI.

[0251] El uso del anticuerpo monoclonal de la invencién puede reducir significativamente la pérdida de sangre.
[0252] El uso del anticuerpo monoclonal de la invencién puede reducir significativamente el tiempo de sangrado.

[0253] Ademas, el uso del anticuerpo monoclonal de la invencion puede reducir in vivo el tiempo de coagulacién
sin causar trombocitopenia transitoria.

Formas de realizacién

[0254] Lo siguiente se describe en parrafos numerados:
Parrafo 1: Un anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse especificamente al dominio de K2 de TFPI,
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donde el anticuerpo es capaz de unirse a un epitopo que comprende uno o mas residuos seleccionados del
grupo que consiste de E10, E11, D12, P13, R17, Y19, T21, Y23, F24, N26, Q28, Q31, C32, E33, R34, F35,
K36 y L50 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 2: El anticuerpo monoclonal de conformidad con la parrafo 1, donde el anticuerpo es capaz de unirse
especificamente a un epitopo que comprende un epitopo que comprende el residuo E10 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 3: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende un epitopo que comprende el
residuo E11 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 4: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo D12 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 5: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo P13 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 6: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo R17 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 7: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo Y19 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 8: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo T21 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 9: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de las formsa de realizacion anteriores,
donde el anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo Y23 de SEC
ID n.% 2.

Parrafo 10: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo F24 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 11: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo N26 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 12: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo Q28 de SEC ID n.%: 2.

Parrafo 13: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo Q31 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 14: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo C32 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 15: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo E33 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 16: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo R34 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 17: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo F35 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 18: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo K36 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 19: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo L50 de SEC ID n.% 2.

Parrafo 20: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-16 y 18-19, donde el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuos E10, E11, D12, P13,
R17, Y19, T21, Y23, F24, N26, Q28, Q31, C32, E33, R34, K36 y L50 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 21: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-3,5-9, 12-13 y 15-19,
donde el anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuos E10, E11,
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P13, R17, Y19, T21, Y23, Q28, Q31, E33, R34, F35, K36 y L50 de SEC ID n.°: 2.

Parrafo 22: Un anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI, donde la cadena
ligera de ese anticuerpo comprende residuos de aminoacidos:

* E, en la posicién correspondiente a la posicion 31,
« S, en la posicion correspondiente a la posicion 32,
D, en la posicion correspondiente a la posicion 33,
Y, en la posicién correspondiente a la posicion 37,
« A, en la posicion correspondiente a la posicion 96,
T, en la posicion correspondiente a la posicién 97 y
* F, en la posicion correspondiente a la posicion 99

de SEC ID n.°: 15;

y donde la cadena pesada de ese anticuerpo comprende residuos de aminoacidos:

N, en la posicién correspondiente a la posicion 31,
* R, en la posicion correspondiente a la posicién 53,
* S, en la posicién correspondiente a la posicion 54,
* Y, en la posicién correspondiente a la posicion 57,
* Y, en la posicién correspondiente a la posicion 59,
* F, en la posicion correspondiente a la posicién 60,
« P, en la posicion correspondiente a la posicion 61,
« D, en la posicién correspondiente a la posicién 62,
* Q, en la posicidn correspondiente a la posicién 65,
Y, en la posicion correspondiente a la posicion 102,
* D, en la posicion correspondiente a la posicion 103 y
* D, en la posicion correspondiente a la posicion 106

de SEC ID n.°: 18.

Parrafo 23: Un anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-21, donde la cadena
ligera de ese anticuerpo comprende residuos de aminoacidos:

* E, en la posicién correspondiente a la posicion 31,
* S, en la posicién correspondiente a la posicion 32,
* D, en la posicion correspondiente a la posicion 33,
* Y, en la posicién correspondiente a la posicion 37,
« A, en la posicion correspondiente a la posicion 96,
T, en la posicién correspondiente a la posicién 97 y
« F, en la posicién correspondiente a la posicién 99

de SEC ID n.°: 15;

y donde la cadena pesada de ese anticuerpo comprende residuos de aminoacidos:

* N, en la posicion correspondiente a la posicion 31,
* R, en la posicién correspondiente a la posicion 53,
« S, en la posicion correspondiente a la posicion 54,
Y, en la posicidn correspondiente a la posicion 57,
Y, en la posicion correspondiente a la posicion 59,
* F, en la posicion correspondiente a la posicién 60,
* P, en la posicién correspondiente a la posicion 61,
* D, en la posicion correspondiente a la posicion 62,
* Q, en la posicién correspondiente a la posicién 65,
Y, en la posicion correspondiente a la posicion 102,
* D, en la posicién correspondiente a la posicion 103 y
D, en la posicién correspondiente a la posicién 106

de SEC ID n.°: 18.

Parrafo 24: El anticuerpo monoclonal de conformidad con el parrafo 22 o 23, donde la cadena pesada
ademas comprende una S en la posicidn correspondiente a la posicion 52 de SEC ID n.°: 18.

Parrafo 25: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 22-23, donde la cadena
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ligera ademas comprende una H en la posicién correspondiente a la posicion 98 de SEC ID n.%; 15 y la
cadena pesada ademas comprende una S en la posicion correspondiente a la posicion 56 de SEC ID n.°: 18.

Parrafo 26: Un anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la
via del factor tisular (TFPI), donde la cadena pesada de ese anticuerpo comprende una secuencia CDR1 de
aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) de SEC ID n.°%: 18, donde uno de estos aminoacidos puede ser sustituido por
un amino&cido diferente.

Parrafo 27: Un anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1 a 21 que es capaz de
unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la via del factor tisular (TFPI), donde la cadena pesada de
ese anticuerpo comprende una secuencia CDR1 de aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) de SEC ID n.%: 18, donde
uno de estos aminoacidos puede ser sustituido por un aminoéacido diferente.

Parrafo 28: Un anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la
via del factor tisular (TFPI), donde la cadena pesada de ese anticuerpo comprende una secuencia CDR2 de
aminoacidos 50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) de SEC ID n.°: 18, donde uno, dos o tres de estos
aminoacidos pueden ser sustituidos por un aminoacido diferente.

Modalidad 29: Un anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1 a 21 que es capaz
de unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la via del factor tisular (TFPI), donde la cadena pesada
de ese anticuerpo comprende una secuencia CDR2 de aminoacidos 50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) de
SEC ID n.% 18, donde uno, dos o tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos por un aminoacido
diferente.

Parrafo 30: Un anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la
via del factor tisular (TFPI), donde la cadena pesada de ese anticuerpo comprende una secuencia CDR3 de
aminoéacidos 99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) de SEC ID n.% 18, donde uno, dos o tres de estos aminoacidos
pueden ser sustituidos por un aminoacido diferente.

Parrafo 31: Un anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1 a 21 que es capaz de
unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la via del factor tisular (TFPI), donde la cadena pesada de
ese anticuerpo comprende una secuencia CDR3 de aminoacidos 99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) de SEC ID
n.%: 18, donde uno, dos o tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos por un aminoacido diferente.

Parrafo 32: Un anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la
via del factor tisular (TFPI), donde la cadena ligera de ese anticuerpo comprende una secuencia CDR1 de
aminoacidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) de SEC ID n.°: 15, donde uno, dos o tres de estos
aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente.

Parrafo 33: Un anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1 a 21 que es capaz de
unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la via del factor tisular (TFPI), donde la cadena ligera de
ese anticuerpo comprende una secuencia CDR1 de aminoacidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) de SEC
ID n.°; 15, donde uno, dos o tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente.

Parrafo 34: Un anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la
via del factor tisular (TFPI), donde la cadena ligera de ese anticuerpo comprende una secuencia CDR2 de
aminoacidos 55 a 61 (LVSILDS) de SEC ID n.° 15, donde uno o dos de estos aminoacidos pueden ser
sustituidos con un aminoacido diferente.

Parrafo 35: Un anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1 a 21 que es capaz de
unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la via del factor tisular (TFPI), donde la cadena ligera de
ese anticuerpo comprende una secuencia CDR2 de aminoacidos 55 a 61 (LVSILDS) de SEC ID n.° 15,
donde uno o dos de estos aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente.

Parrafo 36: Un anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la
via del factor tisular (TFPI), donde la cadena ligera de ese anticuerpo comprende una secuencia CDR3 de
aminoacidos 94 a 102 (LQATHFPQT) de SEC ID n.°: 15, donde uno o dos de estos aminoacidos pueden ser
sustituidos con un amino&cido diferente.

Parrafo 37: Un anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1 a 21 que es capaz de
unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la via del factor tisular (TFPI), donde la cadena ligera de
ese anticuerpo comprende una secuencia CDR3 de aminoacidos 94 a 102 (LQATHFPQT) de SEC ID n.°: 15,
donde uno o dos de estos aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente.

Parrafo 38: Un anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la
via del factor tisular (TFPI), donde la cadena pesada de ese anticuerpo comprende:
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e una secuencia CDR1 de aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) de SEC ID n.°: 18, donde uno de estos
aminoacidos puede ser sustituido por un aminoacido diferente; y/o

« una secuencia CDR2 de aminoacidos 50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) de SEC ID n.°: 18, donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos por un aminoéacido diferente; y/o

* una secuencia CDR3 de aminoacidos 99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) de SEC ID n.% 18, donde uno, dos
o tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos por un aminoacido diferente.

Parrafo 39: Un anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1 a 21, donde la cadena
pesada de ese anticuerpo comprende:

e una secuencia CDR1 de aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) de SEC ID n.% 18, donde uno de estos
aminoacidos puede ser sustituido por un aminoéacido diferente; y/o

* una secuencia CDR2 de aminoacidos 50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) de SEC ID n.°: 18, donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos por un aminoéacido diferente; y/o

« una secuencia CDR3 de aminoacidos 99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) de SEC ID n.% 18, donde uno, dos
o0 tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos por un aminoacido diferente.

Parrafo 40: Un anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la
via del factor tisular (TFPI), donde la cadena ligera de ese anticuerpo comprende:

 una secuencia CDR1 de aminoécidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) de SEC ID n.°: 15, donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente; y/o

* una secuencia CDR2 de aminoacidos 55 a 61 (LVSILDS) de SEC ID n.°: 15, donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente; y/o

 una secuencia CDR3 de aminoacidos 94 a 102 (LQATHFPQT) de SEC ID n.°; 15, donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente.

Parrafo 41: Un anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1 a 21, donde la cadena
ligera de ese anticuerpo comprende:

* una secuencia CDR1 de aminoécidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) de SEC ID n.°: 15, donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente; y/o

« una secuencia CDR2 de aminoacidos 55 a 61 (LVSILDS) de SEC ID n.°: 15, donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente; y/o

 una secuencia CDR3 de aminoacidos 94 a 102 (LQATHFPQT) de SEC ID n.°; 15, donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente.

Parrafo 42: Un anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la
via del factor tisular (TFPI), donde la cadena pesada de ese anticuerpo comprende:

e una secuencia CDR1 de aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) de SEC ID n.°: 18, donde uno de estos
aminoacidos puede ser sustituido por un aminoacido diferente; y/o

 una secuencia CDR2 de aminoacidos 50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) de SEC ID n.°: 18, donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos por un aminoéacido diferente; y/o

* una secuencia CDR3 de aminoacidos 99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) de SEC ID n.% 18, donde uno, dos
o tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos por un aminoacido diferente;

y donde la cadena ligera de ese anticuerpo comprende:

 una secuencia CDR1 de aminoacidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) de SEC ID n.°: 15, donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente; y/o

« una secuencia CDR2 de aminoacidos 55 a 61 (LVSILDS) de SEC ID n.°: 15, donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente; y/o

« una secuencia CDR3 de aminoécidos 94 a 102 (LQATHFPQT) de SEC ID n.°: 15, donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente.

Parrafo 43: Un anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1 a 21, donde la cadena
pesada de ese anticuerpo comprende:

e una secuencia CDR1 de aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) de SEC ID n.°: 18, donde uno de estos
aminoacidos puede ser sustituido por un aminoéacido diferente; y/o

* una secuencia CDR2 de aminoacidos 50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) de SEC ID n.°: 18, donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos por un aminoéacido diferente; y/o

* una secuencia CDR3 de aminoacidos 99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) de SEC ID n.% 18, donde uno, dos
o0 tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos por un aminoacido diferente;
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y donde la cadena ligera de ese anticuerpo comprende:

 una secuencia CDR1 de aminoécidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) de SEC ID n.°: 15, donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente; y/o

* una secuencia CDR2 de aminoacidos 55 a 61 (LVSILDS) de SEC ID n.°: 15, donde uno o dos de estos
aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente; y/o

 una secuencia CDR3 de aminoacidos 94 a 102 (LQATHFPQT) de SEC ID n.°; 15, donde uno o dos de
estos aminoacidos pueden ser sustituidos con un aminoacido diferente.

Parrafo 44: Un anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de las modalidades 26-43, donde las
sustituciones de aminoacidos no comprenden los aminoéacidos:

* N, en la posicion correspondiente a la posicion 31
de la region CDR1 de SEC ID n.°: 18;

* R, en la posicién correspondiente a la posicién 53;
« S, en la posicion correspondiente a la posicion 54;
« S, en la posicion correspondiente a la posicion 56;
* Y, en la posicién correspondiente a la posicion 57;
* Y, en la posicién correspondiente a la posicion 59;
* F, en la posicion correspondiente a la posicién 60;
* P, en la posicién correspondiente a la posicion 61;
D, en la posicion correspondiente a la posicion 62; y
* Q, en la posicién correspondiente a la posicién 65;

de laregién CDR2 de SEC ID n.°: 18.

* Y, en la posicién correspondiente a la posicion 102;
* D, en la posicion correspondiente a la posicion 103; y
* D, en la posicion correspondiente a la posicion 106;

de la region CDR3 de SEC ID n.°: 18.

« E, en la posicion correspondiente a la posicion 31;
* S, en la posicién correspondiente a la posicion 32;
« D, en la posicion correspondiente a la posicion 33;y
* Y, en la posicién correspondiente a la posicion 37;

de laregién CDR1 de SEC ID n.°: 15.

« A, en la posicion correspondiente a la posicion 96;
T, en la posicién correspondiente a la posicién 97;
* H, en la posicion correspondiente a la posicion 98;y
* F, en la posicion correspondiente a la posicién 99;

de la regién CDR3 de SEC ID n.°: 15.

Parrafo 45: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 26-44, donde la
sustitucion de aminoéacido es una sustitucion conservativa.

Parrafo 46: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 26-45, donde la cadena
pesada de ese anticuerpo comprende:

* una secuencia CDR1 que comprende aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) de SEC ID n.°: 18;y

 una secuencia CDR2 que comprende aminoacidos 50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) de SEC ID n.°
18,y

 una secuencia CDR3 que comprende aminoacidos 99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) de SEC ID n.°: 18.

Parrafo 47: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 26-46, donde la cadena
ligera de ese anticuerpo comprende:

* una secuencia CDR1 que comprende aminoacidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) de SEC ID n.°: 15;

y
« una secuencia CDR2 que comprende aminoacidos 55 a 61 (LVSILDS) de SEC ID n.%; 15; y

« una secuencia CDR3 que comprende aminoacidos 94 a 102 (LQATHFPQT) de SEC ID n.°: 15.
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Parrafo 48: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 46-47, donde la cadena
pesada comprende:

« una secuencia CDR1 que comprende aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) de SEC ID n.°: 18;y

« una secuencia CDR2 que comprende aminoacidos 50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) de SEC ID n.°%
18,y
 una secuencia CDR3 que comprende aminoacidos 99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) de SEC ID n.°: 18;

y donde la cadena ligera comprende:

* una secuencia CDR1 que comprende aminoacidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) de SEC ID n.°: 15;

y
* una secuencia CDR2 que comprende aminoacidos 55 a 61 (LVSILDS) de SEC ID n.%; 15;y

« una secuencia CDR3 que comprende aminoacidos 94 a 102 (LQATHFPQT) de SEC ID n.°: 15.

Parrafo 49: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde la
cadena ligera de ese anticuerpo comprende SEC ID n.°; 15.

Parrafo 50: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde la
cadena pesada de ese anticuerpo comprende SEC ID n.%: 18.

Parrafo 51: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo comprende SEC ID n.°: 15y SEC ID n.°; 18.

Parrafo 52: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo comprende la cadena ligera de SEC ID n.°: 21.

Parrafo 53: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
anticuerpo comprende la cadena pesada de SEC ID n.°: 24.

Parrafo 54: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 52-53, donde el
anticuerpo comprende SEC ID n.°; 21y SEC ID n.°; 24.

Parrafo 55: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, que es un
anticuerpo humanizado.

Parrafo 56: El anticuerpo monoclonal de conformidad con el parrafo 55, en el cual la regiébn de marco de
trabajo 2 de la cadena pesada comprende los aminoéacidos:

T, en la posicién correspondiente a la posicién 40,

« E, en la posicion correspondiente a la posicion 42,

* R, en la posicion correspondiente a la posicion 44 y

« A, en la posicién correspondiente a la posicion 49

de SEC ID n.°: 18.

Parrafo 57: El anticuerpo monoclonal de conformidad con el parrafo 55, en el cual la regién de marco de
trabajo 2 de la cadena pesada comprende los aminoacidos correspondientes a las posiciones 36 a 49
(WVRQTPEKRLEWVA) de SEC ID n.°: 18.

Parrafo 58: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-54, que es un
anticuerpo humano.

Parrafo 59: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-54, que es un
anticuerpo quimérico.

Parrafo 60: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores, donde el
isotipo de ese anticuerpo es IgG.

Parrafo 61: El anticuerpo monoclonal de conformidad con el parrafo 60, donde el isotipo es IgG1, 1I9G2 o IgG4
Parrafo 62: El anticuerpo monoclonal de conformidad con el parrafo 61, donde el isotipo de ese anticuerpo es

1gG4.
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Parrafo 63: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 60-62, donde por lo
menos un aminoacido de la regién Fc de ese anticuerpo ha sido sustituido con otro aminoacido.

Parrafo 64: El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores donde la
region Fc de ese anticuerpo es por lo menos 80%, tal como por lo menos 85%, tal como por lo menos 90%,
tal como por lo menos 95%, tal como 95-100% idéntica a los aminoacidos 122-448 de SEC ID n.°: 24.

Parrafo 65: Un anticuerpo monoclonal, que es capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI con una afinidad
mayor que mAb0281.

Parrafo 66: El anticuerpo monoclonal, de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-64, que es capaz de
unirse al dominio de K2 de TFPI con una afinidad mayor que mAb0281.

Parrafo 67: Un anticuerpo monoclonal, que es capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI con una afinidad
mayor que mAb4904.

Parrafo 68: Un anticuerpo monoclonal, de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-66, que es capaz de
unirse al dominio de K2 de TFPI con una afinidad mayor que mAb4904.

Parrafo 69: Un anticuerpo monoclonal, que es capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI con una afinidad
mayor que mAb2974.

Parrafo 70: Un anticuerpo monoclonal, de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-68, que es capaz de
unirse al dominio de K2 de TFPI con una afinidad mayor que mAb2974.

Parrafo 71: Un anticuerpo monoclonal, que es capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI con una afinidad
mayor que mAb29741.

Parrafo 72: Un anticuerpo monoclonal, de conformidad con de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-
70, que es capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI con una afinidad mayor que mAb29741.

Parrafo 73: Un anticuerpo monoclonal, que es capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI, donde la Ko de ese
anticuerpo es menor que 0.8 nM, tal como menor que 0,7 nM, tal como menor que 0.6 nM, tal como menor
que 0.5 nM, tal como menor que 0.4 nM, tal como menor que 0.3 nM, tal como menor que 0.2 nM, tal como
menor que 0.1 nM, tal como menor que 0.05 nM, tal como menor que 0.025 nM.

Parrafo 74: El anticuerpo monoclonal, de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-73, donde la Kp de
ese anticuerpo es menor que 0.8 nM, tal como menor que 0.7 nM, tal como menor que 0.6 nM, tal como
menor que 0.5 nM, tal como menor que 0.4 nM, tal como menor que 0.3 nM, tal como menor que 0.2 nM, tal
como menor que 0.1 nM, tal como menor que 0.05 nM, tal como menor que 0.025 nM.

Parrafo 75: El anticuerpo monoclonal, de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores que es capaz
de unirse al dominio de K2 de TFPI asociado a plaquetas.

Parrafo 76: El anticuerpo monoclonal, de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores que es capaz
de inhibir TFPI soluble.

Parrafo 77: El anticuerpo monoclonal de conformidad con el parrafo 76, donde el TFPI soluble puede ser
completamente inhibido.

Parrafo 78: El anticuerpo monoclonal, de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores que es capaz
de inhibir TFPI unido a lipoproteina.

Parrafo 79: El anticuerpo monoclonal, de conformidad con cualquiera de los parrafos anteriores que es capaz
de inhibir TFPI unido a células endoteliales.

Parrafo 80: Un anticuerpo monoclonal, que es capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI de tal manera que
FXa retiene su actividad en por lo menos 91%, tal como por lo menos 92%, tal como por lo menos 93%, tal
como por lo menos 94%, tal como por lo menos 95%, tal como por o menos 96%, tal como por lo menos
97%, tal como por lo menos 98%, tal como por lo menos 99%, tal como 99-100%, como se mide en una
prueba de inhibicion de FXa.

Parrafo 81: El anticuerpo monoclonal, de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-79, que es capaz de
unirse a TFPI de tal manera que FXa retiene su actividad en por lo menos 91%, tal como por lo menos 92%,
tal como por lo menos 93%, tal como por lo menos 94%, tal como por lo menos 95%, tal como por lo menos
96%, tal como por lo menos 97%, tal como por lo menos 98%, tal como por o menos 99%, tal como 99-100%
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como se mide en una prueba de inhibicién de FXa.

Parrafo 82: Un anticuerpo monoclonal, que es capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI de tal manera que el
porcentaje de TFPI libre en un sujeto es reducido a menos de 30%, tal como menos de 29%, tal como menos
de 28%, tal como menos de 27%, tal como menos de 26%, tal como menos de 25%, tal como menos de
24%, tal como menos de 23%, tal como menos de 22%, tal como menos de 21%, tal como menos de 20%, tal
como menos de 19%, tal como menos de 18%, tal como menos de 17%, tal como menos de 16%, tal como
menos de 15%, tal como menos de 14%, tal como menos de 13%, tal como menos de 12%, tal como menos
de 11%, tal como menos de 10%, tal como menos de 9%, tal como menos de 8%, tal como menos de 7%, tal
como menos de 6%, tal como menos de 5%, tal como menos de 4%, tal como menos de 3%, tal como menos
de 2%, tal como menos de 1%, tal como entre 1% y 0%.

Parrafo 83: Un anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-81, que es capaz de
unirse al dominio de K2 de TFPI de tal manera que el porcentaje de TFPI libre en un sujeto es reducido a
menos de 30%, tal como menos de 29%, tal como menos de 28%, tal como menos de 27%, tal como menos
de 26%, tal como menos de 25%, tal como menos de 24%, tal como menos de 23%, tal como menos de
22%, tal como menos de 21%, tal como menos de 20%, tal como menos de 19%, tal como menos de 18%, tal
como menos de 17%, tal como menos de 16%, tal como menos de 15%, tal como menos de 14%, tal como
menos de 13%, tal como menos de 12%, tal como menos de 11%, tal como menos de 10%, tal como menos
de 9%, tal como menos de 8%, tal como menos de 7%, tal como menos de 6%, tal como menos de 5%, tal
como menos de 4%, tal como menos de 3%, tal como menos de 2%, tal como menos de 1%, tal como entre
1% y 0%.

Parrafo 84: El anticuerpo monoclonal de conformidad con el parrafo 83, donde la cantidad de TFPI libre en un
sujeto es reducido a ese porcentaje durante los primeros 28 dias, tal como durante los primeros 27 dias, tal
como durante los primeros 26 dias, tal como durante los primeros 25 dias, tal como durante los primeros 24
dias, tal como durante los primeros 23 dias, tal como durante los primeros 22 dias, tal como durante los
primeros 21 dias, tal como durante los primeros 20 dias, tal como durante los primeros 19 dias, tal como
durante los primeros 18 dias, tal como durante los primeros 17 dias, tal como durante los primeros 16 dias,
tal como durante los primeros 15 dias, tal como durante los primeros 14 dias, tal como durante los primeros
13 dias, tal como durante los primeros 12 dias, tal como durante los primeros 11 dias, tal como durante los
primeros 10 dias, tal como durante los primeros 9 dias, tal como durante los primeros 8 dias, tal como
durante los primeros 7 dias, tal como durante los primeros 6 dias, tal como durante los primeros 5 dias, tal
como durante los primeros 4 dias, tal como durante los primeros 3 dias, tal como durante los primeros 2 dias,
tal como durante el primer dia después de la administracién del anticuerpo monoclonal al individuo.

Parrafo 85: Un anticuerpo monoclonal, que es capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI y que es capaz de
neutralizar la inhibiciéon por TFPI de FVIla/TF/FXa unido a membrana en por lo menos 55%, tal como por lo
menos 60%, tal como por lo menos 65%, tal como por lo menos 70%, tal como por lo menos 75%, tal como
por lo menos 80%, tal como por lo menos 85%, tal como por lo menos 90%, tal como por lo menos 95%, tal
como hasta 100%, tal como 100%, como se mide en una prueba de inhibidor de FVIla/TF/FXa, cuando TFPI
es saturado con el anticuerpo.

Parrafo 86: El anticuerpo monoclonal, de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-84, donde el
anticuerpo es capaz de neutralizar la inhibicion por TFPI de FVIla/TF/FXa unido a membrana en por lo menos
55%, tal como por lo menos 60%, tal como por lo menos 65%, tal como por lo menos 70%, tal como por lo
menos 75%, tal como por lo menos 80%, tal como por lo menos 85%, tal como por lo menos 90%, tal como
por lo menos 95%, tal como hasta 100%, tal como 100%, como se mide en una prueba de inhibidor de
FVIla/TF/FXa, cuando TFPI es saturado con ese anticuerpo.

Parrafo 87: Un anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI y que reduce in vivo
el tiempo de coagulacién sin reducir significativamente el conteo de plaquetas.

Parrafo 88: El anticuerpo monoclonal, de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-86, donde el
anticuerpo reduce in vivo el tiempo de coagulacion sin reducir significativamente el conteo de plaquetas.

Parrafo 89: El anticuerpo monoclonal, de conformidad con los parrafos 88, donde el conteo de plaquetas no
caen a aproximadamente 80%, tal como aproximadamente 75%, tal como aproximadamente 70%, tal como
aproximadamente 65%, tal como aproximadamente 60%, tal como aproximadamente 55%, tal como
aproximadamente 50%, tal como aproximadamente 45%, tal como aproximadamente 40%, tal como
aproximadamente 35%, tal como aproximadamente 30%, tal como aproximadamente 25% del conteo de
plaquetas original.

Parrafo 90: Un anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse al dominio de K2 de TFPI y que reduce in vivo
el tiempo de coagulacién sin causar trombocitopenia transitoria.
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Parrafo 91: El anticuerpo monoclonal, de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-89, donde el
anticuerpo reduce in vivo el tiempo de coagulacion sin causar trombocitopenia transitoria.

Parrafo 92: Un fragmento del anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos
anteriores.

Parrafo 93: El fragmento de conformidad con el parrafo 92, que es un fragmento Fab, un fragmento F(ab’),
un fragmento Fab’, un fragmento Fd, un fragmento Fv o un fragmento dAb.

Parrafo 94: Una variante del anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de las formas de
realizacién, que es una variante de delecidn o una variante de insercion.

Parrafo 95: Una formulaciéon farmacéutica que comprende el anticuerpo monoclonal de conformidad con
cualquiera de los parrafos 1-94.

Parrafo 96: Una formulacion farmacéutica que comprende el anticuerpo monoclonal de conformidad con
cualquiera de los parrafos 1-94, donde la formulacion es adecuada para uso parenteral.

Parrafo 97: Una formulacion farmacéutica que comprende el anticuerpo monoclonal de conformidad con
cualquiera de los parrafos 1-94, donde el anticuerpo es adecuado para uso intravenoso.

Parrafo 98: Una formulaciéon farmacéutica que comprende el anticuerpo monoclonal de conformidad con
cualquiera de los parrafos 1-94, donde el anticuerpo es adecuado para uso intramuscular.

Parrafo 99: Una formulacion farmacéutica que comprende el anticuerpo monoclonal de conformidad con
cualquiera de los parrafos 1-94, donde el anticuerpo es adecuado para uso subcutaneo.

Parrafo 100: El uso del anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-94 para la
fabricacion de un medicamento adecuado para administracion parenteral.

Parrafo 101: El uso del anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-94 para la
fabricacién de un medicamento adecuado para administracién intravenosa.

Parrafo 102: El uso del anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-94 para la
fabricacién de un medicamento adecuado para administracién intramuscular.

Parrafo 103: El uso del anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-94 para la
fabricacion de un medicamento adecuado para administraciéon subcutanea.

Parrafo 104: El uso un anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-94, para el
tratamiento de un sujeto con una coagulopatia.

Parrafo 105: El uso de conformidad con el parrafo 104, donde el sujeto tiene alguna coagulopatia congénita,
adquirida y/o iatrogénica, tal como puede ser seleccionada del grupo que consiste de hemofilia A, con o sin
inhibidores, y hemofilia B, con o sin inhibidores.

Parrafo 106: El uso de conformidad con cualquiera de los parrafos 95-105, donde el anticuerpo monoclonal
significativamente reduce la pérdida de sangre.

Parrafo 107: El uso de conformidad con cualquiera de los parrafos 95-106, donde el anticuerpo monoclonal
significativamente reduce el tiempo de sangrado.

Parrafo 108: El uso de conformidad con cualquiera de los parrafos 95-107, donde la cantidad de anticuerpo
monoclonal administrada da por resultado una concentracion en el plasma de aproximadamente 10 mg/ml a
aproximadamente 40 mg/ml, tal como aproximadamente 15-35 mg/ml, tal como aproximadamente 10-15
mg/ml, tal como aproximadamente 15-20 mg/ml, tal como aproximadamente 20-25 mg/ml, tal como
aproximadamente 25-30 mg/ml, tal como aproximadamente 30-35 mg/ml, tal como aproximadamente 35-40
mg/ml, del anticuerpo monoclonal.

Parrafo 109: Un método para tratar a un sujeto con una coagulopatia, que comprende administrar al sujeto el
anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los parrafos 1-94.

Parrafo 110: El método de conformidad con el parrafo 109, donde la coagulopatia es cualquier coagulopatia

congénita, adquirida y/o iatrogénica, tal como puede ser seleccionada del grupo que consiste de hemofilia A,
con o sin inhibidores, y hemofilia B, con o sin inhibidores.
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Parrafo 111: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-110, donde el anticuerpo
monoclonal es capaz de reducir significativamente la pérdida de sangre.

Parrafo 112: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-111, donde el anticuerpo
monoclonal es capaz de reducir significativamente el tiempo de sangrado.

Parrafo 113: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-112, donde la cantidad de
anticuerpo monoclonal administrada es tal como para saturar su objetivo.

Parrafo 114: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-113, donde la cantidad de
anticuerpo monoclonal administrada es tal como para saturar TFPI soluble.

Parrafo 115: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-114, donde el anticuerpo
administrado es capaz de inhibir completamente TFPI soluble.

Parrafo 116: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-115, donde el anticuerpo
monoclonal es administrado en una cantidad suficiente para saturar TFPI unido a endotelio.

Parrafo 117: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-116, donde la cantidad de
anticuerpo monoclonal administrada da por resultado una concentracién en el plasma de aproximadamente
10 mg/ml a aproximadamente 40 mg/ml, tal como aproximadamente 15-35 mg/ml, tal como aproximadamente
10-15 mg/ml, tal como aproximadamente 15-20 mg/ml, tal como aproximadamente 20-25 mg/ml, tal como
aproximadamente 25-30 mg/ml, tal como aproximadamente 30-35 mg/ml, tal como aproximadamente 35-40
mg/ml, del anticuerpo monoclonal.

Parrafo 118: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-117, donde se puede administrar
una sola dosis.

Parrafo 119: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-118, donde se pueden administrar
dosis multiples.

Parrafo 120: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-119, donde se puede administrar
diariamente el anticuerpo.

Parrafo 121: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-120, donde el anticuerpo se
puede administrar cada dos dias.

Parrafo 122: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-121, donde el anticuerpo se
puede administrar cada tres dias.

Parrafo 123: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-122, donde el anticuerpo se
puede administrar cada cuatro dias.

Parrafo 124: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-123, donde el anticuerpo se
puede administrar cada cinco dias.

Parrafo 125: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-124, donde el anticuerpo se
puede administrar cada seis dias.

Parrafo 126: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-125, donde el anticuerpo
monoclonal se puede administrar aproximadamente cada semana, tal como cada 5, 6, 7, 8, 9 o 10 dias.

Parrafo 127: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-126, donde el anticuerpo
monoclonal se puede administrar aproximadamente cada dos semanas, tal como cada 11, 12, 13, 14, 15, 16
0 17 dias.

Parrafo 128: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-127, donde el anticuerpo
monoclonal se puede administrar aproximadamente cada tres semanas, tal como cada 18, 19, 20, 21, 22, 23
0 24 dias.

Parrafo 129: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-128, donde el anticuerpo
monoclonal se puede administrar aproximadamente cada cuatro semanas, tal como cada 25, 26, 27, 28, 29,
30 o 31 dias.

Parrafo 130: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-129, donde la dosis puede ser
aproximadamente 0.1-10 mg/kg, tal como aproximadamente 0.1-1 mg/kg, tal como aproximadamente 1-2
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mg/kg o aproximadamente 2-3 mg/kg o aproximadamente 4-5 mg/kg o aproximadamente 5-6 mg/kg o
aproximadamente 6-7 mg/kg o aproximadamente 7-8 mg/kg o aproximadamente 8-9 mg/kg o
aproximadamente 9-10 mg/kg; o aproximadamente 10-21 mg/kg, tal como aproximadamente 10-11 mg/kg, o
aproximadamente 11-12 mg/kg, o aproximadamente 12-13 mg/kg, o aproximadamente 13-14 mg/kg, o
aproximadamente 14-15 mg/kg, o aproximadamente 15-16 mg/kg, o aproximadamente 16-17 mg/kg, o
aproximadamente 17-18 mg/kg, o aproximadamente 18-19 mg/kg, o aproximadamente 19-20 mg/kg o
aproximadamente 20-21 mg/kg.

Parrafo 131: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-130, donde la dosis puede ser
aproximadamente 2 a 200 mg/kg, tal como aproximadamente 150-200 mg/kg, tal como aproximadamente
150-170 mg/kg, tal como aproximadamente 100-150 mg/kg, tal como aproximadamente 50-100 mg/kg, tal
como aproximadamente 70-90 mg/kg, tal como aproximadamente 10-50 mg/kg, tal como aproximadamente
10-30 mg/kg.

Parrafo 132: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-131, donde el anticuerpo
monoclonal se puede administrar por via parenteral.

Parrafo 133: El método de conformidad con el parrafo 132, donde el anticuerpo monoclonal se puede
administrar por via intravenosa.

Parrafo 134: El método de conformidad con el parrafo 133, donde la dosis del anticuerpo monoclonal puede
ser aproximadamente 10-20 mg/kg.

Parrafo 135: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 133-134, donde el anticuerpo
monoclonal se puede administrar cada dos semanas.

Parrafo 136: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 133-135, donde el anticuerpo
monoclonal se puede administrar cada tres semanas.

Parrafo 137: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 133-136, donde el anticuerpo
monoclonal se puede administrar cada cuatro semanas.

Parrafo 138: EI método de conformidad con el parrafo 133, donde la dosis del anticuerpo monoclonal puede
ser aproximadamente 10-20 mg/kg y el anticuerpo monoclonal se puede administrar cada dos semanas.

Parrafo 139: El método de conformidad con el parrafo 133, donde la dosis del anticuerpo monoclonal puede
ser aproximadamente 10-20 mg/kg y el anticuerpo monoclonal se puede administrar cada tres semanas.

Parrafo 140: El método de conformidad con el parrafo 133, donde la dosis del anticuerpo monoclonal puede
ser aproximadamente 10-20 mg/kg y el anticuerpo monoclonal se puede administrar cada cuatro semanas.

Parrafo 141: El método de conformidad con el parrafo 132, donde el anticuerpo monoclonal se puede
administrar por via intramuscular.

Parrafo 142: El método de conformidad con el parrafo 132, donde el anticuerpo monoclonal se puede
administrar por via subcutanea.

Parrafo 143: El método de conformidad con el parrafo 132, donde la dosis del anticuerpo monoclonal puede
ser aproximadamente 1 mg/kg.

Parrafo 144: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 141-143, donde el anticuerpo
monoclonal se puede administrar diariamente.

Parrafo 145: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 141-144, donde el anticuerpo
monoclonal se puede administrar cada dos dias.

Parrafo 146: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 141-145, donde la dosis del anticuerpo
monoclonal puede ser aproximadamente 1 mg/kg y donde el anticuerpo monoclonal se puede administrar
diariamente.

Parrafo 147: El método de conformidad con el parrafo cualquiera de los parrafos 141-146, donde la dosis del
anticuerpo monoclonal puede ser aproximadamente 1 mg/kg y donde el anticuerpo monoclonal se puede
administrar cada dos dias.

Parrafo 148: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-147, donde el anticuerpo se
puede administrar profilacticamente.
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Parrafo 149: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-148, donde el anticuerpo se
puede administrar terapéuticamente (sobre demanda).

Parrafo 150: El método de conformidad con cualquiera de los parrafos 109-149, donde el anticuerpo
administrado es capaz de inhibir completamente (100%) TFPI soluble.

Parrafo 151: Un polinucleétido que codifica el anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de los
parrafos 1-94.

Parrafo 152: Un polinucledtido de conformidad con el parrafo 151, que comprende por lo menos una
secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEC ID n.%s: 13, 16, 19y 22.

Parrafo 153: Un polinucleétido de conformidad con el parrafo 152, que comprende SEC ID n.°: 19.
Parrafo 154: Un polinucleétido de conformidad con el parrafo 152, que comprende SEC ID n.°. 22.
Parrafo 155: Un polinucledtido de conformidad con el parrafo 152, que comprende SEC ID n.°s: 19y 22.

Parrafo 156: Una célula eucariota que comprende el polinucleédtido de conformidad con cualquiera de los
parrafos 151-155.

Parrafo 157: Una célula eucariota que expresa el anticuerpo monoclonal, o fragmento del mismo, de
conformidad con cualquiera de los parrafos 1-94.

Parrafo 158: La célula eucariota de conformidad con el parrafo 157, que es una célula de mamifero.
Parrafo 159: La célula eucariota de conformidad con el parrafo 157, que es una célula de levadura.

Parrafo 160: La célula de mamifero de conformidad con el parrafo 158, que se selecciona del grupo que
consiste en células HEK293, CHO, BHK, NSO y de retina humana.

Ejemplos

[0255] La presente invencion se ilustra ademas mediante los siguientes ejemplos que no deben considerarse
como limitantes.

Ejemplo 1: Produccién y caracterizaciéon de anticuerpos monoclonales dirigidos contra TFPI

[0256] Se generaron anticuerpos monoclonales contra inhibidor de la via del factor tisular (TFPI). Un anticuerpo
monoclonal que tenia la especificidad de union deseada fue identificado, clonado y secuenciado. Este anticuerpo
se encontré que reducia significativamente el tiempo de sangrado de la cuticula in vivo y conducia a caida no
significativa en el nimero de plaquetas.

Métodos v resultados

[0257] Todos los kits se usaron de conformidad con las instrucciones del fabricante. Abreviaturas: HC: cadena
pesada; LC: cadena ligera; VH: dominio variable - cadena pesada; VL: dominio variable - cadena ligera; PCR:
reaccion en cadena de polimerasa.

Inmunizacion y fusion

[0258] Los ratones fueron inmunizados tanto con TFPI de longitud completa como con TFPIB161B versién corta
gue contenia sélo los primeros dos dominios de Kunitz. Ratones RBF se usaron para inmunizaciones y
produccién de anticuerpos monoclonales de raton. Las inyecciones se hicieron subcutaneamente en el dorso de
los ratones. 20 pg de proteina se mezclé con adyuvante de Freund completo para la primera inyeccion. En las
inmunizaciones subsecuentes, adyuvante de Freund incompleto se usé con la misma concentraciéon del
antigeno. Diez dias después de la dltima inmunizacion, sangre ocular de los ratones se determiné
selectivamente por ELISA para anticuerpos especificos de TFPI. Los ratones con titulos de suero positivos
fueron reforzados con 10 pg de TFPI mediante inyeccion intravenosa, y fueron sacrificados después de tres dias.
Los bazos se quitaron asépticamente y se dispersaron a una suspension de células individuales. La fusién de
células del bazo y células de mieloma se hizo mediante el método de PEG o por electrofusion.

Prueba de unién: ELISA

[0259] Inmunoplacas fueron revestidas con IgG anti-raton. Sobrenadantes de cultivo de las células de hibridoma
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se afiadieron a las placas y, después de lavar, se afadid6 TFPI o TFPIB161B humano biotinilado soluble para
probar unién especifica.

Pruebas de neutralizacion: prueba de FXa y prueba de TF/FVlla/Fxa

[0260] Prueba de inhibicién de FXa: una concentracion fija de TFPI que dio origen a 90% de inhibicion de FXa
fue pre-incubada con sobrenadantes de cultivo de células de hibridoma que contenian anticuerpos monoclonales
anti TFPI y se afladieron a Fxa y sustrato cromogénico especifico de FXa. Esta prueba enfrenta uniéon de TFPI a
FXa (descrito con mayor detalle en el ejemplo 6).

[0261] Prueba de inhibiciéon de FVIla/TF/FXa: 1) Incubacion de sobrenadantes de cultivo de células de hibridoma
gue contenian anticuerpos monoclonales anti TFPI y e inhibicién de anti TFPI fijada (90% de inhibicion de
FVIIa/TF); 2) Incubacion de TFPI + FVlla + TF + Fxa; 3) Adicion de FX (FX>> FXa) seguido por incubacién con
sustrato cromogénico de FXa (descrito con mayor detalle en el ejemplo 7).

Tiempo de protrombina diluida (DPT)

[0262] Un analisis de protrombina diluida (PT): plasma humano en combinaciéon con tromboplastina humana
diluida (fuente de TF). El tiempo de coagulacion en el plasma se midié bajo la adiciéon de concentraciones de
anticuerpo monoclonal de TFPI purificadas con proteina A incrementada para buscar reduccion dependiente de
la dosis de tiempo de coagulacion. FVila (25 nM) fue el control positivo y debe acortar este tiempo de
coagulacion.

Andlisis de interaccién de unién

[0263] El andlisis de interaccion de unién se obtuvo mediante resonancia de plasmoén de superficie en Biacore 3000. La
captura del anticuerpo monoclonal relevante a una concentracién fija se obtuvo con anti-lIgG de ratéon inmovilizada.
Diferentes concentraciones de TFPI se probaron. La determinaciéon de constantes de unién (Kasociacion, Kdisociacien, Kp) se
obtuvo al suponer una interaccion de TFPI 1:1 y el anticuerpo de interés (descrito con mayor detalle en el ejemplo 8).

Tromboelastografia

[0264] Esta registra la cinética de formacién de coagulo vy fibrindlisis en sangre entera. La condicion similar a
hemofilia A es inducida al pre-incubar la sangre con IgG anti-FVIII neutralizante.

Clonacién y secuenciacién de anticuerpo

[0265] Secuencias de cadena pesada y cadena ligera de ratdn para un anticuerpo anti-TFPI se clonaron de un
hibridoma: TFPI-4F36A1B2 (abreviado aqui a 4F36). El ARN total, extraido de células de hibridoma mediante el
uso del RNeasy-Mini Kit de Qiagen, se usé como plantillas para sintesis de ADNc. ADNc se sintetizd en una
reaccion 5'-RACE mediante el uso del kit de amplificacion de ADN SMART™ RACE de Clontech. Amplificacion
objetivo subsecuente de secuencias de HC y LC se realizé por PCR mediante el uso de polimerasa de Phusion
Hot Star (Finnzymes) y la mezcla de cebador universal (UPM) incluida en el kit SMART™ RACE como un
cebador hacia adelante. Un cebador inverso con la siguiente secuencia se usé para amplificacion de HC
(dominio de VH): 5-CCCTTGACCAGGCATCCCAG-3'(cebador #129). Un cebador inversas con la siguiente
secuencia se usO6 para amplificacion de LC: 5-GCTCTAGACTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTG-3’
(cebador #69).

[0266] Los productos de PCR se separaron por electroforesis de gel, extraido mediante el uso de ADN de GFX PCR y kit
de purificacion de banda de gel de GE Healthcare Bio-Sciences y clonado para secuenciacién mediante el uso de kit de
clonacién de PCR con un Zero Blunt TOPO y TOP10 E. coli quimicamente competente de Invitrogen. PCR de colonia se
realizd sobre colonias seleccionadas mediante el uso de una mezcla de AmpliTaq Gold Mas-ter de Applied Biosystems y
cebadores M13uni/M13rev. La limpieza de PCR de colonias se realizd mediante el uso de mezcla de enzimas de
ExoSAP-IT (usb). La secuenciacion se realiz6 un MWG Biotech, Martinsried, Alemania mediante el uso ya sea de
cebadores de secuenciacién M13uni(-21)/M13rev(-29) o T3/T7. Las secuencias se analizaron y se anotaron mediante el
uso del programa VectorNTI.

[0267] A partir del TFPI-4F36A1B2 de hibridoma un solo LC de tipo kappa de ratén Unico se identificd y una sola
HC de rat6n Unica, subclase IgG1. La secuencia de LC se da en SEC ID n.°: 6 y la secuencia de HC se da en la
SEC ID n.% 10. Las secuencias VH y VL se muestran en las figuras 2A-2B, secuencias de péptido lideres no se
incluyen.
Epitopos

[0268] TFPI1 incluye tres dominios de Kunitz (véase figura 4). Los residuos accesibles a la superficie de los
dominios de Kunitz de TFPI1 se identificaron a partir de estructuras existentes de TFPI1-2. En particular,
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residuos con accesibilidad relativa mayor de 40% se considera que son accesibles a la superficie. Para TFPI1-2
esto comprende (véase figura 5): los aminoacidos 94-95, 98, 100-110, 118-121, 123-124, 131, 134 138-142 y
144-145.

Ejemplo 2: Clonacién vy secuenciacién de TFPI4F36A1B2 mAb de ratén

[0269] Este ejemplo describe la clonacién y secuenciacion de secuencias de cadena pesada y cadena ligera de
raton de anticuerpo anti-TFPI: TFPI4F36A1B2.

ARN total se extrajo de células de hibridoma mediante el uso de RNeasy-Mini Kit de Qiagen y se us6 como
plantilla para sintesis de ADNc. ADNc se sintetizd en una reaccion de 5-RACE mediante el uso del kit de
amplificacion de ADNc SMART™ RACE de Clontech. La amplificacion por objetivo subsecuente de secuencias
de HC y LC se realizé mediante PCR con el uso de polimerasa de Phusion Hot Start (Finnzymes) y la mezcla de
cebadores universal (UPM), incluida en el kit SMART™ RACE como cebador hacia adelante. El cebador reverso
identificado como SEC ID n.% 11 se us6é para amplificacién de HC (dominio VH) y el cebador reverso identificado
como SEC ID n.°: 12 se us6 para amplificacién de LC. Los productos de PCR se separaron por electroforesis de
gel, se extrajeron mediante el uso de ADN de GFX PCR vy el kit de purificacion de banda de gel de GE
Healthcare Bio-Sciences y se clonaron para secuenciacion mediante el uso del Kit de clonaciéon de PCR Zero
Blunt TOPO y TOP10 E. coli quimicamente competente(Invitrogen). La PCR de colonias se realiz6 sobre
colonias seleccionadas mediante el uso de AmpliTaq Gold Master Mix de Applied Biosystems y cebadores
M13uni/M13rev. La limpieza de PCR de colonias se realiz6 mediante el uso de la mezcla de enzimas de
ExoSAP-IT (USB). La secuenciacion se realiz6 en MWG Biotech, Martinsried, Alemania mediante el uso de
cebadores de secuenciacion M13uni(-21)/M13rev(-29) o T3/T7. Las secuencias se analizaron y se anotaron
mediante el uso del programa VectorNTIl. Todos los kits y reactivos se usaron de conformidad con las
instrucciones del fabricante. Un solo LC de tipo kappa de ratén Gnico y un solo HC de ratén Unico, subclase IgG1
se identifico. Las secuencia de acido nucleico y aminoacidos para la cadena ligera variable se muestran en SEC
ID n.%: 3y 5, respectivamente. Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos para la cadena pesada variable
se muestran en SEC ID n.%s: 7 y 9, respectivamente. Las secuencias de péptido lider no se incluyen en estas
secuencias.

Busquedas en BLAST

[0270] Las secuencias de aminoacidos de VL y VH anti-TFPI4F36A1B2 traducidas se usaron como secuencias
de preguntas. Las busquedas en BLAST se realizaron contra secuencias en la base de datos Uniprot mediante el
uso del programa de traducciones BLASTp. La salida para anti-TFPI4F36A1B2 VL produce alineaciones de las
cuales >20 de las 50 puntuaciones de identidad mas altas fueron secuencias de cadena pesada de Ig de raton.
Las puntuaciones de identidad mas altas fueron 81% (99/121) contra una cadena pesada de Ig de raton. La
salida para anti-TFPI4F36A1B2 VL produce alineaciones de las cuales >30 de las 50 puntuaciones de identidad
mas altas fueron secuencias de cadena ligera kappa de Ig de ratdén. La puntuacion de identidad mas alta fue de
92% (105/113) contra una cadena ligera kappa de Ig de raton. En conclusién, las secuencias de VH y VL para
anti-TFPI4F36A1B2 representan secuencias Unicas nuevas.

Generacion de vectores de expresion anti-TFPI4F36A1B2 de ratén

[0271] Una serie de vectores de expresion basados en promotor de CMV (vectores pTT) se generaron para
expresion transitoria del anticuerpo TFPI4F36 de ratdn en el sistema de expresion a base de HEK293-6E EBNA
desarrollado por Yves Durocher (Durocher et al. Nucleic Acid Research, 2002). Ademas del promotor de CMV,
los vectores contienen un origen de pMB1, un origen de EBV y el gen de resistencia a Amp.

[0272] La region correspondiente a anti-TFPI4F36AIB2 LC de longitud completa (que incluye las secuencias de
péptido de sefial original) fue amplificado por PCR a partir de los clones de secuenciaciéon TOPO originales
mediante el uso de cebadores especificos para secuencias N y C- terminales. El cebador de sentido contenia
secuencias de un sitio de restriccion Hindlll terminal para propésitos de clonacion y una secuencia de Kozak (5'-
GCCGCCACC-3) inmediatamente en orientacion 5’ del codon de inicio ATG. El cebador de anti-sentido contenia
un codon de detencidn seguido por una secuencia de sitio de restriccion Xbal, inmediatamente en orientacion 3’
de la secuencia codificante. El fragmento de PCR generado fue digerido por restriccion, clonado en el sitio de
clonacion multiple (MCS) de un vector vasado en pTT linealizado y transformado en E. coli para seleccién. La
secuencia del constructo final fue verificada por secuenciacién de ADN.

[0273] La region correspondiente al dominio VH (que incluye la secuencia de péptido de sefial original) fue
amplificada por PCR a partir de los clones de secuenciacion TOPO originales mediante el uso de cebadores
especificos para la secuencia N-terminal y secuencia de transicion de VH/CH. El cebador de sentido contenia
secuencias de un sitio de restriccion Notl terminal para propdsitos de clonacién y una secuencia de Kozak (5'-
GCCGCCACC-3') inmediatamente en orientacion 5’ del codén de inicio ATG. El cebador de anti-sentido contenia
un sitio de restriccion Nhel en marco en orientacion 3’ de la transicién de VH/CH. El fragmento de PCR de
dominio de VH generado fue digerido por restriccion, clonado en un vector linealizado que contenia la secuencia

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 458 665 TS5

de dominio CH para una IgG1 de raton y transformada en E coli. Para seleccion. La secuencia del constructo
final fue verificada por secuenciacién de ADN.

[0274] El anticuerpo anti-TFPI4F36AIB2 clonado y recombinantemente expresado tuvo el mismo perfil y afinidad
en todas las pruebas usadas, que el anticuerpo derivado del hibridoma original. Los procedimientos usados para
expresion transitoria en células HEK293-6E se describen en el ejemplo 3.

Ejemplo 3: Disefio y construccion de un TEPI4F36 mAb humanizado

[0275] Las secuencias de anti-TFPI4F36AIB2 CDR de raton se anotaron de conformidad con la definicion de
Kabat y se encontr6 que era como sigue:

CDR-HI: NYAMS (aminoécidos 31-35 de SEC ID n.°: 8).

CDR-H2: TISRSGSYSYFPDSVQG (aminoacidos 50-66 de SEC ID n.°: 8).
CDR-H3: LGGYDEGDAMDS (aminoacidos 99-110 de SEC ID n.°: 8).
CDR-L1: KSSQSLLESDGKTYLN (aminoacidos 24-39 de SEC ID n.°: 4).
CDR-L2: LVSILDS (aminoacidos 55-61 de SEC ID n.°: 4).

CDR-L3: LQATHFPQT (aminoécidos 94-102 de SEC ID n.°: 4).

[0276] Un modelo 3D de anti-TFPI4F36AIB2 se construyé en Modeller (www.salilab.org/modeller/) basado en las
plantillas estructurales 2GJJ (mAB contra Her2erbb2) y 1X9Q (hAB contra flouresceina).

[0277] Una busqueda en BLASTp en una base de datos de linea germinal V humana con anti-TFPI4F36AIB2 VL
y VH regresoé las siguientes cuatro secuencias de linea germinal potenciales:

Cadena pesada: VH3_21 o VH7183.9 (valores-E < 1le-45)
Cadena ligera: VKII_A18 o VKII_AL1 (valores-E- < 3e-45)

[0278] Después de la inspeccion manual de nimero de ocurrencias y alineaciones, las secuencias de linea
germinal VH3_21 y VKII_A18 se seleccionaron como marcos de trabajo de humanizacion de HC y LC,
respectivamente. Los segmentos J de linea germinal correspondientes se seleccionaron con base en alineacién
de secuencia como JH6 y JK4. La alineacion entre anti-TFPI4F36AIB2 y las secuencias de linea germinal
seleccionadas se muestran en combinacion con la primera version injertada de CDR del TFPI4F36 humanizado.
La identidad de secuencia entre anti-TFPI4F36A1B2 y los armazones proteinicos humanos (HC: VH3_21/JH6 y
LC: VKII_A18/JK4) es muy alta como se ilustra mediante asteriscos debajo de la secuencia. Cada asterisco
marca una posicién de identidad de secuencia. El constructo VH humanizado inicial fue disefiado de conformidad
con una estrategia de injerto de CDR minima, en la cual CDR-H2 es injertado en una versién mas corta (residuos
50-58) que la definicion de kabat (residuo 50-66). Los 5 CDRs restantes fueron injertados de conformidad con la
definicion de Kabat. Las CDRS (definicion de Kabat) se alistan tal como son injertadas a continuacion; los
residuos mostrados en negrillas para CDR-H2 son residuos de linea germinal humanos.

CDR-H1: NYAMS (aminoacidos 31-35 de SEC ID n.°: 18).

CDR-H2: TISRSGSYSYYADSVKG (aminoacidos 50-66 de SEC ID n.°: 28).
CDR-H3: LGGYDEGDAMDS (aminoacidos 99-110 de SEC ID n.°: 18).
CDR-L1: KSSQSLLESDGKTYLN (aminoéacidos 24-39 de SEC ID n.% 15).
CDR-L2: LVSILDS (aminoacidos 55-61 de SEC ID n.°: 15).

CDR-L3: LQATHFPQT (aminoéacidos 94-102 de SEC ID n.°: 15).

[0279] La composicion de CDR-H2 en la variante humanizada HzTFPI4F36 se enlista a continuacion y
concuerda con CDR-H2 listado para el anticuerpo anti-TFPI4F36A1B2 de raton.

CDR-H2: TISRSGSYSYFPDSVQG (aminoéacidos 50-66 de SEC ID n.°: 18).

[0280] La figura 1 muestra las secuencias de los dominios de VH (A) y VL (B) de anti- TFPI4F36A1B2 de ratén
(SEC ID n.%s: 8 y 4, respectivamente) alineadas con secuencias de linea germinal humanas (SEC ID n.%s: 32 y
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31, respectivamente) y las secuencias de TFPI4F36 humanizadas injertadas con CDR (SEC ID n.°s: 28 y 26,
respectivamente). Se usa el esquema de numeracién de Kabat, como se mostré anteriormente las secuencias en
la figura, y CDRs de conformidad con la definicion de Kabat se muestran en negrillas. Las diferencias en las
regiones de marco de trabajo entre las secuencias entre anti-TFPI4F36AIB2 de ratdn y las secuencias de linea
germinal son resaltadas en gris en la secuencia de anti-TFPI4F36AIB2. Los asteriscos indican posiciones de
identidad de secuencia entre las secuencias de TFPI4F36 de raton y de linea germinal humana.
Retromutaciones potenciales son resaltadas en gris en la secuencia injertada con HzTFPI4F36-CDR (listada
como injerto de hz4F36CDR).

[0281] Retromutaciones potenciales para los constructos injertados con HzTFPI4F36-CDR fueron injertados con
base en las diferencias potenciales encontradas en las regiones de marco de trabajo de la secuencia de
TFPI4F36 de ratén y la secuencia de linea germinal. Una figura 1 3D muestra el modelo de secuencias del
fragmento TFPI4F36 también se us6 para identificar y priorizar retromutaciones potenciales. La lista de
retromutaciones generadas en TFPI4F36 LC y HC humanizado se muestra en las tablas 2 y 3 respectivamente.

Generacion de vectores de expresion para TFPI4F36 humanizado

[0282] Secuencias de ADN para regiones TFPI4F36 VH y VL humanizadas fueron sintetizadas (GENEART AG)
de conformidad con el disefio de humanizaciéon del anticuerpo descrito anteriormente. Las secuencias se
obtuvieron con el injerto de CDR minimo basico y sin retromutaciones adicionales. Las secuencias de péptido
lider de linea germinal LC y HC respectivas se incluyeron en los constructos asi como una secuencia de Kozak
(5'-GCCGCCACC-3') inmediatamente en orientacion 5’ del codén de inicio ATG.

[0283] Vectores de expresién a base de pTT fueron generados para expresion transitoria del anticuerpo
TFPI4F36 humanizado como un isotipo de kappa/lgG4(S241P) humano. La mutacién de prolina en la posicion
241 (numeracién de conformidad con Kabat, correspondiente al residuo 228 por el sistema de numeracion EU
(Edelman G. M. et al., Proc. Natl. Acad. USA 63, 78-85 (1969)) fue introducido en la regidon de gozne de IgG4
para eliminar la formacion de fragmentos de anticuerpo monomeéricos, es decir, “semi-anticuerpos” compuestos
de un LC y un HC.

[0284] EI fragmento VH fue cortado del vector de clonacion GENEART y clonado en un vector a base de pTT
linealizado que contenia la secuencia para el dominio CH de IgG4(S241P) humano subsecuentemente
transformado en E. coli para seleccion. La secuencia del constructo final fue verificada por secuenciacién de
ADN. El fragmento de VL fue cortado del vector de clonacién de GENEART y clonado en un vector a base de
pTT linealizado que contenia la secuencia para un dominio CL Kappa humano y subsecuentemente
transformado en E. coli para seleccion. La secuencia del constructo final fue verificada por secuenciacion de
ADN.

[0285] Secuencias de acido nucleico u aminoacidos para VL, VH, LC y HC del anticuerpo monoclonal
HzTFPI4F36 injertado con CDR (secuencia de péptido de sefial omitida) se proveen en el listado de secuencias
(SEC ID n.°s: 26-30).

Generacion de vectores de expresion para TFPI4F36 quiméricos de ratdn/humano

[0286] Para permitir la mejor evaluacion posible de las variantes de TFPI4F36 humanizada, una versiéon de
guimera de ratén/humano del anticuerpo TFPI4F36 (ChimTFPI4F36) se construyo a fin de eliminar cualesquiera
diferencias relacionadas con el origen de region constante e isotipo. Los vectores de expresion a base de pTT
fueron generados para expresion transitoria de anticuerpo anti-TFPI4F36 quimérico con dominios variables de
ratén sobre los armazones proteinicos de isotipo kappa/lgG4(S241P) humanos.

[0287] La region correspondiente al dominio VH fue amplificada por PCR a partir de un plasmido de expresién
HC de anti-TFPI4F36A1B2 mediante el uso de un cebador especifico de pTT y un cebador especifico para el C—
terminal del dominio VH. El cebador de sentido es especifico para tramo de secuencia en orientaciéon 5’ del sitio
de restriccion Hindlll y el codén de inicio ATG. El cebador de anti-sentido contenia un sitio de restriccion Nhel en
marco en la secuencia de transicion de VH/CH. El fragmento de PCR generado fue digerido por restriccion,
clonado en un vector a base de pTT linealizado que contenia la secuencia para un dominio de CH de
IgG4(S241P) humano y subsecuentemente transformado en E. coli para seleccion. La secuencia del constructo
final fue verificada por secuenciacién de ADN.

[0288] La region correspondiente al dominio VL fue amplificada por PCR a partir de un plasmido de expresion LC
de TFPI4F36A1B2 mediante el uso de un cebador especifico de pTT genérico y un cebador especifico para el C-
terminal del dominio VL. El cebador de sentido es especifico para el tramo de secuencia en orientacion 5’ del
sitio de restriccién Hindlll y el coddn de inicio ATG. El cebador anti-sentido contenia un sitio de restriccion BsiwI
en marco en la secuencia de transicién de VL/CL. El fragmento de PCR generado fue digerido por restriccion,
clonado en un vector a base de pTT linealizado que contenia la secuencia para un dominio CL Kappa humano y
subsecuentemente transformado en E. coli para seleccion. La secuencia del constructo final fue verificada por
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secuenciacion de ADN.
Expresion recombinante de variantes de mAb

[0289] El anti-TFPI4F36AIB2 de raton, anti-TFPI4F36 quimérico y variantes de anticuerpo TFPI4F36 humanizado
se expresaron transitoriamente en células HEK293-6E al seguir un protocolo de expresion de anticuerpo
genérico. El siguiente procedimiento describe el protocolo de transfeccidon genérico usado para células HEK293-
6E adaptadas por suspension.

Mantenimiento de células

[0290] Células HEK293-6E se hicieron crecer en suspension en un medio de expresion Freestyle™ 293 (Gibco)
complementado con 25 pyg/ml de Geneticin (Gibco), 0.1% v/v del agente tensioactivo Pluronic F-68 (Gibco) & 1%
v/v de penicilina-estreptomicina (Gibco). Las células se cultivaron en matraces con agitador Erlenmeyer en
incubadoras con agitador a 37°C, 8% de CO2y 125 rpm y se mantuvieron a densidades de células entre 0.1-1.5
x 108 células/ml.

Transfeccion de ADN
[0291]
eLa densidad de células de cultivos usados para la transfeccion fue 0.9-2.0 x 10° células/ml.

eUna mezcla de 0.5 pg de ADN de vector LC + 0.5 pg de ADN de vector HC se usé por mililitro de cultivo de
células.

oEl ADN se diluyé en medio Opti-MEM (Gibco), 30ul medio/ug de DNA, mezclado e incubado a temperatura
ambiente (23-25°C) durante 5 minutos.

293Fectin™ (Invitrogen) se usé como reactivo de transfeccién a una concentracién de 1 ul por ug de DNA.

oE| 293Fectin™ se diluyé 30X en medio Opti-MEM (Gibco), mezclado e incubado a temperatura ambiente (23-
25°C) durante 25 minutos.

oEl ADN vy soluciones de 293Fectin se mezclaron y se dejaron incubar a temperatura ambiente (23-25°C) durante
25 minutos.
eLa mezcla de ADN-293Fectin se afadié después directamente al cultivo de células.

oEl cultivo de células transfectadas fue transferido a una incubadora con agitador a 37°C, 8 % de CO2y 125 rpm.

#3-6 dias después de la transfeccion, los sobrenadantes de cultivo de células se cosecharon por centrifugacion,
seguido por filtracion a través de un filtro de PES de 0.22 ym (Corning).

eAndlisis cuantitativo de produccién de anticuerpos se realizd por interferometria de biocapa directamente en
sobrenadantes de cultivo de células clarificados mediante el uso del sistema Octet y biosensores de proteina A o
HPLC de proteina A cuantitativo.

Analisis de actividad de la variante injertada con CDR de anti-TFPI4F36 humanizado

[0292] La humanizacién por injerto de CDR minimo dio por resultado una pérdida drastica de afinidad causada
por efecto tanto sobre la tasa de asociacion como la tasa de disociacion. La afinidad de uniéon de TFPI de la
version inicialmente injertada del anticuerpo anti-TFPI4F36 humanizado ((HzTFPI4F36-injertado con CDR, en la
tabla 1 listada como TFPI4F36 humanizado) fue por lo menos 100 veces menor que ~30 pM de afinidad del
anticuerpo TFPI4F36 de ratén original (véase tabla 1). La retencién de afinidad en el anticuerpo quimérico
confirmo que kappa/lgG4(S241P) humano no tuvo efecto sobre la afinidad del anticuerpo. Los analisis de
afinidad se hicieron mediante el uso de SRP como se describe a continuacion.

Tabla 1
mAb ka (1/Ms) kd (1/Mm) KD (M)
TFPI4F36 de ratén 4.70E+06 1.33E-04 2.82E-11
TFPI4F36 quimérico 8.88E+06 1.44E-04 1.62E-11
TFPI4F36 humanizado 1.07E+06 2.21E-03 2.06E-09
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Analisis de resonancia de plasmén de superficie (Biacore) de interaccion hzTFPI4F36-TFPI

[0293] Los parametros cinéticos para la interaccion de TFPI humano recombinante al anti-TFPI4F36AIB2 de
raton original, anti-TFPI4F36 quimérico y varias variantes del anticuerpo TFPI4F36 humanizado se determinaron
por andlisis de SPR en Biacore, mediante el uso de dos enfoques diferentes. Estudios de categorizacion de
cinética inicial se basaron en un procedimiento de captura de mAbs purificado como se describe en el ejemplo 1.
Estos fueron seguidos por un procedimiento cinético de union directa sobre constructos de mAb seleccionados,
con el anticuerpo monoclonal covalentemente acoplado mediante grupos amina libres a la membrana de
dextrano carboximetilada (CM5) en la superficie del chip sensor. EI TFPI humano recombinante fue inyectado en
varias concentraciones, seguido por un periodo de disociacion con flujo de regulador de pH constante sobre la
superficie del chip sensor como se describe en el ejemplo 8.

Mutagénesis dirigida al sitio para introducir retromutaciones en mAb humanizado

[0294] Basado en la afinidad baja de la versién injertada con CDR de anti- TFPI4F36 humanizado, una serie de
27 mutaciones inversas humano a raton (denominadas retromutaciones) se generé en la cadena ligera (LC) y
cadena pesada (HC) de HzTFPI4F36-injertado con CDR. Estas mutaciones fueron expresadas, purificadas y
analizadas por Biacore, ya sea como mutantes separados o como mutantes de combinacion de LH/HC. Las
listas de mutaciones generadas se muestran en las tablas 2 y 3, respectivamente.

[0295] La mutagénesis dirigida al sitio se realizé para introducir mutaciones inversas humano a ratén (de aqui en
adelante referidas como retromutaciones) en los residuos especificos en los constructos LH/HC de HzTFPI4F36-
injertado con CDR como se resalta en el disefio de humanizacién. Las mutaciones fueron introducidas por dos
métodos diferentes:

1) Kits de mutagénesis dirigida al sitio o dirigida a multisitios QuickChange® de Stratagene se usaron para
introducir mutaciones puntuales y mutaciones de combinacion. Los kits se usaron de conformidad con el
protocolo del fabricante.

2) Métodos de PCR de solapar de 2 pasos estandares también se usaron para introducir mutaciones puntuales y
para generar mutaciones de combinacion.

Los plasmidos de expresion de LC y HC para HzTFPI4F36-injertado con CDR se usaron como plantillas para las
primeras rondas de mutagénesis. En las rondas subsecuentes, las mutaciones también fueron introducidas
mediante el uso de plasmidos previamente mutados como plantilla. Las secuencias de todos los constructos
finales fueron verificadas por secuenciacién de ADN.

Tabla 2: Variantes mutadas de cadena ligera de HzTFPI4F36-injertado con CDR

Mutantes de LC Mutaciones Kp(M)

HzTFPI4F36 LC-S63T S63T 7.8E-9

HzTFPI4F36 LC-P15I P15I 17.0E-9
HzTFPI4F36 LC-FR2 Y36L, K39R, Q42E, Q45K 6.3E-10
HzTFPI4F36 LC-P15I1, FR2 P15, Y36L, K39R, Q42E, Q45K 6.4E-10
HzTFPI4F36 LC-Y36L Y36L >3E-11
HzTFPI4F36 LC-K39R, Q42E,Q45K K39R, Q42E, Q45K >3E-11
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Tabla 3: Variantes mutadas de la cadena pesada de HzTFPI4F36-injertada con CDR

Mutantes de HC Mutaciones Kp(M)
HzTFPI4F36 HC-Q3E Q3E 5.8E-9
HzTFPI4F36 HC-G44R G44R 2.3E-9
HzTFPI4F36 HC-S49A S49A 3.0E-9
HzTFPI4F36 HC-Y59F Y59F 5.5E-9
HzTFPI4F36 HC-AG0P ABOP 2.2E-9
HzTFPI4F36 HC-K64Q K64Q 2.5E-9
HzTFPI4F36 HC-S77T S77T 1.5E-9
HzTFPI4F36 HC-A93T A93T 2.7E-9
HzTFPI4F36 HC-Y59F, A6OP Y59F,A60P 2.3E-9
HzTFPI4F36 HC-KABAT CDR2 Y59F, A60P, K64Q 9.0E-I0
HzTFPI4F36 HC-FR2, S49A A40T, G42E,G44R,S49A 1.3E-9
HzTFPI4F36 HC-FR3 N82aS,A84S, V8IM 5.3E-9
HzTFPI4F36 HC-FR3, S77T S77T, N82aS,A84S, V89IM 7.7E-9
HzTFPI4F36 HC-FR3, A93T N82aS,A84S, VBIM,A93T 4.1E-9
HzTFPI4F36 HC-FR2 A40T, G42E,G44R 8.8E-10
HzTFPI4F36 HC-FR2, S49A, CDR2 A40T, G42E,G44R,S49A, Y59F,A60P, K64Q 2.6E-11
HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, CDR2 G42E, G44R, Y59F,A60P, K64Q 3.9E-11
HzTFPI4F36 HC-FR2, CDR2 A40T, G42E,G44R, Y59F,A60P, K64Q >3E-11
HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, S49A CDR2 G42E, G44R,S49A, Y59F,A60P, K64Q >3E-11
HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R,A60P,K64Q G42E, G44R,A60P, K64Q 9.3E-11
HzTFPI4F36 HC-G44R, A60P,K64Q G44R, A60OP, K64Q 3.0E-11

Las mutaciones tanto en LC como en HC como se lista en las tablas 2 y 3 numeradas consistentemente de
conformidad con el esquema de numeracion Kabat como se muestra en la figura 1.

[0296] Los mutantes de LC listados en la tabla 2 se expresaron como mutantes de LC sélo junto con HC
HzTFPI4F36-injertado con CDR de tipo silvestre. Los mutantes de HC listados en la tabla 3 se expresaron como
mutantes de HC soélo junto con LC HzTFPI4F36-injertado con CDR de tipo silvestre. Los mutantes de
combinacion de LC-HC también se expresaron al combinar diferentes mutantes de LC y HC. Los mutantes son
nombrados consistentemente de acuerdo con la cadena mutada, es decir, la variante de mAb humanizada final
es expresada con LC de HzTFPI4F36-injertado con CDR de tipo silvestre y el HC HzTFPI4F36 FR2, S49A,
CDR2 mutado. La expresion de HEK293-6E transitoria se realizd6 como se describié anteriormente.

[0297] El conjunto inicial de 9 de mutantes puntuales (HzTFPI4F36 LC-S63T y HzTFPI4F36 HC-Q3E; G44R;
S49A; Y59F; A60P; K64Q; S77T; A93T) se bas6 en un conjunto primario de retromutaciones resaltadas en el
disefio de humanizacién. Ninguno de los mutantes puntuales rescat6 la afinidad del anticuerpo, sin embargo
mutaciones en la segunda regién de marco de trabajo de cadena pesada humana (FR2, entre CDR H1 y CDR
H2) y en la region C-terminal de CDR H2 (omitida en el esquema de injerto de CDR minimo) fueron resaltados
como que eran importantes para union a TFPI. Las mediciones de afinidad por andlisis de Biacore se realizaron
como se describi6 anteriormente.

[0298] Las rondas subsecuentes de mutagénesis incluyeron un nimero de mutantes de parche en los cuales
todos los residuos en regiones individuales fueron mutados colectivamente. El mutante HzZTFPI4F36 HC-Kabat
CDRZ2, tiene 3 mutaciones Y59F, A60P, K64Q en la region C-terminal de CDR H2, que corresponden a CDR H2
de injerto de conformidad con la definicion de Kabat y no de conformidad con el esquema de injerto de CDR
minimo usado para la variante de HzTFPI4F36-injertada con CDR inicial. Este mutante parchado junto con
mutantes de parche en LC FR2 Y HC FR2 mejoraron la afinidad del anticuerpo TFPI4F36 humanizado
significativamente, pero ninguno de los tres mutantes de parche individualmente restauré la afinidad de
TFPI4F36 alta.

[0299] EI mutante de HC con mutaciones combinadas en HC FR2 y CDR2 (A40T, G42E, G44R, S49A, Y59F,
A60P, K64Q) restaurd la afinidad por completo. Este mutante introdujo siete residuos de ratén adicionales en la
secuencia de anticuerpo. La combinacion de mutantes LC FR2 (ambas mutaciones de FR2 y Y36L) y mutantes
HC FR2 y/o CDR2 también produjeron mutantes con alta afinidad. Sin embargo, la combinaciéon de estos
mutantes de LC/HC consistentemente produjeron rendimientos de expresion mas bajos en comparacion con las
mutaciones de HC solas. Estos resultados indican que la inclusion de los mutantes de LC tuvo un impacto
negativo sobre la estabilidad de estas variantes de anticuerpo, lo que sugiere que existe un patron de interaccién
delicado entre TFPI4F36 LC y HC humanizado.

[0300] En la dltima serie de mutantes, las 7 mutaciones en HC FR2 y CDR2 (A40T, G42E, G44R, S49A, Y59F,
A60P, K64Q) fueron disectadas a fin de eliminar retromutaciones potencialmente no contribuyentes. Una serie de
5 mutantes se generd para enfrentar este punto.
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[0301] En tres mutantes, las retromutaciones fueron excluidas en FR2:

HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, CDR2
HzTFPI4F36 HC-FR2, CDR2
HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, S49A CDR2

[0302] En 2 mutantes, mutaciones adicionales en CDR2 también fueron eliminadas:

HzTFPI4F36 HC-G44R, A60P, K64Q
HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, A60P, K64Q

[0303] Ninguno de los mutantes sin embargo estuvo a la par con el mutante HC FR2 CDR2 combinado.
Cualquier afinidad o niveles expresién (o ambos) fueron impactados por alguna reduccion en el subconjunto de
mutantes de HC FR2 CDR2. Los dos mutantes HzTFPI4F36 HC G42E, G44R, Y59F, A60P, K64Q con 5
retromutaciones restantes y HzTFPI4F36 HC G42E, G44R, A60P, K64Q con 4 retromutaciones residuales se
recogieron para comparacion completa con HzTFPI4F36 HC-FR2, S49A, CDR2.

O HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, A60P, K64Q y HzTFPI4F36 HC-FR2, S49A, CDR2 fueron expresados a
niveles comparables, mientras que HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, CDR2 tuvo un nivel de expresion ligeramente
mas bajo. Estudios de estabilidad biofisica acelerada no mostraron ninguna diferencia en estabilidad de las tres
variantes.

O Las afinidades medidas por Biacore se listan a continuacion.

O La eficacia in vivo medida en la prueba de dPT (como se describe mas adelante) fue comparable para todas
las tres variantes.

Tabla 4: Parametros cinéticos para la interaccion entre TFPI y variantes de TFPI4F36 humanizadas

Mutante Kb (pM) Rendimiento de N.°cde
expresion retromutaciones
(mgl/l)

HzTFPI4F36 A40T, G42E, G44R, S49A, Y59F, A60P,

K64Q 26 54 7

HzTFPI4F36 G42E, G44R, Y59F, A60P, K64Q 39 24 5

HzTFPI4F36 G42E, G44R, A60P, K64Q 93 53 4

[0304] Basado en los datos descritos anteriormente, el HC FR2 original y el mutante de CDR2 con 7
retromutaciones de HC (A40T, G42E, G44R, S49A, Y59F, A60P, K64Q) probaron ser superiores a otras
variantes; esta variante se refiere aqui como HzTFPI4F36 o como mAbTFPI2021.

[0305] Es probable que las mutaciones de CDR2 Y59F, A60P, K64Q afecten la afinidad del anticuerpo al
interactuar directamente con el antigeno. Las mutaciones A40T, G42E, G44R residen en una vuelta de FR2 que
conecta a CDRH1 y CDR H2, remoto de la cara de unién del antigeno y podria ser equilibrado para estabilizar
las interacciones de LC-HC. La mutacion S49A es incrustada a la mitad de un agregado altamente hidréfobo de
cadenas laterales lo que podria explicar por qué la alanina es preferida sobre la serina en esta posicion. Por lo
tanto, de manera interesante, la alta afinidad de HzZTFPI4F36 se obtiene como una combinacién de mutaciones
que mejoran la interaccion de antigeno directa y mutaciones lejanas de la region de unién a antigeno que
estabilizan el anticuerpo.

[0306] En conclusion, HzTFPI4F36 tiene una afinidad (Kp) de ~25 pM y contiene 35 residuos de aminoéacidos
derivados de la secuencia de anticuerpo de raton, correspondiente a 5.2% del nimero total de residuos en el
anticuerpo.

[0307] Las secuencias de aminoacidos para la region ligera variable (VL), regién pesada variable (VH), cadena
ligera y cadena pesada de un constructo humanizado seleccionado HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021) se muestran
en SEC ID n.%: 15, 18, 21 y 24, respectivamente.

Pruebas de eficacia in vitro

[0308] El anticuerpo anti-TFPI4F36 es capaz de neutralizar la inhibicion mediada por TFPI neutralizante del
factor de coagulacion Xa (FXa) y el complejo del factor tisular (TF) y el factor Vlla (FVIla). Las actividades de
variantes de anticuerpo TFPI4F36 de raton y humanizadas se midieron en una prueba de tiempo de protrombina
diluida (dPT). La prueba de dPT se us6 para medir la actividad procoagulante de anticuerpos anti-TFPI. El
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incremento en las concentraciones de plasma de anticuerpo anti-TFPI acorta el tiempo de coagulacién de dPT.

Eiemplo 4: Purificacién, cristalizacién y estructura del fragmento Fab de MuTFPI4F36 (Fab) v el sequndo
dominio de Kunitz (K2) del inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) humano

[0309] Un fragmento de TFPI que incluia su segundo dominio de Kunitz (K2) y una Hiss-tag C-terminal (SEC ID
n.%: 2) fue co-cristalizado con el fragmento Fab de MuTFPI4F36 (Fab). La estructura del complejo se resolvié por
cristalografia de rayos-X. El epitopo de unién de K2 se encontré que estaba compuesto de los residuos E10,
E11, P13, R17, Y19, T21, Y23, Q28, Q31, E33, R34, F35, K36 y L50. El paratopo en Fab se encontré que
comprendia los residuos E31, S32, D33, Y37, A96, T97, H98 y F99 de la cadena ligera de MuTFPI4F36 (SEC ID
n.% 4) y los residuos N31, R53, S54, S56, Y57, Y59, F60, P61, D62, Q65, Y102, D103 y D106 de la cadena
pesada de MuTFPI4F36 (SEC ID n.°: 8).

Materiales y métodos

Cromatografia de exclusion de tamafio analitica

[0310] Se realizé6 cromatografia de exclusion de tamafio analitica (SEC) mediante el uso de una columna Biosep
S-3000 (300 x 7.80 mm) (Phenomenex) eluida con PBS-regulador de pH (10 mM fosfato, 150 mM NaCl, 3mM
KCI, pH 7.5) a una velocidad de flujo de 0.8 ml/min.

Preparacion y purificacién del complejo Fab/K2

[0311] El complejo Fab/K2 se prepard al mezclar Fab (0.27 mg/ml en regulador de pH PBS, pH 7.4) y
K2 (0.29 mg/ml en PBS, pH 7.4) en una relaciéon molar de 1:1.5 (5.4 mg Fab y 1.4 mg K2). El complejo
se concentré en un dispositivo de filtro de centrifuga (Amicon, 10 kD mw de corte) a una concentracién
de ~6.7 mg/ml. Para eliminar el exceso de K2, la muestra concentrada se aplic6é a una columna de
filtracion de gel Superdex 75 (CV300) eluida con PBS-regulador de pH, pH 7.4, a una velocidad de
flujo de 1 ml/min. Las fracciones que contenian el complejo Fab/K2 se pusieron en acervo y se
concentraron a una concentracion de proteina de 9.2 mg/ml. Esta solucién se usé para cristalizacion.

Cristalizacion del complejo Fab/K2

[0312] ElI complejo Fab/K2 fue cristalizado como barras por el método de gota colgante mediante el uso de una
solucion precipitante que contenia citrato de potasio tribasico 0.2 M (pH 8.0) y 20% p/v de PEG 3,350.

Determinacion de estructura de cristal

[0313] La estructura del complejo Fab/K2 se resolvid por el método de reemplazo molecular mediante el uso de
estructuras de PDB 1F8T y 1TFX como plantillas para las moléculas Fab y K2, respectivamente.

Resultados

[0314] El complejo entre Fab y K2 se prepar6 al afiadir exceso de K2 a una solucion de Fab. La figura 6 muestra
la formaciéon de complejo monitoreada por cromatografia de exclusién de tamafio analitica (SEC). Este método
separa moléculas de conformidad con el tamafio molecular donde las especies mas grandes se eluyen mas
temprano que las mas pequefias. Los picos correspondientes a K2 y Fab fueron bien separadas debido a la gran
diferencia en peso molecular (pm ~8 kDa y 48 kDa, respectivamente). La adicién de K2 a la soluciéon de Fab dio
por resultado el cambio menor esperado en la posicion pico hacia tiempos de retencién mas cortos. El complejo
fue facilmente separado y obtenido en forma pura al separar el exceso de K2 mediante el uso de SEC
preparativa.

[0315] Las condiciones para la cristalizacion del complejo Fab/K2 se seleccionarion mediante el uso de varios
tamices de cristalizacion comerciales. El método de gota colgante dio cristales en forma de barra adecuados
para andlisis de rayos X de cristal individual y la estructura se resolvié por el método de reemplazo molecular
mediante el uso de estructuras depositadas en PDB como plantillas. La figura 7 muestra la estructura global del
complejo Fab/K2. Se despliegan cadenas ligera y pesada, que constituyen la molécula de Fab, y que presentan
el pliegue de B-sandwich de inmunoglobulina esperado caracteristico para moléculas de anticuerpo. También se
muestran los lazos de CDR que hacen contacto con el antigeno y que definen la especificidad y afinidad del
anticuerpo.

[0316] El antigeno, K2, presenta la lamina B antiparalela individual caracteristica (31 (120-N26) y B2 (P31-Y37)) y
la hélice o N-terminal (a1, L50-156) que define el doblez de Kunitz (figura 8). También se presenta la hélice 310
opcional cerca del N-terminal (00, D5-F8), seguido por el lazo a (L1, L9-Y19), que conduce a 1, que esta
conectado a B2 mediante un lazo corto (LB, N27-K30). En el segmento C-terminal, el lazo 2 (L2, G38-T49)
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conecta B2 con al. Finalmente, los tres enlaces de disulfuro caracteristicos (C7-C57, C16-C40 y C33-C53)
conectan a0 con al, L1 con L2 y B2 con a1, respectivamente.

[0317] Dos estructuras de K2 han sido depositadas en el banco de datos de proteina a nivel mundial (PDB). Una
estructura, 1ADZ, es determinada por espectroscopia de RMN y representa la estructura de solucién libre,
mientras que la otra, 1TFX, es determinada por cristalografia de rayos X y representa K2 en complejo con
tripsina de porcino. La figura 9 muestra la superposicién estructural de K2 representada por 1ADZ, 1TFX y la
molécula de K2 en complejo con Fab. Las trazas del esqueleto parecen ser muy similares entre todas las tres
estructuras, lo que sugiere que el pliegue de Kunitz con sus tres enlaces de disulfuro estabilizadores es mas bien
rigido.

Descripcién del epitopo de unién a K2 MUuTFPI4F36

[0318] El epitopo de unién en el antigeno K2, definidos como residuos en K2, que contienen por lo menos un
atomo pesado de cadena lateral situado dentro de una distancia de 4 A o menos de un atomo pesado en Fab,
comprende los residuos E10, E11, P13, R17, Y19, T21, Y23, Q28, Q31, E33, R34, F35, K36 y L50 (figuras 10A-
10C. Los residuos de contacto en K2 estan localizados en L1 (E10, E11, P13, R17, Y19), en la estructura de
lamina B (T21, Y23, Q31, E33, R34, F35, K36) y el lazo de conexién, LB (Q28) y finalmente, uno solo en a1
(L50). Las figuras 10A-10C ilustran el epitopo de unién mapeado tanto en estructura 3D de K2 como en la
secuencia de aminoécidos primaria.

Descripcién de paratopo MuTFPI4F36

[0319] El paratopo en el fragmento Fab de MuTFPI4F36 se determiné a partir de la misma estructura de rayos X
del complejo entre el Fab de MuTFPI4F36 y el dominio TFPI K2. El paratopo se definié como aquellos residuos
en el Fab de MuTFPI4F36 que tiene un atomo pesado dentro de una distancia de menos de 4A de un atomo
pesado en el dominio K2. Los residuos de contacto en la cadena ligera estan localizados en los residuos E31,
S32, D33, Y37, A96, T97, H98 y F99 de la SEC ID n.°: 4. Los residuos de contacto en la cadena pesada estan
localizados en los residuos N31, R53, S54, S56, Y57, Y59, F60, P61, D62, Q65, Y102, D103 y D106 de la SEC
ID n.°; 8. La ubicacién del paratopo se ilustra en la figura 3.

Ejemplo 5: Estructura del complejo K2/HzTFPI4F36 Fab

[0320] Al usar metodologia similar a la descrita para la determinacion de la estructura tridimensional de
MuTFPI4F36 Fab unido a K2, la estructura del complejo entre el fragmento Fab del anticuerpo humanizado,
HzTFPI4F36 y K2 se determiné. El Fab de HzTFPI4F36 se encontr6 esperadamente que se unia a la misma
regién de K2 que el Fab de ratén del cual se deriva. La similitud global entre las estructuras de los dos complejos
es evidente en la figura 11, donde trazas de listén de esqueleto se solapan para los complejos K2/TFPI4F36 Fab
y K2/HzTFPI4F36 Fab. El epitopo (definido mediante el uso de un corte de 4 A) sobre K2 se encontré, para
HzTFPI4F36, que comprendia los residuos de E10, E11, D12, P13, R17, Y19, T21, Y23, F24, N26, P28, P31,
C32, E33, R34, K36 y L50. En comparacion con la estructura de K2/MuTFPI4F36 Fab de origen de raton, D12,
F24, N26 y C32 estan en el complejo K2/HzTFPI4F36 humanizado dentro del corte 4 A, mientras que F35 esta
en el exterior. Esto refleja diferencias menores en orientaciones de cadena lateral dentro de las interfaces de
unién de complejos K2/MuTFPI4F36 Fab y K2/HzTFPI4F36 Fab, a pesar del hecho de que las regiones CDR en
MuTFPI4F36 y HZTFPI4F36 son idénticas.

Ejemplos6a8

[0321] La funcién de HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021) se comparé con la funcion de todos (cuatro) los anticuerpos
monoclonales comercialmente disponibles, algunos de los cuales se dice que se unen al dominio de K2 de TFPI;
algunos de los cuales no se han descrito con respecto a unién.

Ejemplo 6: Prueba de neutralizacién de TFPI: inhibicién de Fxa

[0322] Los materiales usados fueron tampdn BSA en prueba (50 mM de Hepes; 0.1 M de NaCl, 5 mM de CaCl2,
0.1 mg/ml BSA, pH 7.4) y los reactivos mostrados en la tabla 5.
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Tabla 5: Materiales usados

Reactivo Compaiiia/ Conc. de abastecimiento Concentracion final
Referencia (dilucién en tampdn
BSA)
FXa humano Enzyme Research 21.7 pl 5nM
Laboratory
TFPI humano Referencia: Pedersen et Secado por congelamiento en | 6 nM
al., 1990, J. Biol. Chem. 10 mM de glicilglicina, 100
265, p. 16786-16793 mM de NaCl; 165 mM de
manitol, regulador de pH a pH
7.0. Reconstituido en agua.
mAbTFPI4F36 Presente invencion 5-150 nM
mADb0281 Ab systems
mAb4904 AD
mAb2974 R&D systems
mAb29741 R&D systems
S2765 Chromogenix 20 mM 1mM
Método:

[0323] TFPI humano de longitud completa recombinante (concentracion final 6 nM)) se mezclé en tampdn BSA
con concentraciones cada vez mayores del mAb de interés (concentracion final: 5-150 nM) durante 30 min. FXa
se afiadid y se incub6 30 min con la mezcla durante otros 30 min. El sustrato cromogénico S2765 se afiadié y la
absorcién en 405 nm se midié durante 15 min en un Spectramax. 100% de actividad representa la actividad

de FXa sin la adicién de TFPI.

Tabla 6: Neutralizacion de inhibicion por TFPI de FXa

Compaiiia ID de mAb ICs0 NM % de neutralizacion de TFPI a
150 nM
. L HzTFPI4F36 o
presente invencion (MAbTFPI2021) 12.6 100%
AbNova mAb0281 nd <10%
American Diagnotica mAb4904 nd <10%
R&Dsystems mAb2974 294 90%
R&Dsystems mAb29741 nd <10%
Conclusién:

[0324] A 150 nM, HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021) neutralizd6 completamente la inhibicién por TFPI de FXa. Casi no

se detect6 actividad para mAb0281, mAb4904 y mAb29741.

Eiemplo 7: Prueba de neutralizacién de TFEPI: inhibicién de FVIla/TF/Fxa

[0325] Los materiales usados fueron tampdn BSA (50 mM de Hepes; 0.1 M de NaCl, 5 mM de CaCl2, 0.1 mg/ml

de BSA, pH 7.4) EDTA: 50 mM y los reactivos listados en la tabla 7.
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Tabla 7
Reactivo Compaiiia/ Conc. de Concentracion
Referencia abastecimiento final (diluido en
regulador de pH de
BSA)
MAB2974 R&D systems 3330 nM Variable (5-150 nM)
mAbTFPI4F36 Presente invencion 75300 nm
NovoSeven Novo Nordisk 27 pM 1pM
Vesiculas HTI Phospholipids vesicles 2.0 mM 10 uM
cat#PCPS-02 #W1115-75% PC -
25% PS
S-2765 Chromogenix 35 mM 0.5 mM
FX American Diagnostica inc. Bovine | 165 uM 160 nM
factor X Producto no 510 Lote No.
050920 disuelto en 50% de
glicerol/agua
TFPI Referencia: Pedersen et al., 1990, | 18.6 uM 1nM
J. Biol. Chem. 265, p. 16786-
16793
TF (Innovin) Dade Behring#2010-01-11# 2.8 nM (6nM) 1pM
536975 vial dis. en 10 ml de H20

Método:

[0326] Se afiaden todos los componentes en las concentraciones finales indicadas en la tabla. Se afaden 25 pl
de FX, 25 ul de TFPI mAb en concentraciones variables, 25 ul de TFPI humano, 25 ul de FVIla-TF (innovina) en
pozos de microtitulacién. Incubacion durante 40 min a temperatura ambiente. Se afaden 50 ul de EDTA seguido
por 50 pl de S-2765. Se mezcla y se lee la placa durante 15 min a 405 nm en Spectramax. 100% de actividad es
la actividad de FVIla/TF/FX obtenido sin TFPI presente.

Tabla 8: Neutralizacion de inhibicion por TFPI de FVIla/TF/FX

Compaiiia ID de MAb ICs0 nM % de neutralizaciéon de TFPI
a 150 nM
. - HzTFPI4F36 o
Presente invencion (MABTEPI2021) 3.8nM 100%
AbNova mAb0281 nd Nd
American Diagnotica mAb4904 nd Nd
R&Dsystems mAb2974 45.6 nM 53%
R&Dsystems mAb29741 nd Nd
Conclusién:

[0327] A una concentracion de mAb de 150 nM, TFPI es completamente neutralizado por mAbTFPI12021.
mAb2974 también alcanza la saturacién pero no neutraliza completamente TFPI (53% de neutralizacién).

Ejemplo 8:Andlisis de interaccién de unién

[0328] Los materiales usados fueron como se lista en la tabla 9.
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Tabla 9
Reactivo Compaiiia/
Referencia
TFPI humano Secado por congelamiento en 10 mM de glicilglicina,
100 mM de

NaCl; 165 mM de manitol,
regulador de pH a pH 7.0. Reconstituido en agua.

MADbTFPI12021 Presente invencién
mAb0281 Ab systems
mAb4904 AD

mAb2974 R&D systems
mAb29741 R&D systems
Todos los otros reactivos Biacore

Método:

[0329] El andlisis de interaccién de unién se obtuvo por resonancia de plasmon de superficie en un instrumento
Biacore T-100. La captura del anticuerpo monoclonal relevante a una concentracion fija se obtuvo por
inmovilizacion directa a un chip CM5 del mAb a un nivel de 500-1000 RU en 10 mM de acetato de sodio pH 4.5-
5.0. Diluciones de cuatro veces de TFPI humano recombinante de longitud completa o forma corta de TFPI
humano (1-161 residuos de aminoacidos) de 200 nM a 0.2 nM se probaron para unirse al mAb inmovilizado.
Regulador de pH de accion y dilucion: 10 mM de HEPES, 150 mM, 0.005% de p20, pH 7.4. La regeneracion se
obtuvo mediante 10 mM de Glicina, pH 1.7. La determinacién de constantes cinética y de unién (Kasociacion,
kdisociacisn, Kp) se obtuvo al suponer una interaccion 1:1 de TFPI y el anticuerpo de interés mediante el uso del
software de evaluacién Biacore T100. Los resultados se muestran en la tabla 10. La competencia de los mAbs
diferentes para unirse a TFPI cuando se unen a mAbTFPI2021 (“mAb2021”, HzTFPI4F36) se obtuvo por
inmovilizacion de mAbTFPI12021 a 5000 RU a un chip CM5 seguido por unién de 50 nM de TFPI seguido al variar
las concentraciones de mAbs (2974, 0281, 4904, 29741) que ha de ser probado para competencia. Los
resultados se muestran en la tabla 11. La regeneracion del chip se obtuvo por 10 mM de Glicina, pH 1.7.

Tabla 10: Analisis de resonancia de plasmon de superficie (SPR). Unién a TFPI humano de longitud completa.
Constantes cinética y de union

Productor ID de mAb ka (1/Ms) kd (1/s) Kb (M) Kb
Presente invencién mAb2021 2.39E+06 3.58E-05 1.50E-11 0.015
AbNova mAb0281 3.99E+05 0.001436 3.60E-09 3.60
American Diagnotica mAb4904 1.42E+05 00.1294 9.14E-09 9.14
R&Dsystems mAb2974 1.39E+06 0.001202 8.64E-10 0.864
R&Dsystems mAb29741 9.51E+05 0.003165 3.33E-09 3.33

Tabla 11: Andlisis de SPR. Constante de union para unirse a TFPI humano de longitud completa y
TFPlis1(dominios K1 y K2). Competencia con mABTFPI 2021

Productor ID de mAb Ko (M) TFPI | Kp (M) TFPI161 Competencia
con mAB 4F36
Presente invencion mAbTFPI12021 1.50E-11 4.55E-11 Si
AbNova mAb0281 3.60E-09 7.28E-09 No
American Diagnotica mAb4904 9.14E-09 Sin unién No
R&Dsystems mAb2974 8.64E-10 3.12E-09 Si
R&Dsystems mAb29741 3.33E-09 Sin unién No
Conclusion

[0330] MAbTFPI2021 se une a TFPI con una afinidad mayor que cualquiera de los otros mAbs probados (Ko 15
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pM). S6lo mAb2974 compite para unirse al mismo sitio que mAb TFPI4F36.

Ejiemplo 9: Neutralizacion de TFPI sobre células endoteliales vasculares umbilicales humanas (HUVECS)

[0331] Las células endoteliales constitutivamente expresan TFPI en una forma que es unida a la superficie de la
célula mediante un anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI). TFPI anclado con GPI especificamente inhibe
actividad mediada por TF cuando TF se expresa en la misma célula como TFPIl. Para demostrar que
HzTFPI4F36 (mAbTFPI2021) neutraliza la inhibicion por TFPI unida a la célula mucho mas eficientemente que
mAb 2974 se aplicé a células endoteliales vasculares umbilicales humanas HUVECS; y para inducir expresion de
TF, estas células fueron estimuladas con TNFa (Sigma RBI) y IL13 (Roche) antes de probar para activacion de
FX catalizado por FVIla/TF.

[0332] Células HUVEC se cultivaron a confluencia en placas de 96 pozos en medio EBM-2 (Clonetics) y se
estimularon con 20 ng/ml de TNFa y 20 ng/ml de IL1B durante 2 horas antes de probar. La prueba se realizé en
25 mM de HEPES, 137 mM de NaCl, 3.5 mM de KCI, 5 mM de CaCl, 1 mg/ml BSA (0.1%) pH 7.4, y activacion de
FX se siguié en presencia de anticuerpo (0-20 nM) y con adicién de 50 pM de FVila y 50 nM de FX. La
generacién de FXa se midié con 0.6 mM de un sustrato cromogénico, S-2765 (Chromogenix) y se calibré hacia
una curva estandar de FXa.

[0333] La figura 12 muestra los resultados cuando la inhibicion por TFPI unido a células fue anulado por 0-20 nM
de HzTFPI4F36 o mAb 2974. La activacion de FX mediado por TF/FVlla fue estimulada por HzTFPI4F36 con
una concentracion de efecto maximo, (EC50 ~nM) mientras que dificilmente cualquier estimulacion de
generacion de FXa se observo con el 2974 mAb a 20 nM.

[0334] Por lo tanto, este ejemplo ilustra que HzTFPI4F36, contrario a mAb 2974, neutraliza eficientemente la
inhibicion de activacion de FX mediada por TF/FVIla por TFPI unido a células.

Eiemplo 10: Neutralizacién de inhibicién por TEPI de actividad de TF/FVlla sobre células de carcinoma de
mama humano MDA-MB 231

[0335] Células MDA-MB 231 expresan constitutivamente altos niveles de TF y cantidades insignificantes de TFPI
sobre la superficie. La activacion de FX mediada por TF/FVlla en la superficie celular puede ser inhibida por TFPI
afiadido ex6geno. Para demostrar que HzTFPI4F36 neutraliza este tipo de inhibicion de TFPI mucho mas
eficientemente que mAb 2974 los inventores de la presente aplicaron células MDA-MB 231 y probaron la
capacidad de varias concentraciones de anticuerpo para anular la inhibicién por TFPI de activacion de FX
catalizada por FVIla/TF.

[0336] Células MDA-MB 231 se cultivaron a confluencia en placas de 96 pozos en DMEM Gibco cat# 31966-021
suministrada con 10% de FCS y 1% de P/S. La prueba se realizé en 25 mM de HEPES, 137 mM de NaCl, 3.5
mM de KCI, 5 mM de CaCl, 1 mg/ml de BSA (0.1%) pH 7.4, y la activacion de FX fue seguida en presencia de
anticuerpo (0-20 nM) y con la adicion de 2.5 nM de TFPI recombinante humano de longitud completa, 100 pM de
FVlla y 50 nM de FX. La generacion de FXa se midi6 con 0.6 mM de un sustrato cromogénico, S-2765
(Chromogenix). La absorbancia a 405 nm se midié continuamente y la actividad de FXa se determin6 al medir la
pendiente de la curva de progreso a 15 min después del inicio de la reaccion.

[0337] La figura 13 muestra los resultados cuando la inhibicion por TFPI fue anulada por 0-20 nM de
HzTFPI4F36 o mAb 2974. La activacion de FX mediada por TF/FVlla fue estimulada por HzTFPI4F36 con una
concentracion de efecto maximo medio, (ECso ~2 nM) mientras que la estimulacion de la generacion de FXa se
obtuvo a una concentracién sustancialmente mas alta del 2974 mAb (ECso > 20 nM).

Ejemplo 11: Mapeo de los epitopos de unidon de los anticuerpos monoclonales anti-TFPI, HzZTFPI4F36 y
mAb2974, mediante el uso de ELISA

[0338] El epitopo de unién para HzTFPI4F36 sobre TFPI-dominio 2 de Kunitz (K2) ha sido mapeado al resolver la
estructura de cristal del complejo TFPI-K2/HzTFPI4F36. El efecto de mutar residuos de aminoéacidos individuales
en TFPI centro (E10, R17 y Y19) y fuera (D5) del epitopo de union para HzTFPI4F36 sobre la afinidad de unién a
HzTFPI4F36 y mAb2974 (R&D systems) fue analizado por ELISA. Las variantes de TFPI fueron expresadas en
células HEK293-F y las ELISAs se llevaron a cabo mediante el uso del medio acondicionado de los cultivos de
células.

[0339] Las concentraciones de mutantes de TFPI-WT y TFPI fueron estimadas por una ELISA, que une TFPI Kw
(MADb4903, American Diagnostica) y K3 (MAb4F110, en el laboratorio) y por lo tanto no es afectada por las
mutaciones. El efecto de las mutaciones sobre la union a HzTFPI4F36 fue analizado mediante el uso de
MADb4903 y HzTFPI4F36 en la ELISA. El efecto sobre la union a MAb2974 se determiné mediante el uso de una
ELISA con MAb2974 y MAb4F110.
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[0340] Los efectos de las mutaciones en TFPI-Kunitz 2 sobre la uniébn a HzTFPI4F36 y MADb2974
respectivamente, se calcularon en relacion con TFPI-WT (100% de unién) y se ilustrdé en la figura 14. Los
nameros han sido corregidos para diferencias en los niveles de expresion.

Conclusién:

[0341] La mutacion de alanina de los tres residuos de aminoacidos dentro del epitopo de unién para HzTFPI4F36 dio por
resultado union reducida a HZTFPI4F36, mientras que la sustitucién de alanina del residuo localizado fuera del epitopo (TFPI-
D5A) no tuvo efecto. Solo uno de los cuatro mutantes de alanina, TFPI-Y19A, habia reducido la uniéon a MAb2974.

[0342] En conclusién, HZTFPI4F36 y MAb2974 tienen epitopos de union distintos pero solapables localizados en TFPI-Kunitz
2.

Ejemplo 12: Estudios in vivo

[0343] Los conejos se hicieron transitoriamente hemofilicos mediante la administracion intravenosa de 2000
RBU/kg de anticuerpos monoclonales anti-FVIIl. Después de 10 minutos, los conejos recibieron 12000 U/kg de
anticuerpo anti-TFPI (4F36; 1.93 mg/kg). El sangrado de la cuticula fue inducido 45 minutos después de la
administracion de-anticuerpo anti-FVIII.

[0344] El anticuerpo 4F36 caus6 una reduccion significativa en el tiempo de sangrado de la cuticula (figura 15).
La administracién del anticuerpo 4F36 condujo a caida no significativa en el nimero de plaquetas (figura 18).

[0345] Se repiti6 un experimento similar en el cual tres grupos de ocho conejos transitoriamente hemofilicos
recibieron bien anticuerpo de control de isotipo (grupo de control negativo), 2 mg/kg de anti-TFPI (mAb 4F36) o
bien 9 mg/kg de NovoSeven (grupo de control positivo) 5 minutos después de que el sangrado de la cuticula
fuera inducido. Los resultados se ilustran en la figura 16: la administracion de mAB 4F36 dio por resultado una
reduccion considerable en pérdida de sangre (aproximadamente 85%) en todos los receptores, lo que demuestra
que mAb4F36 se puede usar “bajo demanda”.

Ejemplo 13: Estimacién de larelacién de dosis-efecto en conejo

[0346] La relacion de dosis-efecto del mAb HzTFPI4F36 humanizado se examind en un modelo de hemofilia en
conejo. Los conejos se hicieron hemofilicos transitorios mediante administracién iv de un anticuerpo monoclonal
anti-FVIIl. Después de 10 minutos, los conejos recibieron 0.5, 1, 2 mg/kg HzTFPI4F36 o un anticuerpo de control
de isotipo. Después de otros 35 minutos, el sangrado de la cuticula fue inducido, seguido por un periodo de
observacion de 60 minutos. HzTFPI4F36 redujo significativamente y de manera dependiente de la dosis el
tiempo de sangrado asi como la pérdida de sangre cuando se incrementa la dosis de 0.5 a 2 mg/kg (figura 17).
Por lo tanto, una reduccion significativa tanto del tiempo de sangrado como de la pérdida de sangre se logré con
1 mg/kg de HzTFPI4F36, en correspondencia a una concentracion en el plasma de 18780 ng/ml HzTFPI4F36. La
normalizacion del sangrado se logré a 2 mg/kg, en correspondencia a una concentracion en el plasma de 30980
ng/ml de HzTFPI4F36.

[0347] Estos datos indican que la ‘concentracion eficaz’, p. €j., la concentraciéon en el plasma, necesaria para
normalizacion en el presente modelo - de HzZTFPI4F36 esta en el intervalo de 18780 y 30980 ng/ml.

Ejemplo 14: PK/PD en conejos — ‘Duracién de accion’

[0348] Se realiz6 un estudio farmacocinético de HzTFPI4F36 en conejos dosificados con 20 mg/kg. En puntos de
tiempo predeterminados durante el estudio, se extrajeron muestras de sangre de los conejos para perfil
farmacocinético por una ELISA que media HzTFPI4F36 libre (mostrado en las figuras 3A-3B mas adelante). Se
realizaron estudios de efecto a 4 dias (96 horas), 7 dias (168 horas) y 10 dias (240 horas) después de la
administracion, mediante el uso del modelo de sangrado de la cuticula en conejos hemofilicos transitorios, los
puntos de tiempo del efecto se indican en la figura 19.

[0349] El perfil farmacocinético es bifasico indicativo de aclaracion mediado por el objetivo. Por lo tanto, por
arriba del pliegue de la curva exceso de mAb libre esta presente (mABiibre>TFPliotal), por abajo del pliegue:
mAbiibre < TFPhota. De conformidad con el perfil farmacocinético, tanto el tiempo de sangrado como la pérdida de
sangre fueron significativamente reducidos a 4 y 7 dias después de la administracion de 20 mg/kg de
HzTFPI4F36 por via intravenosa, mientras que no se observo efecto significativo después de 10 dias (figura 20).

[0350] Estos datos confirman que la concentracion eficaz en el plasma de HzTFPI4F36 en un modelo de
sangrado de cuticula en conejos hemofilicos es entre 18780 y 30980 ng/ml que estd cerca del limite de
saturacion de TFPI (pliegue de la curva). Por consiguiente, una sola dosis iv. de 20 mg/kg HzTFPI4F36 redujo el
sangrado de la cuticula por lo menos durante 7 dias, que corresponde al periodo que la concentracion en el
plasma estuvo por encima de la ‘concentracioén eficaz’
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Ejemplo 15: Modelo farmacocinético basado en datos de PK en mono

[0351] Se hizo una evaluacion farmacocinética con base en un estudio farmacocinético en monos, donde se
administraron tanto dosis individuales como dosis mdltiples (figura 21). Los niveles de dosis variaron de 2 a 200
mg/kg.

[0352] El perfil de PK en monos (20 mg/kg, panel superior) es similar al de conejo que indica la presencia de
distribucién similar de TFPI soluble y unido a endotelio. Por lo tanto, estos datos indican que los datos de efecto
de conejo se pueden utilizar para predecir el intervalo de efecto en mono. Ademas, la afinidad de HzTFPI4F36
para TFPI de humano, mono y conejo son similares (el mismo epitopo) y la distribucion similar de TFPI en tejido
en las tres especies permite predicciones de dosis en mono y el hombre.

Ejemplo 16: Simulaciones

[0353] Con base en el modelo presentado anteriormente, fue posible hacer una serie de simulaciones. El objetivo
principal de las simulaciones fue describir el régimen de dosis 6ptimo en una situacién de dosis multiple. Esta
concentracion de objetivo (TFPI) no se conocia, pero los datos de efecto en conejo anteriores permiten la
suposicion de que si el objetivo esta cerca de la saturacion a un nivel de 30000 ng/ml, entonces se obtiene el
efecto completo en un modelo de sangrado. Por lo tanto, el objetivo principal de las simulaciones fue evaluar
cuales niveles de dosis durante un periodo conducirian a saturacion completa. La figura 22 despliega una
simulacion de 1 mg/kg administrado subcutaneamente. La figura 23 muestra una simulacion de 15 mg/kg de
HzTFPI4F36 (mMAbTFPI 2021) administrado IV cada tres semanas. La figura 24 muestra una simulacion de 20
mg/kg de HzTFPI4F36 (MAbTFPI 2021) administrada IV cada dos semanas.

[0354] En resumen, con base en las simulaciones anteriores, se puede hacer la siguiente prediccion de régimen
de dosis para seres humanos:

Tabla 12: Régimen de dosis

Tipo de dosis Dosis Régimen de dosis
Administracion s.c. 1 mg/kg Cada dos dias
Administracion i.v. 10-20 mg/kg Cada dos y cuatro semanas

LISTA DE SECUENCIAS

[0355]

<110> Novo Nordisk Novo Nordisk A/S
<120> Anticuerpos

<130> 7788

<160> 34

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 276

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 1
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ctgtagcact
tagaggacgt
atagacgtct
aggccgcacg
agggcccacce

gtctggaaac

<210> 15
<211> 113
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

actgggtctg
tcaggagggt
tcggaccggt
gactggccaa
tcecggcectect

cgccgecttg

gggagacagg
cagggacgac
caggggagtce
gaggccgagy
gcacccgcac

tttccacctce

<223> Cadena ligera variable humanizada

<400> 15

gacaggcact
cttaggctgc
gacgactaga
ccgtegeegt
atgatgacgg

tagttcgca

70

ggggaccggt
cgttctggat
tggaccacag
ggctgaagtg

acgtccggtg

cggacggagg
ggacttgacc
gtaggacctg

ggacttctag

ggtgaaggga

60

120

180

240

300

339



10

Asp Ile

Gln Pro

Asp Gly

Pro Gln
50

Asp Arg

Ser Arg

Thr His

Arg

<210> 16
<211> 363
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

Val

Ala

Lys

35

Leu

Phe

Val

Phe

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gln

ES 2 458 665 TS5

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

<223> Cadena pesada variable humanizada

<400> 16

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Trp T

40

val

Ser

Val

Gly

71

Leu

Ser

25

Ser

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Leu

Ile

Thr

vVal

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Asp
60

Phe

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

val

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Pro

15

Glu

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ala

Lys



10

15

20

25

gaggtgcagc

tcctgcegetg

ccagaaaagc

cctgactccg

ctgcagatga

ggctacgacg

tce

tggtcgagte
ccteeggett
ggctggaatg
tgcagggccg
actccctgag

agggcgacgc

ES 2 458 665 TS5

tggcggcgga

caccttctcce

ggtggccacce

gttcaccatce

agccgaggac

catggacagc

<210> 17
<211> 363
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena pesada variable humanizada

<400> 17

ctccacgtcg

aggacgcgac

ggtctttteg

ggactgaggc

gacgtctact

ccgatgetge

accagctcag

ggaggccgaa

ccgaccttac

acgtcccgge

tgagggactc

tccegetgeg

accgccgcect
gtggaagagg
ccaccggtgg
caagtggtag
tecggctectg

gtacctgteg

agg

<210> 18
<211> 121
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cadena pesada variable humanizada

<400> 18

ctggtgaage
aactacgcca
atctcccggt
agcagggaca
acagccgtgt

tggggccagg

gaccacttcg
ttgatgcggt
tagagggcca
tcgtecctgt
tgtcggcecaca

acccecggtee

72

ctggcggcetce
tgtcctgggt
ccggctecta
acgccaagaa
actactgcgc

gcaccaccgt

gaccgccgag

acaggaccca

ggccgaggat
tgcggttett
tgatgacgcg

cétggtggca

cctgcggetyg
gcggcagacc
ctcctacttce
ctcecctgtac
caggctgggce

gaccgtgtee

ggacgccgac
cgecegtetgg
gaggatgaag
gagggacatg
gtccgacccg

ctggcacagg

60

120

180

240

300

360

363

60

120

180

240

300

360

363



10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Ala

Ala

50

Gln Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Gln Gly

19

657
ADN
Artificial

Val

Leu

Met

Thr I

Arg

Met

Gln

Arg

Ser
35

Phe

Asn

Leu Gly

Thr
115

100

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Thr

Ser

85

Gly

Val

ES 2 458 665 TS5

Val Glu Ser Gly

5

Ser Cys Ala Ala

Val Arg Gln Thr

Arg Ser Gly Ser T

55

Ile Ser Arg
70

Leu Arg Ala

Tyr Asp Glu

Thr Val Ser
120

Cadena ligera constante humanizada

19

73

40

Gly

Ser
25

Pro

Gly Leu Val
10

Gly Phe Thr

Glu Lys Arg\

Ser Tyr Phe

60

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asp Asn Ala Lys Asn Ser

75

Glu Asp Thr Ala Val Tyr

90

Gly Asp Ala Met Asp Ser

105

Ser

110

Pro Gly

Ser Asn
30

Glu Trp

Asp Ser

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Trp Gly

Gly

Tyr

Val

Val



10

gacatcgtga
atctcctgcea
tatctgcaga
tceggegtge
tceegggtgg
cadacctttg
ttcatcttcce
ctgaalaact
tcgggtaact
agcagcacce

gtcacccatc

tgacccagac
agtcctccca
agcctggceca
ctgaccggtt
aggccgagga
gcggcggaac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcctgag

ES 2 458 665 TS5

ccctectgtee
gtccctgetyg
gtccecteag
cteccggetec
cgtgggcgtyg
aaaggtggag
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcaéagag
caaagcagac

ctcgecegte

<210> 20
<211> 657
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cadena ligera constante humanizada

<400> 20

ctgtagcact

tagaggacgt

atagacgtct

aggccgcacg

agggcccacce

gtctggaaac

aagtagaagg

gacttattga

agcccattga

tcgtegtggg

cagtgggtag

actgggtetg

tcaggagggt

tcggaccggt

gactggccaa
tccggetect
cgccgecttg
gcggtagact
agatagggtc
gggtcctcte
actgcgactc

tcceggacte

gggagacagg

cagggacgac

caggggagtc

gaggccgagg
gcacccgcac
tttccacctc
actcgtcaac
tctcecggttt
acagtgtctc
gtttcgtctg

gagcgggcag

ctgtccgtga
gaatccgacg
ctgctgatcet
ggcagcggca
tactactgcce
atcaagcgta
aaatctggaa
gtgcagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

gacaggcact
cttaggctge

gacgactaga

ccgtegecgt
atgatgacgg
tagttcgcat
tttagacctt
catgtcacct
gtcctgtcgt
atgctctttg

tgtttctcga

74

ccectggeca
gcaagaccta
acctggtgtc
ccgacttcac
tgcaggccac
cggtggctge
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

ggggaccggt
cgttctggat

tggaccacag

ggctgaagtg
acgtccggtg
gccaccgacg
gacggagaca
tccacctatt
tcctgtegtg
tgtttcagat

agttgtcccce

gecctgectece
cctgaactgg
catcctggac
cctgaagatc
ccacttccct
accatctgtc
tgtgtgcectyg
cgccctecaa
ctacagectce
cgcctgecgaa

agagtgt

¢ggacggagg
ggacttgacc

gtaggacctg

ggacttctag
ggtgaaggga
tggtagacag
acacacggac
gcgggaggtt
gatgtcggag
gcggacgett

tctcaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657



10

<210> 21
<211> 219

<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> Cadena ligera constante humanizada

<400> 21

Asp

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

Ile

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Val

Ala

Lys

35

Leu

Phe

Val

Phe

Val

115

Lys

Arg

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

ES 2 458 665 TS5

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

- 135

Lys

val

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Gln

75

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Phe

Val

Trp

Ser

10

Ser

Leu

Ile

Thr

Val

90

Ile

Val

Lys

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Val

Ser

Ser

Lys

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

125

Leu

Asn

Thr

Leu

30

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Pro
15

Glu

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ala

Lys

Glu

Phe

Gln



10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

145

Ser

Thr

Lys

Pro

22

1344
ADN

Artificial

Gly

Tyr

His

Val
210

Asn

Ser

Lys

195

Thr

Ser

Leu

180

Val

Lys

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

ES 2 458 665 TS5

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Cadena pesada constante humanizada

22

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Val

Leu

Glu

200

Arg

76

Thr
i85

Val

Gly

Glu

*1790

Leu

Thr

Glu

Gln

Ser

His

Cys

160

Asp Ser Lys Asp Ser
175

Lys Ala Asp Tyr Glu
190

Gln Gly Leu Ser Ser
205



10

gaggtgcagc
tcctgegetg
ccagaaaagc
cctgactccg
ctgcagatga
ggctacgacg
tcegetagea
gagagcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacacct
tccaaatatg
gtcttectgt
acgtgcgtgg
gatggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc

aagaaccagg

gagtgggaga
tLccgacggcet
gggaatgtct

agcctctcce

tggtcgagtce
cctceggett
ggctggaatg
tgcagggcceg
actccctgag
agggcgacgce
ccaagggccce
ccgececectggg
cagécgccét
actccctcag
gcaacgtaga
gtcccccatg
tcecccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagecgtect
tctccaacaa
cccgagagcee

tcagcctgac

gcaatgggca
ccttcttect
tctcatgcecte

tgtctctggg

ES 2 458 665 TS5

tggcggcgga
caccttctec
ggtggccacc
gttcaccatc
agccgaggac
catggacagc
atccgtcttce
ctgcctggtce
gaccagecgge
cagcgtggtg
tcacaagccce
cccaccatge
acccaaggac
gagccaggaa
tgccaagaca
caccgtectg
aggcctcceg
acaggtgtac

ctgcctggte

gccggagaac
ctacagcagg
cgtgatgcat

taaa

ctggtgaagc ctggcggcte cctgcggetg 60
aactacgcca tgtcctgggt gcggcagacce 120
atctccecggt ccggctecta ctectactte 180
agcagggaca acgccaagaa ctccctgtac 240
acagccgtgt actactgcgc caggctgggce 300
tggggccagg gcaccaccgt gaccgtgtcecce 360
cceectggege cctgectceccag gagcacctcece 420
aaggactact tcccecgaacc ggtgacggtg 480
gtgcacacct tcccggetgt cctacagtcce 540
accgtgccect ccagcagcett gggcacgaag SOOI
agcaacacca aggtggacaa gagagttgag 660
ccagcacctg agttcctggg gggaccatca 720
actctcatga tctceccggac cccectgaggte 780
gaccccgagg tccagttcaa ctggtacgtg 840
aagccgcggg aggagcagtt caacagcacg 900
caccaggact ggctgaacgg caaggagtac 960
tcctccatcg agaaaaccat ctccaaagcec 1020
accctgccce catcccagga ggagatgacce 1080
aaaggcttct accccagcga catcgecgtg 1140
aactacaaga ccacgcctecc cgtgctggac 1200
ctaaccgtgg acaagagcag gltggcaggag 1260
gaggctctge acaaccacta cacacagaag 1320
1344

<210> 23
<211> 1344
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cadena pesada constante humanizada

i



10

<400> 23

ctccacgtceg
aggacgcgac
ggtctttteg
ggactgaggc
gacgtctact
ccgatgcetgce
aggcgatcgt
ctctegtgte
agcaccttga
agtcctgaga
tggatgtgga
aggtttatac
cagaaggaca
tgcacgcacc
ctaccgcacc
atggcacacc
ttcacgttcc
tttececgteg
ttettggtee
ctcaccctcect
aggctgccga
cccttacaga

tcggagaggg

accagctcag
ggaggccgaa
ccgaccttac
acgtcccgge
tgagggactc
tcecegetgeg
ggttcccggyg
ggcgggaccec
gtccgeggga
tgagggagtece
cgttgcatct
cagggggtac

aggggggttt

accacctgcea
tccacgtatt
agtcgcagga
agaggttgtt
gggctctcgg
agtcggactg
cgttacccgt
ggaagaagga
agagtacgag

acagagaccc

ES 2 458 665 TS5

accgccgect
gtggaagagg
ccaccggtgg
caagtggtag
tcggcectectg
gtacctgtcg
taggcagaag
gacggaccag
ctggtcgecg
gtcgcaccac
agtgttcggg
gggtggtacg
tgggttcctg
ctcggtcett
acggttctgt
gtggcaggac
tccggaggge
tgtccacatg
gacggaccag
cggcctcttyg
gatgtcgtcc
gcactacgta

attt

<210> 24
<211> 448
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cadena pesada constante humanizada

gaccacttcg
ttgatgcggt
tagagggcca
tcgtcecctgt
tgtcggcaca
accccggtce
ggggaccgcg
ttcctgatga
cacgtgtgga
tggcacggga
tcgttgtggt
ggtcgtggac
tgagagtact
ctggggctce
tteggcgece
gtggtcctga
aggaggtagc
tgggacgggyg
tLttccgaaga
ttgatgttct
gattggcacc

ctccgagacg

78

gaccgccgag
acaggaccca
ggccgaggat
tgcggttett
tgatgacgcg
cgtggtggca
ggacgaggtc
aggggcttgg
agggccgaca
ggtcgtcgaa
tccacctgtt
tcaaggaccc
agagggcctg
aggtcaagtt
tcctegtceaa
ccgacttgcee
tcttttggta
gtagggtcct
tggggteget
ggtgcggagg
tgttctegtce

tgttggtgat

ggacgccgac

cgccgtetgg

gaggatgaag

gagggacatg

gtccgacccg

ctggcacaqq

ctcgtggagg

ccactgccac

ggatgtcagg

ccegtgette

ctctcaactc

ccctggtagt

gggactccag

gaccatgcac

gttgtecgtge

gttcctcatg

gaggtttcgg

cctctactgg

gtagcggcac

gcacgacctg

caccgteccte

gtgtgtctte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1344



<400> 24

Glu
1

Ser

Ala

Gln
65

Leu
Ala
Gln
Val
Ala
145
Ser
Val

Pro

Lys

Val

Leu

Met

Thr

50

Gln

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met
Leu
Thr
115
Pro
Gly
Asn
Gln
Ser

195

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Val

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

85

Gly

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Lys

Ser

Ala

Gln

Ser

Arg

Asp

Val

Cys

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

ES 2 458 665 TS5

Gly

Ala

Thr

40

Ser

Arg

Ala

Glu

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

200

Asp

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Gly

10

Gly

Glu

Ser

Asn

Asp

90

Asp

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

79

Leu

Phe

Tyr

Ala

75

Thr

Ala

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Thr

Val

Val

Thr

Arg

Phe

60

Lys

Ala

Met

Thr

Ser

140

His

Ser

Cys

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Val

Asp

Lys

125

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

205

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Ser

110

Gly

Ser

Val

Phe

Val

180

val

Lys

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Tyr

Gly

Tyr

Val

Val

Tyrx

80

Cys

Gly

Ser

Ala

val

160

Ala

Val

His

Gly



<210>
<211>
<212>
<213>

Pro

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

25
339
ADN

210

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

Artificial

Leu

Glu

Gln

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gly

Gln

Asn
435

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

340

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

420

His

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

325

Lys

Glu

Fhe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Met

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

ES 2 458 665 TS5

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

FPhe

Lys
440

Pro

Lys

Val

265

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

410

Cys

Leu

80

Phe

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Ser

Gln

Val

val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Gly

Met

Gln

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys G

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Leu

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Lys
335

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Gly

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys



10

15

20

<220>

<223> Secuencia de acido nucleico de VL HzTFPI4F36-injertado con CDR (secuencia de péptido de sefial

omitida)

<400>

25

gacatcgtga
atctcctgca
tatctgcaga
tcecggegtge
tcccgggtgg

cagacctttg

<210> 26

<211>
<212>
<213>

113
PRT
Artificia

<220>

<223>

sefial

omitida)

<400> 26

tgacccagac

agtcctccca

agcctggceca

ctgaccggtt

aggccgagga

gcggcggaac

ES 2 458 665 TS5

ccectectgtee

gtccetgetg

gtccecctcag

ctccggetcee

cgtgggcgtg

aaaggtggag

ctgtccgtga
gaatccgacg
ctgctgatct
ggcagcggca
tactactgcce

atcaagcgt

81

cccectggeca
gcaagaccta
acctggtgte
ccgacttcac

tgcaggccac

gcctgectee
cctgaactgg
catcctggac
cctgaagatc

ccacttcect

60

120

180

240

300

339

Secuencia de aminoéacidos de VL HzTFPI4F36-injertado con CDR (secuencia de péptido de



10

Asp
Gln
Asp
Pro
Asp
65

Ser

Thr

Arg

<210> 27

Ile

Pro

Gln

50

Arg

Arg

His

<211> 363
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de acido nucleico de VH HzTFPI4F36-injertado con CDR (secuencia de péptido de sefial

omitida)

<400> 27

Val

Ala

Lys

35

Leu

Phe

Val

Phe

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Ala
85

Gln

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

ES 2 458 665 TS5

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Asp

Phe

Pro

Lys

Trp

40

val

Ser

Val

Gly

82

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Leu

Ile

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Iyr

Thr

Ser

Ser

Lys

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Pro

15

Glu

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ala

Lys



10

gaggtgcagc
tcectgegetg
ccagggaagg
gccgacteceg
ctgcagatga

ggctacgacg

tcc

<210> 28
<211> 121
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

tggtcgagte

ccteceggett

gactggaatg

tgaagggccg

actccctgag

dgggcgacgc

ES 2 458 665 TS5

tggcggcgga
caccttctce
ggtgtccacc
gttcaccatc
agccgaggac

catggacagc

ctggtgaagce
aactacgcca
atctcccggt
agcagggaca
acagccgtgt

tggggccagg

ctggcggete
tgtcctgggt
ccggctcecta
acgccaagaa
actactgcgce

gcaccaccgt

cctgcggetg

gcggcaggcce

ctcctactac

ctcectgtac

caggctgggc

gaccgtgtcc

60

120

180

240

300

360

363

<223> Secuencia de aminoacios de VH HzTFPI4F36-injertado con CDR (secuencia de péptido de sefial omitida)

<400> 28

83



10

15

Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gln

<210> 29
<211> 219

Val

Leu

Met

Thr

50

Gln

Arg

<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de LC de HzTFPI4F36-injertado con CDR, cadena kappa humana (secuencia

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Leu

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

de péptido de sefal omitida)

<400> 29

Val

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

85

Gly

Val

ES 2 458 665 TS5

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asp

Val

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Glu

Ser
120

84

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Asn

Asp

90

Asp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ala
75

Thr

Ala

Lys

Ala

Met

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Ser
110

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly



Asp

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

<210> 30

Ile

Pro

Gly

Gln

=
ey

Arg

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Tyr

His

Val
210

<211> 448
<212> PRT
<213> Atrtificial

Val

Ala

Lys

35

Leu

Phe

val

Phe

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
195

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Thr
Ile
TYJ;‘
Ile
Gly
Ala
85

Gln
Ala
Gly
Ala
Gln
165

Ser

Tyr

Ser-

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215
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Pro

Lys

Trp

40

val

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Val

Leu

Glu

200

Arqg

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Ile

Thr

val

90

Gly

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

85

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His G

Cys

Ser

Ser

Lys

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu
140

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Thr

Leu

30

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Asp
190

Leu

Pro

15

Glu

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ala

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser
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<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de HC de HzTFPI4F36-injertado con CDR, IgG4(S241P) humana (secuencia
de péptido de sefial omitida)

<400> 30

86



Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Leu

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Ser
195

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Fhe

Asn

Gly

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Val

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

85

Gly

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Pro

val

150

Ala

Gly

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asp

Val

Cys

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

ES 2 458 665 TS5

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Glu

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

200

Asp

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser
185

Thr

Lys

Gly

Gly

Gly

Ser

Asn

Asp

90

Asp

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

87

Leu

Phe

Lys

Tyr T

Ala

75

Thr

Ala

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Thr C

Val

Val

Thr

Gly

Lys

Ala

Met

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Lys

125

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

205

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Ser

110

Gly

Ser

Val

Phe

Val

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

190

Val

Lys

Asp

Tyr

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Gly



Pro

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Fro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

<210> 31

210

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Asp

Trp

His

<211> 112
<212> PRT
<213> Homo Sapiens

Cys

Leu

Glu

Gln

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
435

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

340

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

420

His

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

325

Lys

Glu

Fhe

Glu

FPhe

405

Gly

Tyr

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Met

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

ES 2 458 665 TS5

Ala

Pro

Val
Val
280

Gln

Gly
Pro
Thr
360
Ser
Tyr
Iyr

Phe

Lys
440

Pro

Lys

Val

265

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

410

Cys

Leu

88

Phe

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Ser

Gln

Val

val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Gly

Met

Gln

Val

285

Tyr

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Val

Asp

His

430 .

Leu

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Gly

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys
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<400> 31

Asp Ile Val

1

Gln Pro Ala

Asp Gly Lys

35

Pro Gln Leu

50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Ile His Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

32

112

PRT

Homo Sapiens

32

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Thr

ES 2 458 665 TS5

Gin

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Phe

Thr

Cys

Tyr

Glu

55

Gly

Asp

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

89

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Leu

Ser

Thr

Val

90

Thr

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Val

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Glu

Thr

Leu

30

Gly

Leu

Met

Ile
110

Pro
15

His

-Gln

Val

Lys

Gln

95

Lys

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Arg
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Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ser Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ser Ile Ser Ser Ser Ser Ser Tyr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
100 105 110

<210> 33

<211> 224

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 33

90



Glu Val

Ser Leu

Ala Met

Ala Thr
50

Gln Gly
65

Leu_Gln

Thr Arg

Gln Gly

Val Tyr
130

Thr Leu
145

Thr Trp

Val Leu

Ser Ser

Ala Ser
210

<210> 34
<211> 222
<212> PRT

Glu

Lys

Ser T

35

Ile

Arg

Met

Leu

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Thr

195

Ser

Leu

Leu

20

Ser

Phe

Ser

Gly

100

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Trp

Thr

<213> Homo Sapiens

Val

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

85

Gly

Val

Ala

Leu

Gly

165

Asp

Pro

Lys

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leun

Tyr

Thr

Pro

Val

150

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asp

Val

Leu

Tyr

Glu

Asp
215
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Gly

Ala

Thr

40

Ser

Arg

Ser

Glu

Ser

120

Ser

Gly T

Ser

Thr

Thr
200

Lys

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Ala

Ser

Leu

185

Val

Lys

Gly

10

Gly

Glu

Ser

Asn

Asp

90

Asp

Ala

Ala

Phe

Ser

Thr

91

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Ala

Lys

Gln

Pro

155

Val

Ser

Cys

Val

Val

Thr

Arg

Phe

60

Lys

Ala

Met

Thr

Thr

140

Glu

His

Ser

Asn

Pro
220

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Asp

Thr

125

Asn

Pro

Thr

Val

Val

205

Arg

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser

110

Pro

Ser

Val

Phe

Thr

190

Ala

Asp

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

Irp

Pro

Met

Thr

Pro

175

Val

His

Cys

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

Gly

Ser

Val

Val

160

Ala

Pro

Pro

Gly



<400>

Glu

Ser

Ala

Ala

Gln

65

Leu

Ala

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

34

val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro
210

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Leu

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

185

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Val

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

85

Gly

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Giu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asp

Val

Cys

135

Lys

Leu

Leu

Val
215
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Gly
Ala
Thr
40

Ser
Arg
Ala
Glu
Ser
120
Ser
Asp
Thr
Tyr
Lys

200

Asp

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Gly

10

Gly

Glu

Ser

Asn

Asp

Asp

Ala

Ser

FPhe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

92

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Ala

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Thr

Val

Val

Thr

Arg

Phe

60

Lys

Ala

Met

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu
220

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Val

Asp

Lys

125

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

205

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Ser

110

Gly

Ser

Val

Phe

Val

190

Val

Lys

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Gly

Iyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse especificamente al dominio de K2 de TFPI, donde dicho
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un epitopo que comprende el residuo R17 de SEC ID n.°: 2 y el
KD de dicho anticuerpo es menos de 0.8 nM, como se determina usando resonancia de plasmon de superficie,
donde la cadena pesada de dicho anticuerpo comprende un secuencia CDR3 de los aminoacidos 99 a 110
(LGGYDEGDAMDS) de la SEC ID n.1 18, donde uno, dos o tres de estos aminoacidos se pueden sustituir por un
aminoécido diferente;

donde la cadena pesada de dicho anticuerpo comprende ademas:

* una secuencia CDR1 de aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) de SEC ID n.°: 18, donde uno, dos o tres de
estos aminoéacidos se pueden sustituir por un aminoacido diferente; y

* una secuencia CDR2 de aminoacidos 50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) de SEC ID n.°: 18, donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos se pueden sustituir por un aminoacido diferente;

y donde la cadena ligera de ese anticuerpo comprende:

« una secuencia CDR1 de aminoacidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) de SEC ID n.%: 15, donde uno,
dos o tres de estos aminoacidos se pueden sustituir por un aminoacido diferente; y

« una secuencia CDR2 de aminoéacidos 55 a 61 (LVSILDS) de SEC ID n.°: 15, donde uno, dos o tres de
estos aminoacidos se pueden sustituir por un aminoacido diferente; y

* una secuencia CDR3 de aminoacidos 94 a 102 (LQATHFPQT) de SEC ID n.°: 15, donde uno, dos o tres
de estos aminoacidos se pueden sustituir por un aminoécido diferente.

2. Anticuerpo monoclonal, segun la reivindicacion 1 o 2, donde el Kp de dicho anticuerpo es menor de 0.7 nM, tal
como menos de 0.6 nM, tal como menos de 0.5 nM, tal como menos de 0.4 nM, tal como menos de 0.3 nM, tal
como menos de 0.2 nM, tal como menos de 0.1 nM, tal como menos de 0.05 nM, tal como menos de 0.025 nM
como se determina usando resonancia de plasmon de superficie.

3. Anticuerpo monoclonal segin cualquiera de las reinvindicaciones 1-2, donde la cadena ligera de ese
anticuerpo comprende residuos de aminoécidos:

« E, en la posicion correspondiente a la posicion 31,

« S, en la posicion correspondiente a la posicion 32,

« D, en la posicién correspondiente a la posicién 33,

* Y, en la posicién correspondiente a la posicion 37,

* A, en la posicién correspondiente a la posicion 96,

T, en la posicion correspondiente a la posicién 97 y

* F, en la posicion correspondiente a la posicion 99 de SEC ID n.°: 15;

y donde la cadena pesada de ese anticuerpo comprende residuos de amino acidos:

N, en la posicién correspondiente a la posicion 31,

* R, en la posicion correspondiente a la posicion 53,

* S, en la posicién correspondiente a la posicion 54,

* Y, en la posicién correspondiente a la posicion 57,

* Y, en la posicién correspondiente a la posicion 59,

* F, en la posicion correspondiente a la posicién 60,

« P, en la posicion correspondiente a la posicion 61,

« D, en la posicion correspondiente a la posicién 62,

* Q, en la posicién correspondiente a la posicién 65,
Y, en la posicion correspondiente a la posicion 102,
* D, en la posicion correspondiente a la posicion 103 y
* D, en la posicion correspondiente a la posicion 106 de SEC ID n.° 18.

4. Anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 3, donde dicha cadena pesada ademas comprende una S en la
posicion correspondiente a la posicion 52 de SEC ID n.°: 18 y/o donde la cadena ligera ademéas comprende una
H en la posicidn correspondiente a la posicion 98 de SEC ID n.°: 15 y la cadena pesada ademas comprende una
S en la posicién correspondiente a la posicién 56 de SEC ID n.°; 18.

5. Anticuerpo monoclonal segin cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde dicha sustitucién de aminoacido
es una sustitucion conservativa.

6. Anticuerpo monoclonal que es capaz de unirse al dominio de Kunitz 2 (K2) del inhibidor de la via del factor
tisular (TFPI), donde la cadena pesada de ese anticuerpo comprende:
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 una secuencia CDR1 de aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) de SEC ID n.°: 18y

« una secuencia CDR2 de aminoacidos 50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) de SECIDn.%: 18y

« una secuencia CDR3 de aminoacidos 99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) de SEC ID n.%: 18, y donde la
cadena ligera de ese anticuerpo comprende:

* una secuencia CDR1 de aminoacidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) de SEC ID n.°%: 15;y

* una secuencia CDR2 de aminoacidos 55 a 61 (LVSILDS) de SEC ID n.°: 15; y

« una secuencia CDR3 de aminoacidos 94 a 102 (LQATHFPQT) de SEC ID n.°: 15.

7. Anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde la cadena ligera de ese anticuerpo
comprende SEC ID n.°: 15y la cadena pesada de ese anticuerpo comprende SEC ID n.°: 18.

8. Anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde la cadena ligera de ese anticuerpo
comprende SEC ID n.°: 21 y la cadena pesada de ese anticuerpo comprende SEC ID n.°: 24.

9. Anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que es capaz de neutralizar la inhibicion
por TFPI de FVIla/TF/FXa unido a membrana en por lo menos 55%, tal como por lo menos 60%, tal como por lo
menos 65%, tal como por lo menos 70%, tal como por lo menos 75%, tal como por lo menos 80%, tal como por
lo menos 85%, tal como por lo menos 90%, tal como por lo menos 95%, tal como hasta 100%, tal como 100%,
como se mide en una prueba de inhibidor de FVIla/TF/FXa, cuando TFPI es saturado con el anticuerpo.

10. Célula eucariota que expresa el anticuerpo monoclonal, o fragmento de este, segin cualquiera de las
reivindicaciones 1-9.

11. Composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo segin cualquiera de las reivindicaciones 1-10 y un
vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

12. Anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para su uso en el tratamiento de un
sujeto con una coagulopatia.

13. Anticuerpo monoclonal para uso segun la reivindicacion 12, donde dicho sujeto tiene coagulopatia congénita,
adquirida o iatrogénica, tal como hemofilia A, con o sin inhibidores, hemofilia B, con o sin inhibidores.
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TFPI-4F36A1B2 VL (secuencia de nucledtidos y traducida, péptido de sefial omitido):

251

301

DI vw TeT PLT L &8 VT I G Q-
GATATTSTGR TGACOCAGAC TOCACTCACT TTGTOIGTTA CCATTGAACA
CTATRACACT ACTGGGTCTG AGETGRGTGA ARCRGOCRAT GGTAARCCTGT
P A & I 58 C K & 5 ¢ 5L L E S D G-
RCCAGCTTCOC ATCTCTTGCA AGTCARGTCR GAGCCTCTTA GRAAGTGATS
TEGTCGRAGE TAGRGARACGT TCARGTTCAGT CTOGGAGRAT CTTTCACTAC

K TY L W # L L 2 R P G E 5 P K
GASRACCTA TTTAAATTOS TTATTACAGA GOCCAGGOOR GTCTCCRAMG
CTTTTTGEAT AAATTTARCS ARTAATGSTCT COGETOOGCT CAGMIGTTTC

L LI Y L Vs I LD 5 3@V P DRF-
CTOCTAARTCT ATCTGGTOTS TATACTGAAC TCTOAAGTOC CTAAMCAGSTT
GRGGATTAGE TAGROCACKG ATATGRCOCTG AGACCTCAGE GRCTGTCCAR
T @ § 6 8 G T D FT L KI & R V E-
CARCTGGCAGT GGATCAGGGAR CRGATTTCAC GUTGRAAATC AGCAGRGTGS
GTGRCOGTCA OCTRGTCCCT GTCTARRRGTG CGACTTTTAG TOGTCTCARCC

A E D L G ¥ ¥ ¥ ¢ L Q@ A T H F P
ROGCTARGGR TTTOGGASTT TATTATTOTT TOCRAGCTAC ACRTTTTOCT
TOOGACTOCT AARCOCTCRA ATAATAACAAR ACOTTOOATS TOTAARMGGR

@ T F 4G4 49 a T K L E I K R
CAGACTTTCO GTGGOGACAT CRARGITGGAA ATCAARCGS
GTCTIGCRAGC CACOEOCETG GTTOGACCTT TAGTTIGCC

TFPI-4F36A1B2 VH (secuencia de nucledtidos y traducida, péplido de sefial omitido):

151

CTOCACCTCG ACCROCTCARG ACOOICTOOG ARATCACTTOS GROTTCCOCAG
L KL 5 €C AR A 58 G F T F S W Y A M-
CCTGRAACTC TOCTGTGCARG CCTCTGGEATT CACTTTCAGT AACTARTGOCA
GRACTTTGAG AGCACACGTC GGAGACCTAR GTGAAAGTCA TTGATAOGGT
F WV E Q@ T P E EE L E W ¥V A T
TETCTTOAAT TOACCAGACT COGGAGARAGA CSOCTOSAGTS GOTOGCAACT
ACAGRARCOCR AGCOETCTGA GOOCTCTTCT COGACCTCAC CCRECATTGA
I 8 R 8 @ 8 Y 5 ¥ F PDS VY © 4 R-
ATTAGTOGTR GTGETAGTTA CTOCTACTTT CCAGRCAGTE TGCAGGETCS
TAATCAGCAT CACCARTCRAT GRGGATGAAR GOTCTGTCAC ACGTCCCRGC
«F T I 5 R DN A KN TLY L O M S5-
ATTCRCCATC TCCRGRGRCAR RATGOCRRGAR CROCCTGTAC CTGCRARTGR
TARGTOSTAG AGGTCTCTST TACGGTTCIT GTGOGACATS GAOGTTTACT
S L E 38 E D T A B ¥ Y €T R L G
GCAGTCTOOO OTCTAAGOAD ADGOOCATIOT ATTATIOTAC AMAIACTTOGO
CETCAAAOGE CAGACTCCTG TOOOGATACA TAATAACATG TTCTGAROCC
9 Y DE @D A ¥ Ds W aoQa TS V-
GETTACGACE AGAGOGATOC TATGAACTOC TAGGETCARE GRACCTCMGT
CCRATGCTGC TCCCOCTROG ATACOCTGAGE ACCCCAGTTC CTTGGRGETCRA
T VvV 8§ 8
CROCGTCTCC TCA
GTRGCASAGE AGT
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