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ANTICORPO ANTI-FXI OU ANTI-FXIa ISOLADO, SEU USO E METODO DE
PREPARAGAO, COMPOSICAO FARMACEUTICA E ANTICORPO OU UM
FRAGMENTO FUNCIONAL DO MESMO OU UMA PORCAO IMUNOLOGICAMENTE
ATIVA DO MESMO
Campo da Invengao
[0001] A presente invencdo refere-se a anticorpos capazes de se ligar ao fator de
coagulagao XI (FXI) e/ou ao seu fator XIa (FXIa) de forma ativada e aos fragmentos de FXI
efou FXIa, e usos do mesmo, incluindo usos como agentes anticoagulacdao para o

tratamento de trombose, que ndo comprometam a homeostase.

Antecedentes da Invengao
[0002] A trombose é uma condi¢do que envolve a coagulagdo sanguinea em um vaso
sanguineo, bloqueando ou obstruindo, assim, o fluxo sanguineo na area afetada. Esta
condugdo pode levar a complicagGes serias se os coagulos de sangue se deslocam ao longo
do sistema circulatdrio para uma parte crucial do corpo, tais como coragao, cérebro e
pulmdes, levando a ataque cardiaco, acidente vascular cerebral, embolia pulmonar, etc. A
trombose pode ser tratada ou prevenida por meio de anticoagulantes tais como a heparina
e a varfarina. A reacdo adversa mais comum das terapias disponiveis atualmente é o
sangramento. Portanto, essas terapias sao limitadas pela dose e pela adesao do paciente
devido ao fato de que os pacientes precisam ser monitorados de perto apds o tratamento.
[0003] Existe uma necessidade para uma terapia ou profilaxia de trombose eficaz com efeitos
colaterais minimos. A presente invengdo satisfaz as necessidades do estado da técnica.
Descricao Resumida da Invengao

[0004] E fornecido no presente, em certas realizagBes, anticorpos que se ligam ao fator de
coagulacdo XI (FXI) e/ou ao seu fator de forma ativada XIa (FXIa) e a fragmentos de FXI
e/ou de FXIa. Em algumas realizacbes, os anticorpos sao anticorpos monoclonais. Em
algumas realizagbes, os anticorpos sao anticorpos recombinantes. Em algumas realizagdes,
os anticorpos sdao anticorpos humanizados. Em algumas realizagdes, os anticorpos sao
porcdes imunologicamente ativas de moléculas de imunoglobulina, por exemplo, Fabs, Fvc
ou scFvs. Em algumas realizagbes, 0s anticorpos ligam-se ao dominio A3 de FXI e/ou FXIa.

Em algumas realizagGes, os anticorpos incluem uma ou mais CDRs consistindo em ou
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compreendendo as sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 11-16, 27-32, 43-48, 59-
64, 75-80, 91-96, 107-112, 123-128, 139-144, 155-160, 171-176 e 187-192.

[0005] E fornecida no presente uma composicao farmacéutica para o tratamento e/ou a
preven¢do de trombose e/ou de complicagdes ou condigBes associadas a trombose. A
composicao farmacéutica compreende um ou mais anticorpos anti-FXI e/ou anti-FXIa,
conforme descritos no presente. Em algumas realizagdes, a composicdo farmacéutica
compreende ainda um ou mais adjuvantes, veiculos, excipientes, conservantes ou
conservantes farmaceuticamente aceitaveis, ou uma combinagdo dos mesmos.

[0006] E fornecido no presente um &cido nucleico que codifica um anticorpo anti-FXI efou
anti-FXIa, conforme descrito no presente, ou um fragmento funcional de qualquer anticorpo,
bem como um vetor compreendendo o dacido nucleico e uma célula hospedeira
compreendendo o vetor. Em algumas realizagGes, o vetor € um vetor de expressdo que €
capaz de produzir o anticorpo ou um fragmento funcional do mesmo codificado pelo acido
nucleico em uma célula hospedeira.

[0007] E fornecido no presente um kit que compreende um ou mais anticorpos anti-FXI
e/ou anti-FXIa, conforme descritos no presente, para uso no tratamento e/ou na preven¢ao
de trombose e/ou de complicagbes ou condigdes associadas a trombose. Alternativamente,
o kit compreende uma composigao farmacéutica compreendendo um ou mais anticorpos
anti-FXI e/ou anti-FXIa, conforme descritos no presente, para uso no tratamento e/ou na
prevencdo de trombose e/ou de complicagbes ou condigbes associadas a trombose. Em
certas realizagbes, 0 kit compreende ainda instrugdes de uso.

[0008] E fornecido no presente um método de tratamento e/ou prevencdo de trombose
e/ou de complicagBes ou condigdes associadas a trombose. O método inclui a administragdo
a um sujeito em necessidade do mesmo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
ou mais anticorpos anti-FXI e/ou anti-FXIa, conforme descritos no presente.
Alternativamente, o método inclui @ administragao a um sujeito em necessidade do mesmo
de uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma composigdo farmacéutica contendo um
anticorpo anti-FXI, um anticorpo anti-FXIa ou um fragmento funcional de qualquer um dos
anticorpos.

[0009] E fornecido no presente um uso de um anticorpo anti-FXI e/ou anti-FXIa, como
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descrito no presente, formulando um medicamento para o tratamento e/ou a prevencao de
trombose e/ou de complicagGes ou condigdes associadas a trombose.
[0010] E fornecido no presente um método de produgdo de um anticorpo anti-FXI e/ou anti-
FXIa, conforme descrito no presente. O método envolve as etapas de transformagado de uma
célula hospedeira com um vetor compreendendo um acido nucleico que codifica o anticorpo,
e expressa 0 anticorpo na célula hospedeira. O método pode ainda incluir a purificacdo do
anticorpo expresso a partir da célula hospedeira. Adicionalmente, o anticorpo purificado
pode ser submetido a modificagbes de modo que o anticorpo recombinante modificado
retenha a atividade do anticorpo humano correspondente. Alternativamente, um anticorpo
descrito no presente pode ser produzido a partir da cultura de um hibridoma.

Breve Descri¢cao dos Desenhos
[0011] A Figura 1 ilustra os efeitos de cinco anticorpos anti-FXI via ensaio APTT no plasma
humano. O plasma humano suplementado com cinco anticorpos diferentes em uma
concentragao variando de 0 a 400 nM foi testado em um ensaio APTT como descrito no
Exemplo 2. Os cinco anticorpos testados incluiram 19F6 (A), 34F8 (B), 42A5 (C), 1A6 (D) e
14E11 (E). Os anticorpos 1A6 e 14E11 foram usados como controles positivos nesta
experiéncia.
[0012] A Figura 2 ilustra os efeitos dos anticorpos 19F6 (A), 34F8 (B) e 42A5 (C) no ensaio
APTT no plasma de macacos. O plasma de macaco suplementado com trés anticorpos
diferentes em uma concentragao variando de 0 a 400 nM foi testado em um ensaio APTT
como descrito no Exemplo 3.
[0013] A Figura 3 ilustra sensogramas de SPR para ligacdo de FXI a h-19F6 (A), h-34F8 (B)
e h-42A5 (C) imobilizados, bem como sensogramas de SPR para ligacdo de FXIa a h-19F6
(D), h-34F8 (E) e h-42A5 (F) imobilizados. Os dados foram ajustados com o modelo de
ligacdo 1:1 e os ajustes das curvas nas concentragdes de FXI (0,005-1 ng/ml) sao mostrados
sobrepostos nos sensogramas. Cada curva indica uma concentragao de teste diferente de
FXI ou FXIa.
[0014] A Figura 4 ilustra as curvas de concentragdo-resposta dos anticorpos h-19F6 (A), h-
34F8 (B) e h-42A5 (C) que inibem o FXIa humano da hidrélise de S-2366.
[0015] A Figura 5 ilustra os efeitos inibitorios dos anticorpos h-19F6 (A) e h-42A5 (B) na
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ativacdo de FIX mediada por FXIa para FIXa. O FIX humano (200 nM) foi incubado com
FXIa (5 nM) em PBS com CaCl; a 5 mM a temperatura ambiente com IgG controle a 1 UM
ou h-19F6 ou h-42A5. Nos intervalos indicados, as amostras foram coletadas e o FIX, bem
como o FIXa, foram determinados por Western blot utilizando IgG de FIX anti-humano de
cabra (Affinity Biologicals).

[0016] A Figura 6 ilustra os efeitos dos anticorpos h-34F8, h-19F6 e h-42A5 no APTT em
macacos cynomolgus. Os macacos foram administrados por via intravenosa com doses
indicadas de h-34F8 (A), h-19F6 (B) e h-42A5 (C). O tempo de coagulacdo ex vivo APTT foi
determinado na pré-dose (tempo 0) € 0,5, 1, 3, 6, 12 e 24 horas apds a dose.

[0017] A Figura 7 ilustra os efeitos dos anticorpos h-34F8, h-19F6 e h-42A5 na PT em
macacos cynomolgus. Os macacos foram administrados por via intravenosa com as doses
indicadas de h-34F8 (A), h-19F6 (B) e h-42A5 (C). O tempo de coagulagdo ex vivo PT foi
determinado na pré-dose (tempo 0) e 0,5, 1, 3, 6, 12 e 24 horas apds a dose.

[0018] A Figura 8 ilustra os efeitos dos anticorpos h-34F8, h-19F6 e h-42A5 na trombose
de derivagdo AV em macacos cynomolgus. Os niveis crescentes de h-34F8 (A), h-19F6 (B)
ou h-42A5 (C) foram administrados por via intravenosa a macacos (n = 3 para h-34F8 e h-
19F6; n = 4 para h-42A5), altera¢des de peso do coagulo em relagdo a pré-dose foram
determinadas no modelo de macaco de trombose de derivacdao AV. *P < 0,05, ¥*P < 0,01
e **¥p < 0,001 vs. Veiculo.

[0019] A Figura 9 ilustra os efeitos dos anticorpos h-34F8, h-19F6 e h-42A5 no tempo de
sangramento em macacos cynomolgus. Os niveis crescentes de h-34F8 (A), h-19F6 (B) ou
h-42A5 (C) foram administrados por via intravenosa a macacos (n = 3 para 34F8 e h-19F6;
n = 4 para h-42A5), o tempo de sangramento foi avaliado na pré-dose e a 30 minutos apds
cada dose.

[0020] A Figura 10 ilustra os efeitos antitrombéticos dos anticorpos h-34F8, h-19F6 e h-
42A5. Quatro grupos de macacos (n = 5) foram administrados por via intravenosa com o
veiculo, 0,3 mg/kg de h-34F8, h-19F6 ou h-42A5, por 2 horas, e FeCls foi aplicado na artéria
femoral esquerda de cada animal para induzir trombose. Os tempos para 80% de oclusao
trombdtica (A) e para 100% de oclusdo trombdtica (B) foram determinados pelo

monitoramento da velocidade do fluxo sanguineo. *P < 0,05 e **P < 0,01 vs. veiculo.
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[0021] A Figura 11 ilustra que o tratamento com anticorpos h-34F8, h-19F6 ou h-42A5 nao
prolongou o tempo de sangramento em macacos. Quatro grupos de macacos (n = 5) foram
administrados por via intravenosa com o veiculo, 0,3 mg/kg de h-34F8, h-19F6 ou h-42A5,
e o0 tempo de sangramento do modelo foi medido pré-dose e 1 hora apds a dose. O tempo
de sangramento individual nos grupos tratados com h-34F8, h-19F6 e h-42A5 é mostrado
em (A), (B) e (C), respectivamente. A alteragao do tempo de sangramento no tratamento
com veiculo, h-34F8, h-19F6 ou h-42A5 é mostrada em (D).
[0022] A Figura 12 ilustra os efeitos dos anticorpos h-34F8, h-19F6 e h-42A5 nos tempos
de coagulagdo do plasma de macaco. Quatro grupos de macacos (n = 5) foram
administrados por via intravenosa com o veiculo, 0,3 mg/kg de h-34F8, h-19F6 e h-42A5,
respectivamente, e o sangue foi coletado pré-dose e cerca de 3 horas apds a dose para
preparacao de plasma e tempo de coagulagao, determinagdo de APTT e PT. As alteragdes
APTT e alteragbes PT sao mostradas em (A) e (B), respectivamente. **P < 0,01 e **¥p <
0,001 vs. veiculo.
[0023] A Figura 13 ilustra a sequéncia de aminoacidos do FXI humano (SEQ ID NO: 203).
Descrigdao Detalhada da Invengao
[0024] A descricdo a seguir da presente invengdo € meramente ilustrativa de varias
realizagdbes da presente invengdo. Como tal, as modificagbes especificas discutidas ndo
devem ser interpretadas como limitagdes no escopo da presente invengdo. Sera evidente
para um técnico no assunto que varios equivalentes, alteragdes e modificagdes podem ser
feitos sem se afastar do escopo da presente invengdo, e é entendido que tais realizagBes
equivalentes devem ser incluidas no presente.
[0025] Tanto a via intrinseca como a via extrinseca estdo envolvidas em cascatas de
coagulagdo sanguinea /7 vivo. A via intrinseca, também chamada de via de ativacdo de
contato, € iniciada pelo contato com uma interface de superficie e resulta na ativagdo do
FXII. A via intrinseca também envolve FXI, FIX e FVIIIL. A via extrinseca, também chamada
de fator tecidual (TF), € iniciada por lesdo vascular e resulta na formagdao de um complexo
ativado de TF-FVIIa. Essas duas vias se encontram e ativam a via comum, levando a
conversao de protrombina em trombina e eventualmente a formagdo de coagulo de fibrina

reticulado. Os anticorpos descritos no presente ligam-se a FXI e/ou a FXIa e tém como alvo
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a via intrinseca da coagulagdo sanguinea. A estrutura do envolvimento do FXI e do FXI na
coagulagdo sanguinea foi relatada em varias publicagbes. Vide, por exemplo, Emsley et al.,
Blood 115 (13): 2569-2577 (2010), cujo contelido é incorporado por referéncia.
Anticorpos Anti-FXI ou Anti-FXIa
[0026] Sao fornecidos no presente anticorpos que se ligam a FXI, FXIa e/ou a um fragmento
de FXI ou FXIa e inibem a formagdo de coagulo sanguineo. Estes anticorpos sdo capazes
de se ligar a FXI, FXIa e/ou a um fragmento de FXI ou FXIa (por exemplo, um fragmento
compreendendo o dominio A3) e exibir um efeito inibidor @ uma concentragdo que € muito
menor do que a dose minima de seguranga. Por exemplo, em algumas realizagdes, uma
dose do anticorpo entre 0,1 mg/kg i.v. e 3 mg/kg i.v. exibe um efeito inibitdrio na conversao
de FXI em FXIa em macacos cynomolgus. Além disso, os anticorpos descritos no presente
podem ser utilizados como agentes de anticoagulagdo com seguranga superior devido ao
seu risco minimo de causar hemorragia versus agentes de anticoagulagdo convencionais,
tais como a heparina.
[0027] Como utilizado no presente, o termo "compreendendo" com relagdo a uma
composi¢ao ou um método significa que a composicao ou 0 método inclui pelo menos os
elementos citados. O termo “consistindo essencialmente em” significa que a composi¢ao ou
o método inclui os elementos recitados, e pode ainda incluir um ou mais elementos
adicionais que ndo afetam materialmente as caracteristicas novas e basicas da composicdo
ou método. Por exemplo, uma composigao consistindo essencialmente nos elementos
citados pode incluir os elementos citados mais um ou mais contaminantes vestigiais do
método de isolamento e purificacdo, veiculos farmaceuticamente aceitaveis, como solugdo
salina tamponada com fosfato, conservantes e similares. O termo “consistindo em” significa
que a composicao ou método inclui apenas os elementos citados. Realizagdes definidas por
cada um dos termos de transicao estao dentro do escopo desta invencao.
[0028] O termo “anticorpo”, como usado no presente, refere-se a uma molécula de
imunoglobulina ou uma porgao imunologicamente ativa da mesma que se liga
especificamente, ou é imunologicamente reativa com um antigeno particular, por exemplo,
FXI, FXIa, ou um dominio particular ou fragmento de FXI ou FXIa, por exemplo, o dominio

A3. Em certas realizagbes, um anticorpo para uso nos presentes métodos, composicoes e
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kits € uma molécula de imunoglobulina de comprimento total, que compreende duas cadeias
pesadas e duas cadeias leves, com cada cadeia pesada e leve contendo trés regides
determinantes complementares (CDRs). O termo “anticorpo”, além de anticorpos naturais,
também inclui formas modificadas geneticamente ou outras formas de imunoglobulinas, tais
como anticorpos sintéticos, intracorpos, anticorpos quiméricos, anticorpos totalmente
humanos, anticorpos humanizados, pepticorpos e anticorpos heteroconjugados (por
exemplo, anticorpos biespecificos, anticorpos multiespecificos, anticorpos duplos
especificos, anticorpos anti-idiotipicos, diacorpos, triacorpos e tetracorpos). Os anticorpos
descritos no presente podem ser anticorpos monoclonais ou anticorpos policlonais. Naquelas
realizagdes em que um anticorpo é uma por¢do imunologicamente ativa de uma molécula
de imunoglobulina, o anticorpo pode ser, por exemplo, um anticorpo Fab, Fab’, Fy, Fab’
F(ab"),, Fv ligado por dissulfeto, Fv de cadeia simples (scFv), anticorpo de dominio (inico
(dAb) ou diacorpo. Os anticorpos descritos no presente, incluindo aqueles que sdo porgao
imunologicamente ativa de uma molécula de imunoglobulina, retém a capacidade de se ligar
a um antigeno especifico, por exemplo, FXI ou FXIa, ou a se ligar um fragmento especifico
de FXI ou FXIa, tal como o dominio A3.

[0029] Em algumas realizagdes, os anticorpos anti-FXI e/ou anti-FXIa descritos no presente
sofreram modificagbes pds-translacionais, tais como fosforilagdo, metilagdo, acetilagdo,
ubiquitinagdo, nitrosilagdo, glicosilagdo ou lipidagdo associada a expressao em uma
linhagem celular de mamifero, incluindo uma célula hospedeira humana ou ndo humana.
Técnicas para produzir anticorpos recombinantes e para modificagdes /in vitro e in vivo de
anticorpos recombinantes sdo conhecidas no estado da técnica. Vide, por exemplo, Liu et
al.,, mAbs 6(5): 1145-1154 (2014), cujo contelido é incorporado por referéncia.

[0030] Também sdo descritos polinucleotideos ou acidos nucleicos que codificam os anticorpos
anti-FXI e/ou anti-FXIa descritos no presente. Em algumas realizagdes, o polinucleotideo ou
acido nucleico inclui DNA, mRNA, DNAc, DNA plasmideo. O acido nucleico que codifica o
anticorpo ou um fragmento funcional deste descrito no presente pode ser clonado em um
vetor, como um vetor de expressao em mamifero pTT5, que pode incluir ainda um promotor
e/ou outros elementos de controle de transcrigdo ou tradugdo, de modo que o acido nucleico

possa ser expresso para produzir o anticorpo ou o seu fragmento funcional.
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[0031] As sequéncias de acido nucleico (DNA) e/fou aminoacido (PRT), incluindo as

sequéncias de VH e VL e CDRs, de alguns exemplos dos anticorpos descritos no presente

estdo listadas na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1

Sequéncias de anticorpos

Descricao

SEQ ID NO

Tipo

Sequéncia

3G12-VL

DNA

GACATTGTGCTGACCCAATCTCCAGCTTCTTTGGCTGTGT
CTCTAGGGCAGAGGGCCACCATCTCCTGCAGAGCCAGCG
AAAGTGTTGATAATTATGCCATTAGTTTTATGAACTGGTT
CCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAAACTCCTCATCTAT
GCTGCATCCAACCTAGGATCCGGGGTCCCTGCCAGGTTT
AGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCAGCCTCAACATC
CATCCTATGGAGGAGGATGATACTGCAATGTATTTCTGT
CAGCAAGATAAGGAGGTTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGC
ACCGAGCTGGAAATCAAA

3G12-VH

DNA

CAGGTCACTCTGAAAGAGTCTGGCCCTGGGATATTGCAG
CCCTCCCAGACCCTCAGTCTGACTTGTTCTTTCTCTGGGT
TTTCACTGAACACTCCTGGTATGGGTGTGAGCTGGATTC
GTCAGCCTTCAGGAAAGGGTCTGGAATGGCTGGCACACA
TTTACTGGGATGATGACAAGCGCTTTAACCCATCCCTGAA
GAGCCGACTCACAATCTCCAAGGATACCTCCAGAGATCA
GGTATTCCTCATGATCACCAGTGTGGACACTGCAGATTCT
GCCACATACTTCTGTGCTCGAAAAGGCCGCGGGCCCTTT
ACTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTTCA

3G12-CDR-L1

DNA

AGAGCCAGCGAAAGTGTTGATAATTATGCCATTAGTTTTA
TGAAC

3G12-CDR-L2

DNA

GCTGCATCCAACCTAGGATCC

3G12-CDR-L3

DNA

CAGCAAGATAAGGAGGTTCCGTGGACG

3G12-CDR-H1

DNA

ACTCCTGGTATGGGTGTGAGC

3G12-CDR-H2

DNA

CACATTTACTGGGATGATGACAAGCGCTTTAACCCATCCC
TGAAGAGC

3G12-CDR-H3

DNA

AAAGGCCGCGGGCCCTTTACTTAC

3G12-VL

PRT

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNYAISFMNWFQ
QKPGQPPKLLIYAASNLGSGVPARFSGSGSGTDFSLNIHPM

EEDDTAMYFCQQDKEVPWTFGGGTELEIK
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3G12-VH

10

PRT

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLNTPGMGVSWIRQ
PSGKGLEWLAHIYWDDDKRFNPSLKSRLTISKDTSRDQVF
LMITSVDTADSATYFCARKGRGPFTYWGQGTLVTVSS

3G12-CDR-L1

11

PRT

RASESVDNYAISFMN

3G12-CDR-L2

12

PRT

AASNLGS

3G12-CDR-L3

13

PRT

QQDKEVPWT

3G12-CDR-H1

14

PRT

TPGMGVS

3G12-CDR-H2

15

PRT

HIYWDDDKRFNPSLKS

3G12-CDR-H3

16

PRT

KGRGPFTY

5B2-VL

17

DNA

GACATTGTGCTGACCCAATCTCCAGCCTCTTTGGCTGTGT]
CTCTAGGGCAGAGGGCCACCATCTCCTGCAGAGCCAGCG
AAAGTGTTGATAATTATGGCATTAGTTTTCTGAACTGGTT
CCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAAACTCCTCATCTAT
GCTGCATCCAATCTAGGATCCGGGGTCCCTGCCAGGTTT
AGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCAGCCTCAACATC
CATCCTATGGAGGAGGATGATACTGCAATGTATTTCTGT
CAGCAAGATAAGGGGGTTCCGTGGACGTTCGGTGGAGG
CACCAAGCTGGAAATGAAA

5B2-VH

18

DNA

CAGGTTACTCTGAAAGAGTCTGGCCCTGGGATATTGCAGC
CCTCCCAGACCCTCAGTCTGACTTGTTCTTTCTCTGGGTT
TTCACTGAACACTTCTGGTATGGGTGTGAGCTGGATTCGT
CAGCCTTCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGCACACATTT]
ACTGGGATGATGACAAGCGCTATAAACCATCCCTGAAGAG
CCGGCTCACAATCTCCAAGGATACCTCCAGAAACCAGGTA
TTCCTCATGATCACCAGTGTGGACACTGCAGATACTGCCA
CATACTACTGTGTTCGAAAAGGCCGCGGGCCCTTTGCTAA
CTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

5B2-CDR-L1

19

DNA

AGAGCCAGCGAAAGTGTTGATAATTATGGCATTAGTTTT
CTGAAC

5B2-CDR-L2

20

DNA

GCTGCATCCAATCTAGGATCC

5B2-CDR-L3

21

DNA

CAGCAAGATAAGGGGGTTCCGTGGACG

5B2-CDR-H1

22

DNA

ACTTCTGGTATGGGTGTGAGC

5B2-CDR-H2

23

DNA

CACATTTACTGGGATGATGACAAGCGCTATAAACCATCCC
TGAAGAGC

5B2-CDR-H3

24

DNA

AAAGGCCGCGGGCCCTTTGCTAAC
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5B2-VL

25

PRT

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNYGISFLNWFQ
QKPGQPPKLLIYAASNLGSGVPARFSGSGSGTDFSLNIHPM
EEDDTAMYFCQQDKGVPWTFGGGTKLEMK

5B2-VH

26

PRT

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLNTSGMGVSWIRQ
PSGKGLEWLAHIYWDDDKRYKPSLKSRLTISKDTSRNQVF
LMITSVDTADTATYYCVRKGRGPFANWGQGTLVTVSA

5B2-CDR-L1

27

PRT

RASESVDNYGISFLN

5B2-CDR-L2

28

PRT

AASNLGS

5B2-CDR-L3

29

PRT

QQDKGVPWT

5B2-CDR-H1

30

PRT

TSGMGVS

5B2-CDR-H2

31

PRT

HIYWDDDKRYKPSLKS

5B2-CDR-H3

32

PRT

KGRGPFAN

7C9-VL

33

DNA

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCTTATCTGCCT
CTCTGGGAGAAAGAGTCAGTCTCACTTGTCGGGCAAGTC
AGGACATTGATATTCGCTTAAACTGGCTTCGACAGGAAC
CAGATGGAACTATTAAACGCCTGATCTACGCCACATCCAG
TTTAGATTCTGGTGTCCCCAAAAGGTTCAGTGGCAGTAG
GTCTGGGTCAGATTATTCTCTCACCATCAGCAGCCTTGAG
TCTGAAGATTTTGTTGACTATTACTGTCTACAATATGCTA
GTTCTCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAA
TAAAA

7C9-VH

34

DNA

CAGATCCAGTTGGTGCAGTCTGGACCTGAACTGAAGAAGC
CTGGAGAGACCGTCAAGATCTCCTGCAAGGCTTCTGGGTA
TATTTTCACAGACTATGGAATGAACTGGGTGAAGCAGGCT
CCAGGAAAGGGTTTAAAGTGGATGGGCTGGATAAACACCT
ACACTGGAGAGCCAACATATGCTGATGACTTCAAGGGACG
GTTTGTCTTCTCTTTGGAAACCTCTGCCAGCACTGCCTAT
TTACAGATCAACAACCTCAAAAATGAGGACACGGCTACAT
TTTTCTGTGCAAGAAGGAGGATGGGTTATGCTGTGGACTA
CTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCA

7C9-CDR-L1

35

DNA

CGGGCAAGTCAGGACATTGATATTCGCTTAAAC

7C9-CDR-L2

36

DNA

GCCACATCCAGTTTAGATTCT

7C9-CDR-L3

37

DNA

CTACAATATGCTAGTTCTCCATTCACG

7C9-CDR-H1

38

DNA

GACTATGGAATGAAC
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7C9-CDR-H2

39

DNA

TGGATAAACACCTACACTGGAGAGCCAACATATGCTGAT
GACTTCAAGGGA

7C9-CDR-H3

40

DNA

AGGAGGATGGGTTATGCTGTGGACTAC

7C9-VL

41

PRT

DIQMTQSPSSLSASLGERVSLTCRASQDIDIRLNWLRQEPD
GTIKRLIYATSSLDSGVPKRFSGSRSGSDYSLTISSLESEDFV
DYYCLQYASSPFTFGSGTKLEIK

7C9-VH

42

PRT

QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYIFTDYGMNWVKQA
PGKGLKWMGWINTYTGEPTYADDFKGRFVFSLETSASTAY
LQINNLKNEDTATFFCARRRMGYAVDYWGQGTSVTVSS

7C9-CDR-L1

43

PRT

RASQDIDIRLN

7C9-CDR-L2

44

PRT

ATSSLDS

7C9-CDR-L3

45

PRT

LQYASSPFT

7C9-CDR-H1

46

PRT

DYGMN

7C9-CDR-H2

47

PRT

WINTYTGEPTYADDFKG

7C9-CDR-H3

48

PRT

RRMGYAVDY

7F1-VL

49

DNA

GACATTGTGCTGACCCAATCTCCAGCTTCTTTGGCTGTGT|
CTCTAGGGCAGAGGGCCACCATCTCCTGCAGAGCCAGCG
AAAGTGTTGATAATTATGCCATTAGTTTTATGAATTGGTT
CCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAAACTCCTCATCTAT
GCTGCATCCAACCTAGGATCCGGGGTCCCTGCCAGGTTT
AGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCAGCCTCAACATC
CATCCTATGGAGGAGGATGATACTGCAATGTATTTCTGT
CAGCAAGATAAGGAGGTTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGC
ACCAAGCTGGAGCTGAAA

7F1-VH

50

DNA

CAGGTTACTCTGAAAGAGTCTGGCCCTGGGATAGTGCAG
CCCTCCCAGACCCTCAATCTGACTTGTTCTTTCTCTGGATT]
TTCACTGAGCACTTCTGGTATGGGTGTGAGCTGGATTCGT
CAGCCTTCAGGAAAGGGTCTGGATTGGCTGGCACACATTT
ACTGGGATGATGACAAGCGCTATAACCCATCCCTGATGAG
CCGGCTCACAATCTCCAAGGATACCTCCAGAAACCAGGTA
TTCCTCATGATCACCAGTGTGGACACTGCAGATACTGCCA
CATACTACTGTGCTCGAAAAGGCCGCGGGCCCTTTGCTT
ACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTTCA

7F1-CDR-L1

51

DNA

AGAGCCAGCGAAAGTGTTGATAATTATGCCATTAGTTTTA
TGAAT

7F1-CDR-L2

52

DNA

GCTGCATCCAACCTAGGATCC
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7F1-CDR-L3 53 DNA |CAGCAAGATAAGGAGGTTCCGTGGACG

7F1-CDR-H1 54 DNA ACTTCTGGTATGGGTGTGAGC

CACATTTACTGGGATGATGACAAGCGCTATAACCCATCCC

7F1-CDR-H2 55 DNA TGATGAGC

7F1-CDR-H3 56 DNA |AAAGGCCGCGGGCCCTTTGCTTAC

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNYAISFMNWFQ
7F1-VL 57 PRT |QKPGQPPKLLIYAASNLGSGVPARFSGSGSGTDFSLNIHPM
EEDDTAMYFCQQDKEVPWTFGGGTKLELK

QVTLKESGPGIVQPSQTLNLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQ

7F1-VH 58 PRT [PSGKGLDWLAHIYWDDDKRYNPSLMSRLTISKDTSRNQVF
LMITSVDTADTATYYCARKGRGPFAYWGQGTLVTVSS
7F1-CDR-L1 59 PRT |RASESVDNYAISFMN
7F1-CDR-L2 60 PRT |AASNLGS
7F1-CDR-L3 61 PRT |QQDKEVPWT

7F1-CDR-H1 62 PRT [TSGMGVS

7F1-CDR-H2 63 PRT |HIYWDDDKRYNPSLMS

7F1-CDR-H3 64 PRT |KGRGPFAY

CAGTTCACGCTGACTCAACCAAAGTCCGTGTCAGGATCTT
TAAGAAGCACTATCACCATTCCCTGTGAGCGCAGCAGTG
GTGACATTGGAGATAGCTATGTGAGCTGGTACCAACAAC
ACTTGGGAAGACCCCCCATCAATGTGATCTATGCTGATG
13F4-VL 65 DNA |ATCAAAGACCATCTGAAGTGTCTGCTCGGTTCTCGGGCT
CCATCGACAGCTCCTCTAACTCAGCCTCACTGACCATCAC
TAATCTACAGATGGATGATGAGGCCGACTACTTCTGTCA
GTCTTACGATACTTATATGGATGTTGTGTTCGGTGGTGG
AACCAAGCTCAATGTCCTA
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GAGGTGCAGCTGAAGGAATCAGGACCTGGTCTGGTGCAG
CCCTCACAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGAT
TCTCATTAACGGACTACAGTGTACACTGGGTTCGCCAGC
CTCCAGGAAAAGGTCTGGAGTGGATGGGAGTAATGTGGA
GTGGTGGAAGCACAGCATATAATCCAGCTCTCACATCCC
GACTGACCATTAGCAGGGACACCTCCAAGAGCCAAGTTT
TCTTAAAAATGAACAGTCTGCAAACTGAAGATACAGCCAT
TTACTACTGTACCAGAGCACCTTTTAACAACTGGGGCAAT
TGGCTTCCTTACTGGGGCCAAGGCACTCTGGTCACTGTC
TCTTCA

13F4-VH 66 DNA

13F4-CDR-L1 67 DNA |GAGCGCAGCAGTGGTGACATTGGAGATAGCTATGTGAGC

13F4-CDR-L2 68 DNA |GCTGATGATCAAAGACCATCT

13F4-CDR-L3 69 DNA |CAGTCTTACGATACTTATATGGATGTTGTG

13F4-CDR-H1 70 DNA |GACTACAGTGTACAC

GTAATGTGGAGTGGTGGAAGCACAGCATATAATCCAGCT

13F4-CDR-H2 71 DNA CTCACATCC

13F4-CDR-H3 72 DNA |GCACCTTTTAACAACTGGGGCAATTGGCTTCCTTAC

QFTLTQPKSVSGSLRSTITIPCERSSGDIGDSYVSWYQQHL
13F4-VL 73 PRT |GRPPINVIYADDQRPSEVSARFSGSIDSSSNSASLTITNLQM
DDEADYFCQSYDTYMDVVFGGGTKLNVL

EVQLKESGPGLVQPSQTLSLTCTVSGFSLTDYSVHWVRQPP
13F4-VH 74 PRT |GKGLEWMGVMWSGGSTAYNPALTSRLTISRDTSKSQVFLK
MNSLQTEDTAIYYCTRAPFNNWGNWLPYWGQGTLVTVSS

13F4-CDR-L1 75 PRT |ERSSGDIGDSYVS

13F4-CDR-L2 76 PRT |ADDQRPS

13F4-CDR-L3 77 PRT |QSYDTYMDWV

13F4-CDR-H1 78 PRT |DYSVH

13F4-CDR-H2 79 PRT VMWSGGSTAYNPALTS

13F4-CDR-H3 80 PRT |APFNNWGNWLPY
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CAATTCACGCTGACTCAACCAAAGTCCGTGTCAGGCTCTT
TAAGAAGCACTATCACCATTCCCTGTGAGCGCAGCAGTG
GTGACATTGGAGATAGCTATGTGAGCTGGTACCAGCAAC
ACTTGGGAAGACCCCCCATCAATGTGATCTATGCTGATG
19F6-VL 81 DNA ATCAAAGACCATCTGAAGTGTCTGATCGGTTCTCGGGCT
CCATCGACACCTCCTCTAACTCAGCCTCACTGACCATCAC
TAATCTGCAGATGGATGATGCGGCCGACTACTTCTGTCA
GTCTTACGATAGTAATATTGATTTTAACCCTGTTTTCGGT
GGTGGAACCAAGCTCACTGTCCTA

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGTGGAGGCTTAGTGCA
GCCTGGAAGGTCTCTGAGACTCTCCTGTACAGCCTCAGG
ATTCACTTTCAGTAAATATGTCATGGCCTGGGTCCGCCAG
GCTCCAACGAAGGGGCTGGAGTGGGTCGCATCCATTAAT
TATGATGGTAGTACCACTTACTATCGAGACTCCGTGCAG
GGCCGGTTCACTCTCTCCAGAGATAATGCAAAAACCACCC
TATACCTGCAAATGGACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGG
CCACTTATTACTGTGCAAGGCACCCTTTTAACAACTTCGG
GATTTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGCACTCTGGTCAC
TGTCTCTTCA

19F6-VH 82 DNA

19F6-CDR-L1 83 DNA |GAGCGCAGCAGTGGTGACATTGGAGATAGCTATGTGAGC

19F6-CDR-L2 84 DNA |GCTGATGATCAAAGACCATCT

19F6-CDR-L3 85 DNA |CAGTCTTACGATAGTAATATTGATTTTAACCCTGTT

19F6-CDR-H1 86 DNA AAATATGTCATGGCC

TCCATTAATTATGATGGTAGTACCACTTACTATCGAGACT

19F6-CDR-H2 | 87 DNA | ~ceTGCAGGGE

19F6-CDR-H3 88 DNA |CACCCTTTTAACAACTTCGGGATTTGGTTTGCTTAC

QFTLTQPKSVSGSLRSTITIPCERSSGDIGDSYVSWYQQHL
19F6-VL 89 PRT |GRPPINVIYADDQRPSEVSDRFSGSIDTSSNSASLTITNLQ
MDDAADYFCQSYDSNIDFNPVFGGGTKLTVL
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCTASGFTFSKYVMAWVRQAP
19F6-VH 90 PRT [TKGLEWVASINYDGSTTYYRDSVQGRFTLSRDNAKTTLYLQ
MDSLRSEDTATYYCARHPFNNFGIWFAYWGQGTLVTVSS

19F6-CDR-L1 91 PRT |ERSSGDIGDSYVS

19F6-CDR-L2 92 PRT |ADDQRPS

19F6-CDR-L3 93 PRT |QSYDSNIDFNPV
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19F6-CDR-H1

94

PRT

KYVMA

19F6-CDR-H2

95

PRT

SINYDGSTTYYRDSVQG

19F6-CDR-H3

96

PRT

HPFNNFGIWFAY

21F12-VL

97

DNA

GATGTCCGGATGACACAGTCTCCAGCTTCCCTGTCTGCA
TCTCTGGGAGAAACTGTCAACATCGAATGTCTAGCAAGT
GAGGACATTTACAGTGATTTAGCATGGTATCAGCAGAAG
CCAGGGAAATCTCCTCAGCTCCTGATCTATAATGCAAATA
GTCTACAAAATGGGGTCCCTTCACGGTTTAGTGGCAGTG
GTTCTGGCACGCAGTATTCTCTAAAAATATCCACCCTGCA
ATCTGAAGATGTCGCGACTTATTTCTGTCAACAATATAGC
AATTATCGTCGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAA
ATCAAT

21F12-VH

98

DNA

GAGGTGCAACTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCCTAGTGCA
GCCTGGAAGGTCTCTGAAACTATCCTGTGTAGCCTCTGG
ATTCACATTCAACAACCACTGGATGACCTGGATCCGCCAG
GCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTTGCATCCATTACT
GATAATGGTGGTAGCACTTACTATCCAGACTCTGTGAAG
GGCCGATTCACTATCTCCAGAGATAATGCAAAAAGCACCC
TATACCTGCACATGAACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGG
CCACTTATTACTGTACAAGAGATCGGTATGACTCTGATGG
TTATTATTACGTGAGGTACTATGTTGTGGACGCCTGGGG
TCAAGGAGCTTCAGTCACTGTCTCCTCA

21F12-CDR-L1

99

DNA

CTAGCAAGTGAGGACATTTACAGTGATTTAGCA

21F12-CDR-L2

100

DNA

AATGCAAATAGTCTACAAAAT

21F12-CDR-L3

101

DNA

CAACAATATAGCAATTATCGTCGGACG

21F12-CDR-H1

102

DNA

AACCACTGGATGACC

21F12-CDR-H2

103

DNA

TCCATTACTGATAATGGTGGTAGCACTTACTATCCAGACT
CTGTGAAGGGC

21F12-CDR-H3

104

DNA

GATCGGTATGACTCTGATGGTTATTATTACGTGAGGTAC
TATGTTGTGGACGCC

21F12-VL

105

PRT

DVRMTQSPASLSASLGETVNIECLASEDIYSDLAWYQQKPG
KSPQLLIYNANSLQNGVPSRFSGSGSGTQYSLKISTLQSED
VATYFCQQYSNYRRTFGGGTKLEIN

21F12-VH

106

PRT

EVQLVESGGGLVQPGRSLKLSCVASGFTFNNHWMTWIRQ
APGKGLEWVASITDNGGSTYYPDSVKGRFTISRDNAKSTLY
LHMNSLRSEDTATYYCTRDRYDSDGYYYVRYYVVDAWGQ

GASVTVSS
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21F12-CDR-L1

107

PRT

LASEDIYSDLA

21F12-CDR-L2

108

PRT

NANSLQN

21F12-CDR-L3

109

PRT

QQYSNYRRT

21F12-CDR-H1

110

PRT

NHWMT

21F12-CDR-H2

111

PRT

SITDNGGSTYYPDSVKG

21F12-CDR-H3

112

PRT

DRYDSDGYYYVRYYVVDA

34F8-VL

113

DNA

GATGTTGTGTTGACACAGACTCCAGGTTCCCTGTCTGTC
ACACTTGGACAGCAAGTTTCTATATCCTGTAGGTCTAGTC
AGAGCCTGGAAAGTCGTGATGGGAACACTTATTTGGAAT
GGTACCTACAGAAGCCAGGCCAGTCTCCACAGGTCCTCC
TCTATGGAGTTTCCAACCGATTGTCTGGGGTCCCAGACA
GGTTCCTTGGCAGAGGGTCAGGGGCAGATTTCACCCTCA
AGATCAGCAGAGTAGAGCCTGAGGACTTGGGAGTTTATT
ACTGCTTCCAAGCTACACATGGTCCATTCACGTTCGGCTC
AGGGACGAAGTTGGAAATGAAA

34F8-VH

114

DNA

CAGGTGCAGCTGAAGGAGTCAGGACCTGGCCTGGTGCAG
CCCTCACAGACCCTGTCTCTCACCTGCACTGTCTCTGGGT
TCTCATTAACCACCTATCATGTGCACTGGGTTCGACAGCC
TCCAGGAAAAGGTCTGGAGTGGATGGGAATAATGTGGAG
AGATGGAGACACATCATATAATTCAGTTCTCAAATCTCGA
CTGAGCATCAGCAGGGACATCTCCAAGAGCCAAGTTTTC
TTAAAAATGAGCAGTCTGCAAACTGAAGACACAGCCACTT
ACTTCTGTGCCAGAGGGGGGACTCTTACAACTCCCTTTA
CTTACTGGGGCCAAGGCACTCTGGTCACTGTCTCTTCA

34F8-CDR-L1

115

DNA

AGGTCTAGTCAGAGCCTGGAAAGTCGTGATGGGAACACT
TATTTGGAA

34F8-CDR-L2

116

DNA

GGAGTTTCCAACCGATTGTCT

34F8-CDR-L3

117

DNA

TTCCAAGCTACACATGGTCCATTCACG

34F8-CDR-H1

118

DNA

ACCTATCATGTGCAC

34F8-CDR-H2

119

DNA

ATAATGTGGAGAGATGGAGACACATCATATAATTCAGTT
CTCAAATCT

34F8-CDR-H3

120

DNA

GGGGGGACTCTTACAACTCCCTTTACTTAC

34F8-VL

121

PRT

DVVLTQTPGSLSVTLGQQVSISCRSSQSLESRDGNTYLEW
YLQKPGQSPQVLLYGVSNRLSGVPDRFLGRGSGADFTLKIS

RVEPEDLGVYYCFQATHGPFTFGSGTKLEMK

Peticdo 870190099781, de 04/10/2019, pag. 20/58




17/35

QVQLKESGPGLVQPSQTLSLTCTVSGFSLTTYHVHWVRQP
34F8-VH 122 PRT |PGKGLEWMGIMWRDGDTSYNSVLKSRLSISRDISKSQVFL
KMSSLQTEDTATYFCARGGTLTTPFTYWGQGTLVTVSS

34F8-CDR-L1 123 PRT [RSSQSLESRDGNTYLE

34F8-CDR-L2 124 PRT |GVSNRLS

34F8-CDR-L3 125 PRT [FQATHGPFT

34F8-CDR-H1 126 PRT [TYHVH

34F8-CDR-H2 127 PRT [IMWRDGDTSYNSVLKS

34F8-CDR-H3 128 PRT |GGTLTTPFTY

GATATCCGGATGACACAGTCTCCAGCTTCCCTGTCTGCAT
CTCTGGGAGAAACTGTCAACATCGAATGTCTAGCAAGTGA
GGACATTTACAGTGATTTAGCATGGTATCAGCAGAAGCCA
GGGAAATCTCCACAACTCCTGATCTATAATGCAAATAGCGT]
GCAAAATGGGGTCCCTTCACGGTTTAGTGGCAGTGGATCT
GGCACACAGTATTCTCTAAAAATAAACAGCCTGCAATCTGA
AGATGTCGCGACTTATTTCTGTCAACAGTTTAACAGTTATC
CGAACACGTTTGGAGCTGGGACCAAGCTGGAAATCAAA

GAGGTGCAACTTCAGGAGTCAGGACCTGGCCTTGTGAAAC
CCTCACAGTCACTCTCCCTCACCTGTTCTGTCTCTGGTTTC
TCCATCACTAATAATTACTGGGGCTGGATCCGGAAGTTCC
CAAGAAATAAAATGGAGTGGATTGGACACATAAGCTACAG
38E4-VH 130 DNA TGGTAGCACTAACTACAACCCATCTCTCAAAAGTCGCATCT
CCATTACTAGAGACTCATCGAAGAGTCAGTTCTTCCTGCA
GTTGAACTCTTTAACTACTGAGGACACAGCCACATATTACT
GTGCAAGAGGATCTTATTACTATAGCGCATCGGGCTACTT
TGATTATTGGGGCCAAGGAATCACGGTCACAGTCTCCTCA

38E4-CDR-L1 131 DNA [CTAGCAAGTGAGGACATTTACAGTGATTTAGCA

38E4-VL 129 DNA

38E4-CDR-L2 132 DNA |AATGCAAATAGCGTGCAAAAT

38E4-CDR-L3 133 DNA |CAACAGTTTAACAGTTATCCGAACACG

38E4-CDR-H1 134 DNA |AATAATTACTGGGGC

CACATAAGCTACAGTGGTAGCACTAACTACAACCCATCTC
TCAAAAGT

38E4-CDR-H3 136 DNA |GGATCTTATTACTATAGCGCATCGGGCTACTTTGATTAT

38E4-CDR-H2 135 DNA
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38E4-VL

137

PRT

DIRMTQSPASLSASLGETVNIECLASEDIYSDLAWYQQKPG
KSPQLLIYNANSVQNGVPSRFSGSGSGTQYSLKINSLQSED
VATYFCQQFNSYPNTFGAGTKLEIK

38E4-VH

138

PRT

EVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCSVSGFSITNNYWGWIRKFP
RNKMEWIGHISYSGSTNYNPSLKSRISITRDSSKSQFFLQL
NSLTTEDTATYYCARGSYYYSASGYFDYWGQGITVTVSS

38E4-CDR-L1

139

PRT

LASEDIYSDLA

38E4-CDR-L2

140

PRT

NANSVQN

38E4-CDR-L3

141

PRT

QQFNSYPNT

38E4-CDR-H1

142

PRT

NNYWG

38E4-CDR-H2

143

PRT

HISYSGSTNYNPSLKS

38E4-CDR-H3

144

PRT

GSYYYSASGYFDY

42A5-VL

145

DNA

GACGTGGTCTTGACCCAAACCCCTGGATCACTTAGCGTG
ACACTGGGCGATCCAGCATCAATGTCCTGCAGAAGCTCC
CAGTCCTTGGAGAGTAGCGACGGCAACACATACCTCGAG
TGGTATCTGCAGAAATCCGGGCAGTCCCCACAGCTGCTG
ATCTACGGCGTGAGTAACAGGTTCAGCGGGGTGCCTGAT
AGGTTCGCCGGCAGCGGGTCCGGGACAGATTTTACTCTC
AAGATTAGCCGCGTCGAACCCGAGGACCTGGGCGTGTAC
TACTGTTTTCAGGCCACTCGGGACCCCTTTACTTTCGGGA
GCGGGACAAAGCTGGAGATTAAT

42A5-VH

146

DNA

CAGGTCCAGCTTAAAGAGTCCGGACCTGGACTTGTGCAG
CCATCCCAGACCTTGTCCTTGACCTGCACCGTGTCAGGG
TTCTCTCTCACCAGTTACCACCTGCATTGGATCAGGCAGC
CTCCCGGCAAGGGGCTGGAATGGATGGGGCTGATGTGGA
GAGATGGGGATACATCTTACAACAGCAGGCTGAAGAGCC
GGCTGAGCATTACACGGGACACCAGCAAGTCCCAGGTGTT
CCTCAAGATGAGCGGGCTCCAAACTGAGGACACAGCTACA
TACTACTGTGCACGCGGCATGACACTCGCCACTCCCTTTC
TGTATTGGGGCCAGGGCACTCTGGTCACTGTGTCCTCA

42A5-CDR-L1

147

DNA

AGAAGCTCCCAGTCCTTGGAGAGTAGCGACGGCAACACA
TACCTCGAG

42A5-CDR-L2

148

DNA

GGCGTGAGTAACAGGTTCAGC

42A5-CDR-L3

149

DNA

TTTCAGGCCACTCGGGACCCCTTTACT

42A5-CDR-H1

150

DNA

AGTTACCACCTGCAT
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42A5-CDR-H2

151

DNA

CTGATGTGGAGAGATGGGGATACATCTTACAACAGCAGG
CTGAAGAGC

42A5-CDR-H3

152

DNA

GGCATGACACTCGCCACTCCCTTTCTGTAT

42A5-VL

153

PRT

DVVLTQTPGSLSVTLGDPASMSCRSSQSLESSDGNTYLEW
YLQKSGQSPQLLIYGVSNRFSGVPDRFAGSGSGTDFTLKIS
RVEPEDLGVYYCFQATRDPFTFGSGTKLEIN

42A5-VH

154

PRT

QVQLKESGPGLVQPSQTLSLTCTVSGFSLTSYHLHWIRQPP
GKGLEWMGLMWRDGDTSYNSRLKSRLSITRDTSKSQVFL
KMSGLQTEDTATYYCARGMTLATPFLYWGQGTLVTVSS

42A5-CDR-L1

155

PRT

RSSQSLESSDGNTYLE

42A5-CDR-L2

156

PRT

GVSNRFS

42A5-CDR-L3

157

PRT

FQATRDPFT

42A5-CDR-H1

158

PRT

SYHLH

42A5-CDR-H2

159

PRT

LMWRDGDTSYNSRLKS

42A5-CDR-H3

160

PRT

GMTLATPFLY

42F4-VL

161

DNA

GATATCCGGATGACACAGTCGCCAGCTTCCCTGTCTGCAT
CTCTGGGAGAAACTGTCAACATCGAATGTCTAGCAAGTGA
GGACATTCACAGTGATTTAGCATGGTATCAGCAGAAGCCA
GGGAAATCTCCTCAGCTCCTGATCTATAATGCAAATAGCTT
GCAAAATGGGGTCCCTTCACGGTTCAGTGGCAGTGGATCT
GGCACACAGTATTCTCTAAAAATAACCAGCCTGCAATCTGA
AGATGTCGCGACTTATTTCTGTCAACAATATACCAACTATC
CGAACACGTTTGGAGCGGGGACCAAGCTGGAAATCAAT

42F4-VH

162

DNA

GAGGTGCAGCTTCAGGAGTCAGGACCTGGCCTTGTGAAAC
CCTCACAGTCACTCTCCCTCACCTGTTCTGTCACTGGTTAC
TCCATCACTAATCATTACTGGGGCTGGATCCGGAAATTCC
CAGGAAATAAAATGGAGTGGATTGGACACATAAGCAACAG
TGGTGGCACTAACTACAACCCATCACTCAAAAGTCGAATCT
CCATTACTAGAGACACATCGAAGAATCAGTTCTTCCTGCAG
TTGAAGTCTGTAACTACTGAGGACACAGCCACATATTACT
GTACAAGAGGATCTTATTACTATAGCGCATCGGGCTACTT
TGATTACTGGGGCCAAGGAGTCCTGGTCACAGTCTCCTCC

42F4-CDR-L1

163

DNA

CTAGCAAGTGAGGACATTCACAGTGATTTAGCA

42F4-CDR-L2

164

DNA

AATGCAAATAGCTTGCAAAAT
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42F4-CDR-L3 165 DNA |CAACAATATACCAACTATCCGAACACG

42F4-CDR-H1 166 DNA AATCATTACTGGGGC

CACATAAGCAACAGTGGTGGCACTAACTACAACCCATCAC
TCAAAAGT

42F4-CDR-H3 168 DNA |GGATCTTATTACTATAGCGCATCGGGCTACTTTGATTAC

DIRMTQSPASLSASLGETVNIECLASEDIHSDLAWYQQKPG
42F4-VL 169 PRT |KSPQLLIYNANSLQNGVPSRFSGSGSGTQYSLKITSLQSED
VATYFCQQYTNYPNTFGAGTKLEIN
EVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSITNHYWGWIRKFP
42F4-VH 170 PRT |GNKMEWIGHISNSGGTNYNPSLKSRISITRDTSKNQFFLQL
KSVTTEDTATYYCTRGSYYYSASGYFDYWGQGVLVTVSS

42F4-CDR-L1 171 PRT [LASEDIHSDLA

42F4-CDR-H2 167 DNA

42F4-CDR-L2 172 PRT [NANSLQN

42F4-CDR-L3 173 PRT |QQYTNYPNT

42F4-CDR-H1 174 PRT INHYWG

42F4-CDR-H2 175 PRT |HISNSGGTNYNPSLKS

42F4-CDR-H3 176 PRT |GSYYYSASGYFDY

GATATCCGGATGACACAGTCTCCAGCTTCCCTGTCTGCAT
CTCTGGGAGAAACTGTCAACATCGGATGTCTAGCAAGTGA
GGACATTTACAGTGATTTAGCATGGTATCAGCAGAAGCCA
GGGAAGTCTCCTCAGCTCCTGATCTATAATGCAAATAACTT
GCAAAATGGGGTCCCTTCACGGTTTAGTGGCAGTGGATCT
GGCACACAATATTCTCTAAAAATAAACAGCCTGCAATCTGA
AGATGTCGCGACTTATTTCTGTCAACAATATAACAGTTATC
CGAACACGTTTGGAGCTGGGACCAAGCTGGAAATAAAA
GAGGTGCAGCTTCAGGAGTCAGGACCTGGCCTTGTGAAA
CCCTCACAGTCACTCTCCCTCATTTGTTCTGTCACTGGTT
ACTCCATCACTACAACTTACTGGGGCTGGATCCGGAAGT
TCCCAGGAAATAAAATGGAGTGGATTGGACACATAAGTA
ACAGTGGTAGTACTAATTACAACCCATCTCTCAAAAGTCG
AATCTCCGTTACTAGAGACACATCGACGAATCAGTTCTTC
CTGCAGTTGAACTCTGTAACTACTGAGGACACAGCCACAT]
ATTACTGTGCAAGAGGATCTTATTACTATAGCGCGTCGG
GCTACTTTGATTACTGGGGCCACGGAGTCATGGTCACAG
TCTCCTCA

45H1-VL 177 DNA

45H1-VH 178 DNA
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45H1-CDR-L1 179 DNA |CTAGCAAGTGAGGACATTTACAGTGATTTAGCA

45H1-CDR-L2 180 DNA |AATGCAAATAACTTGCAAAAT

45H1-CDR-L3 181 DNA |CAACAATATAACAGTTATCCGAACACG

45H1-CDR-H1 182 DNA |ACAACTTACTGGGGC

CACATAAGTAACAGTGGTAGTACTAATTACAACCCATCTC
TCAAAAGT

45H1-CDR-H3 184 DNA |GGATCTTATTACTATAGCGCGTCGGGCTACTTTGATTAC

DIRMTQSPASLSASLGETVNIGCLASEDIYSDLAWYQQKPG
45H1-VL 185 PRT |KSPQLLIYNANNLQNGVPSRFSGSGSGTQYSLKINSLQSED
VATYFCQQYNSYPNTFGAGTKLEIK
EVQLQESGPGLVKPSQSLSLICSVTGYSITTTYWGWIRKFP
45H1-VH 186 PRT |GNKMEWIGHISNSGSTNYNPSLKSRISVTRDTSTNQFFLQL
NSVTTEDTATYYCARGSYYYSASGYFDYWGHGVMVTVSS

45H1-CDR-L1 187 PRT |LASEDIYSDLA

45H1-CDR-H2 183 DNA

45H1-CDR-L2 188 PRT |NANNLQN

45H1-CDR-L3 189 PRT |QQYNSYPNT

45H1-CDR-H1 190 PRT [TTYWG

45H1-CDR-H2 191 PRT [HISNSGSTNYNPSLKS

45H1-CDR-H3 192 PRT |GSYYYSASGYFDY
DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVSTAVAWYQQK

g;)ilt:o?’e's 193 | PRT |PGQSPKLLIYLTSYRNTGVPDRFTGSGSGTDFTFTISSVOAE
DLAVYYCQQHYKTPYSFGGGTKLERLR

AELLVH QVQLEESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTGYGIYWVRQPP

(controle 194 | PRT |GKGLEWLGMIWGDGRTDYNSALKSRLSISKDNSKSQVFLK
MNSLQTDDTARYYCARDYYGSKDYWGQGTTLTVS

AGVL DIVLTQSPASLAVSLGORATISCKASQSVDYDGDSYLNWY

o) 195 | PRT (QQKPGQPPKLLIYAASNLESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPV
EEEDAATYYCQQSNGDPWTFGGGTKLEIK

LAGVH QVTLKESGPGILKPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVGWIRQP

(ool 196 | PRT SGKGLEWLAHIWWDDDKYYNPSLKSQLTISKDTSRNQVFLK

ITSVDAADTATYYCARKRSSVVAHYYAMDYWGQGTSVTVS

[0032] Sdo fornecidas em certas realizagdes anticorpos anti-FXI e/ou anti-FXIa
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humanizados. S3o conhecidas varias técnicas no estado da técnica para humanizar
anticorpos a partir de espécies ndo humanas, de tal modo que os anticorpos sao modificados
para aumentar a sua similaridade com anticorpos que ocorrem naturalmente em humanos.
Seis CDRs estdo presentes em cada dominio de ligagdo ao antigeno de um anticorpo natural.
Estas CDRs sdo sequéncias curtas, ndo continuas, de aminoacidos que estdo
especificamente posicionadas para formar o dominio de ligagao ao antigeno, uma vez que
o anticorpo assume a sua configuragao tridimensional. O restante dos aminoacidos nos
dominios de ligacdo ao antigeno, referidos como regides de “estrutura”, mostram menos
variabilidade intermolecular e formam uma estrutura para permitir o posicionamento correto
das CDRs.

[0033] Por exemplo, @a humanizagao dos anticorpos descritos no presente pode ser realizada
por enxerto de CDR de anticorpos monoclonais produzidos por imunizagdo de camundongos
ou ratos. As CDRs de um anticorpo monoclonal de camundongo podem ser enxertadas em
uma estrutura humana, que é subsequentemente ligada a uma regido constante humana
para obter um anticorpo humanizado. Resumidamente, o banco de dados de sequéncia de
anticorpos da linhagem germinativa humana, o banco de dados de proteinas (PDB), o banco
de dados INN (International Non Proprietary Names) e outros bancos de dados adequados
podem ser pesquisados e as estruturas mais semelhantes aos anticorpos podem ser
identificadas pela pesquisa. Além disso, algumas mutagdes posteriores aos residuos
doadores sao feitas nas estruturas receptoras humanas. Em algumas realizagdes, as regides
variaveis sao ligadas a uma regido constante de IgG humana. Por exemplo, os dominios
IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 Fc humanos podem ser utilizados. Esta dentro do alcance de um
técnico no assunto humanizar um anticorpo monoclonal produzido por uma espécie ndo
humana com base na tecnologia existente.

[0034] As sequéncias das regides variaveis de varios exemplos de anticorpos humanizados

sao mostradas na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2
Sequéncias de anticorpos humanizados
Descricdo| SEQ ID NO | Tipo Sequéncia (com mutacdes destacadas)
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QFQLTQPSSVSASVGDRVTITCERSSGDIGDSYVSWYQQ
h-19F6-VL| 197 PRT |KPGQPPKNVIYADDQRPSGVPDRFSGSIDGSGNSASLTIS
SLQAEDAADYFCQSYDSNIDFNPVFGGGTKLEVK

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCTASGFTFSKYAMSWVRQAP
h-19F6-VH 198 PRT |GKGLEWVSAINYDGSTTYYADSVKGRFTLSRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARHPFNNFGIWFAYWGQGTLVTVS

DVVLTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLESRDGNTYLEWY
h-34F8-VL| 199 PRT |LQKPGQSPQVLLYGVSNRLSGVPDRFSGSGSGIDFTLKISR
VEAEDVGVYYCFQATHGPFTFGQGTKLEIKRT

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLTTYHVHWVRQP
h-34F8-VH 200 PRT |PGKGLEWIGIMWRDGDTYYNSSLKSRVTISRDTSKNQVS
LKLSSVTAADTAVYFCARGGTLTTPFTYWGQGTLVTVSS

DVVLTQTPLSLSVTPGQPASISCRSSQSLESSDGNTYLEWY
h-42A5-VL 201 PRT |LQKPGQSPQLLIYGVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISR
VEAEDLGVYYCFQATRDPFTFGQGTKLEIKRT

QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLTSYHLHWIRQPP
h-42A5-VH| 202 PRT |GKALEWMGLMWRDGDTSYNSRLKSRLTISRDTSKSQVVL
TMINMDPVDTATYYCARGMTLATPFLYWGQGTLVTVSS

[0035] Os anticorpos fornecidos no presente incluem variantes das sequéncias descritas no
presente que contém uma ou mais mutagdes nas suas sequéncias de aminoacidos enquanto
retém a afinidade de ligagdo para FXI, FXIa e/ou um fragmento do mesmo (por exemplo,
um fragmento compreendendo o dominio A3). Em algumas realizagbes, os anticorpos
incluem uma regido variavel com uma sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 85%,
pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% idéntica a uma
sequéncia selecionada a partir do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 9, 10, 25, 26, 41, 42,
57,58, 73, 74, 89, 90, 105, 106, 121, 122, 137, 138, 153, 154, 169, 170, 185, 186 e 197-
202, ou um fragmento da mesma que retém a afinidade de ligagdo para FXI, FXIa e/ou um
fragmento do mesmo.

[0036] Também estdo incluidos nesta descrigao variantes de acidos nucleicos que codificam
anticorpos que se ligam a FXI, FXIa e/ou um fragmento do mesmo (por exemplo, um
fragmento compreendendo o dominio A3). Em algumas realizagGes, os acidos nucleicos que

codificam os anticorpos incluem uma regido variavel tendo uma sequéncia de acido nucleico
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que é pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos
99% idéntica a uma sequéncia selecionado do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 1, 2,
17, 18, 33, 34, 49, 50, 65, 66, 81, 82, 97, 98, 113, 114, 129, 130, 145, 146, 161, 162, 177
e 178, ou um seu fragmento que codifica um polipeptideo com afinidade de liga¢do para
FXI, FXIa e/ou um seu fragmento.

Composicoes Farmacéuticas
[0037] Os anticorpos descritos no presente podem ser formulados em composigdes
farmacéuticas. As composicoes farmacéuticas podem compreender ainda um ou mais
veiculos, excipientes, conservantes ou uma combinagdo farmaceuticamente aceitavel dos
mesmos. As composicBes farmacéuticas podem ter varias formulagBes, por exemplo,
formulagdes injetaveis, formulagdes liofilizadas, formulagbes liquidas, etc. Dependendo da
formulacdo e da via de administracdo, serdo selecionados aditivos adequados, tais como
adjuvantes, veiculos, excipientes, conservantes. Vide, por exemplo, Wang et al., J. Pharm.
Sciences 96 (1): 1-26 (2007), cujo conteldo € incorporado por referéncia.
[0038] A composicao farmacéutica pode ser incluida em um kit com uma instrugdo para
usar a composigao.

Métodos de Tratamento

[0039] E fornecido no presente um método de tratamento e/ou prevencao de trombose em
um sujeito que sofre de trombose e/ou a um alto risco de desenvolvimento de trombose.
Também é fornecido um método para inibir a formagdo de coagulos sanguineos em um
sujeito. Estes métodos implicam administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um anticorpo anti-FXI e/ou FXIa fornecido no presente para intervir na via intrinseca. Em
algumas realizacbes, estes métodos compreendem a administracdo de uma composicao
farmacéutica compreendendo um anticorpo anti-FXI e/ou anti-FXIa como fornecido no
presente ao sujeito.
[0040] Os métodos descritos no presente podem ser utilizados para prevenir efou tratar
complicagdes ou condigdes associadas a trombose em um sujeito com necessidade disso. A
trombose causa ou esta associada a uma série de complicagbes ou condigdes, como acidente
vascular cerebral embdlico, trombose venosa, como tromboembolismo venoso (TEV),

trombose venosa profunda (TVP) e embolia pulmonar (EP), trombose arterial, como
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sindrome coronariana aguda (SCA), doenca arterial coronariana (DAC) e doenga arterial
periférica (DAP). Outras condigdes associadas a trombose incluem, por exemplo, alto risco
de TEV em pacientes cirurgicos, pacientes imobilizados, pacientes com cancer, pacientes
com insuficiéncia cardiaca, pacientes gravidas ou pacientes com outras condi¢des médicas
que possam causar trombose. Os métodos descritos no presente referem-se a uma terapia
anticoagulante preventiva, isto €, tromboprofilaxia. Estes métodos implicam a administracdo
a um sujeito que sofre de uma complicagao relacionada com trombose descrita acima de
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-FXI e/ou FXIa como descrito
no presente ou uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma composi¢do farmacéutica
compreendendo o anticorpo anti-FXI e/ou FXIa. O anticorpo ou composigdo farmacéutica
pode ser administrado isoladamente ou em combinagdo com qualquer outra terapia para
tratar ou prevenir as complicagdes ou condicoes relacionadas com a trombose.

[0041] Também é fornecido um método de tratamento e/ou prevencdo de sepses em um
sujeito em necessidade do mesmo. Tentou-se administrar anticoagulantes a pacientes com
sepse para melhorar a mortalidade ou a morbidade. No entanto, a tentativa foi mal sucedida
devido ao sangramento indesejado causado por anticoagulantes. Os anticorpos descritos no
presente podem ser utilizados como terapia secundaria em combinagdo com outros agentes
terapéuticos para tratar a sepses, tais como antibidticos.

[0042] Como usado no presente, o termo "sujeito" refere-se a sujeito mamifero, de
preferéncia um humano. Um "sujeito em necessidade do mesmo" refere-se a um sujeito
que foi diagnosticado com trombose ou complicagdes ou condigdes associadas a trombose,
ou esta em alto risco de desenvolver trombose ou complicagdes ou condigdes associadas a
trombose. As frases “sujeito” e “paciente” sdo usadas de forma intercambidvel no presente.
[0043] Os termos “tratar”, “tratando” e “tratamento” como usados no presente com relagao
a uma condicao referem-se a aliviar a condigdo parcialmente ou inteiramente, prevenindo a
condigao, diminuindo a probabilidade de ocorréncia ou recorréncia da condigdo, retardando
a progressao ou desenvolvimento da condigdao, ou eliminar, reduzir ou retardar o
desenvolvimento de um ou mais sintomas associados a condicao. No que diz respeito a
trombose e/ou complicagdes ou condigdes associadas a trombose, "tratar" pode referir-se

a prevenir ou retardar o crescimento do coagulo sanguineo existente e/ou prevenir ou
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retardar a formagdo de coagulo sanguineo. Em algumas realizagdes, o termo “tratar”,
“tratar” ou “tratamento” significa que o sujeito tem um nimero reduzido ou tamanho de
coagulos sanguineos em compara¢do com um sujeito sem ser administrado com os
anticorpos ou seus fragmentos funcionais. Em algumas realizagdes, o termo “tratar”, “tratar”
ou “tratamento” significa que um ou mais sintomas de trombose e/ou condigbes ou
complicagdes relacionadas a trombose sdo aliviados em um sujeito recebendo um anticorpo
ou composicdo farmacéutica como descrito no presente comparando a um sujeito que ndo
recebe tal tratamento.

[0044] Uma “quantidade terapeuticamente eficaz” de um anticorpo ou composigdo
farmacéutica, como utilizado no presente, € uma quantidade do anticorpo ou composicao
farmacéutica que produz um efeito terapéutico desejado em um sujeito, tal como tratar
e/ou prevenir trombose. Em certas realizagles, a quantidade terapeuticamente eficaz € uma
quantidade do anticorpo ou composicdo farmacéutica que produz efeito terapéutico
maximo. Em outras realizagdes, a quantidade terapeuticamente eficaz produz um efeito
terapéutico que é menor que o efeito terapéutico maximo. Por exemplo, uma quantidade
terapeuticamente eficaz pode ser uma quantidade que produz um efeito terapéutico
evitando um ou mais efeitos colaterais associados a uma dosagem que produz efeito
terapéutico maximo. Uma quantidade terapeuticamente eficaz para uma composicdo
particular variara com base em uma variedade de fatores, incluindo mas ndo limitados as
caracteristicas da composicdo terapéutica (por exemplo, atividade, farmacocinética,
farmacodinamica e biodisponibilidade), a condigdo fisioldgica do sujeito (por exemplo, idade,
peso corporal, sexo, tipo e estagio da doenca, histdrico médico, condicdo fisica geral,
responsividade a uma dada dosagem e outras medicacOes presentes), a natureza de
quaisquer veiculos, excipientes e conservantes farmaceuticamente aceitaveis na
composicdo, e a via de administragdo. Um técnico no assunto em arte clinica e farmacoldgica
sera capaz de determinar uma quantidade terapeuticamente eficaz através de
experimentagdo de rotina, nomeadamente monitorando a resposta de um sujeito a
administragdo do anticorpo ou da composicdo farmacéutica e ajustando a dosagem em
conformidade. Para orientagdo adicional, vide, por exemplo, Remington em 7he Science and

Pratice of Pharmacy, 223 Edigao, Pharmaceutical Press, Londres, 2012, e Goodman & Gilman
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em The Pharmacological Basis of Therapeutics, 122 Edicao, McGraw-Hill, Nova York, NY,
2011., as descrigles inteiras dos quais sao incorporadas por referéncia no presente.
[0045] Em algumas realizagBes, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo
descrito no presente esta na faixa de cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 30 mg/kg, de cerca
de 0,1 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, de cerca de 1 mg/kg a cerca de 5 mg/kg.
[0046] Esta dentro do alcance de um técnico no assunto selecionar uma via de
administragdo adequada, como administragdo subcutdnea, administragdo intravenosa,
administragdo intramuscular, administragdo intradérmica, administragao intratecal ou
administragdo intraperitoneal. Para tratar um sujeito em necessidade do mesmo, o anticorpo
ou a composi¢ao farmacéutica pode ser administrada de forma continua ou intermitente,
para uma liberagdo imediata, liberagdo controlada ou liberagdo sustentada. Além disso, o
anticorpo ou a composigdo farmacéutica pode ser administrada trés vezes ao dia, duas vezes
ao dia ou uma vez ao dia por um periodo de 3 dias, 5 dias, 7 dias, 10 dias, 2 semanas, 3
semanas ou 4 semanas. O anticorpo ou composigao farmacéutica pode ser administrado
durante um periodo de tempo pré-determinado. Alternativamente, o anticorpo ou a
composicdo farmacéutica pode ser administrado até que uma referéncia terapéutica
especifica seja alcancada. Em certas realizagdes, 0s métodos fornecidos no presente incluem
uma etapa de avaliar um ou mais parametros de referéncia terapéuticos para determinar se
deve continuar a administracdo do anticorpo ou da composigao farmacéutica.

Método de Producdo de Anticorpos
[0047] Também sdo fornecidos neste documento métodos de produgdo dos anticorpos anti-
FXI e/ou anti-FXIa descritos no presente. Em certas realizagles, esses métodos envolvem
as etapas de clonagem de um acido nucleico que codifica um anticorpo anti-FXI e/ou anti-
FXIa em um vetor, transformando uma célula hospedeira com o vetor e cultivando a célula
hospedeira para expressar 0 anticorpo. O anticorpo expresso pode ser purificado a partir da
célula hospedeira usando qualquer técnica conhecida. Podem ser utilizados varios vetores
de expressao como o vetor pTT5 e o vetor pcDNA3, bem como varias linhagens de células
hospedeiras, como células CHO (por exemplo, CHO-K1 e ExpiCHO) e células HEK193T.
[0048] Também abrangidos por esta descricdo sdo os anticorpos produzidos pelo método

descrito acima. Os anticorpos podem ter sido submetidos a uma ou mais modificagbes pds-
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translacionais.
[0049] Os exemplos a seguir sao fornecidos para melhor ilustrar as realizagoes e ndo devem
ser interpretados como limitando o escopo de qualquer realizagdo reivindicada. Na medida
em que materiais especificos sao mencionados, é apenas para fins ilustrativos e ndo se
destina a limitar a presente invengdo. Um técnico no assunto pode desenvolver meios ou
reagentes equivalentes sem o exercicio da capacidade inventiva e sem se afastar do escopo
da presente invencdo. Sera entendido que muitas variagbes podem ser feitas nos
procedimentos descritos no presente enquanto ainda permanecem dentro dos limites da
presente invengdo. E intengdo dos inventores que tais variagdes sejam incluidas dentro do
escopo da presente invengdo.

Exemplos

Exemplo 1

Geracao e sequenciamento de anticorpos anti-FXI

[0050] Camundongos BALB/c e ratos Wistar foram imunizados com FXI humano, e foram
recolhidos esplendcitos dos animais com boa resposta imunoldgica para a prepara¢ao de
hibridomas, que foram submetidos a subclonagem por diluicdo limitante. Doze clones de
hibridoma monoclonais expressando os anticorpos anti-FXI desejados 3G12, 5B2, 7C9, 7F1,
13F4, 19F6, 21F12, 34F8, 38E4, 42A5, 42F4 e 45H1 foram obtidos utilizando ELISA de
captura e selegao funcional.
[0051] Para determinar as sequéncias de aminoacidos e de nucleotideos da regido variavel
da cadeia leve (VL) e da cadeia pesada (VH) destes anticorpos, os DNAc que codificam VL
e VH foram clonados a partir das células de hibridoma correspondentes por procedimentos
convencionais de RT-PCR. As sequéncias VL e VH de anticorpos exemplares, incluindo as
sequéncias de CDR, sdao mostradas na Tabela 1.

Exemplo 2
Determinacdo da atividade anticoagulagido no plasma humano utilizando ensaio

de tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT) e ensaio do tempo de
protrombina (PT)

[0052] O ensaio APTT mede a atividade das vias intrinsecas e comuns da coagulagao;

enquanto o ensaio PT mede a atividade das vias extrinseca e comuns da coagulacdo. Os
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anticorpos testados nestes experimentos foram 19F6, 34F8, 42A5, 1A6 e 14E1ll. As
sequéncias das regides variaveis dos anticorpos de controle foram obtidas a partir da
Patente US 8.388.959 e do Pedido de Patente US 2013/0171144 e reformatadas para 1gG4.
Estes anticorpos foram entdo expressos utilizando o sistema de células ExpiCHO. O plasma
humano padrdo adquirido da Symens Inc. foi misturado com igual volume de varios
anticorpos em varias concentragdes de 0 a 400 nM por 5 minutos antes de ser testado em
um analisador CA600. No ensaio APTT, 50 uL da mistura de plasma-anticorpo e 25 JL de
reagente APTT (SMN 10445709, Symens Inc.) foram misturados a 37°C durante 4 min. Em
seguida, foram adicionados 25 L de solugdo de CaCl2 (25 mM, SMN 10446232, Symens
Inc.) e foi determinado o tempo para a formagdo do coagulo. No ensaio PT, misturou-se 50
Ml da mistura de plasma-anticorpo com um volume igual de reagente de PT (SMN 10446442,
Symens Inc.) a 37°C e determinou-se o tempo até a formagao do coagulo.
[0053] Como mostrado na Figura 1, todos os anticorpos testados aumentaram o APTT de
uma maneira concentracdo-dependente a uma concentragao relativamente baixa, por
exemplo, até 100 nM (ou até 200 nM para 14E11); enquanto que nenhum destes anticorpos
teve um efeito significativo no PT (dados ndo mostrados). Estes resultados indicam que todos
o0s anticorpos testados inibiram a via intrinseca da coagulacdo, mas ndo a via extrinseca.
Exemplo 3
Determinacdo da atividade anticoagulacdo no plasma de espécies ndo humanas
utilizando ensaio de tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT)
[0054] Os efeitos de varios anticorpos, incluindo 19F6, 34F8 e 42A5, na coagulagdo foram
avaliados no plasma de camundongo, rato e macaco utilizando o mesmo método descrito
no Exemplo 2. Nenhum dos anticorpos testados teve qualquer efeito sobre APTT no plasma
de camundongo e rato, mas todos eles, a uma concentragdo relativamente baixa,
concentracao-dependente, aumentaram o APTT no plasma de macaco como mostrado na
Figura 2, indicando que os anticorpos testados tinham atividade cruzada com o macaco
FXI/FXIa, mas ndao com camundongo ou rato FXI/FXIa.
Exemplo 4
Humanizacao de anticorpos anti-FXI

[0055] O uso de anticorpos monoclonais murinos diretamente como agentes terapéuticos
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tem sido dificultado pela meia-vida curta e a elicitacdo das respostas humanas de anticorpo
anti-murino. Uma solugdo para este problema é humanizar os anticorpos murinos. Alguns
anticorpos foram submetidos a humanizacdo por enxerto de CDR. Foram identificadas
estruturas receptoras humanas adequadas para ambas VL e VH de cada anticorpo murino
e foi introduzido um ndmero varidvel de mutagBes reversas nas estruturas humanas
selecionadas para manter a estrutura e/ou fungdo do anticorpo resultante. Se a afinidade e
fungao destes anticorpos humanizados nao fossem substancialmente inferiores aos anticorpos
nao modificados correspondentes, os anticorpos modificados seriam considerados
humanizados com sucesso. Trés sequéncias VH e VL humanizadas de 19F6, 34F8 e 42A5,
descritas como h-19F6, h-34F8 e h-42A5, respectivamente, sdao mostradas na Tabela 2.

Exemplo 5

Determinacdo da afinidade de anticorpos anti-FXI para FXI humano

[0056] A afinidade de anticorpos anti-FXI/FXIa para FXI/FXIa foi determinada usando a
tecnologia de ressonancia de plasmon de superficie (SPR) realizada no instrumento BIAcore
T200. Os anticorpos humanizados foram construidos por ligacdo das regides variaveis dos
anticorpos descritos no presente ao dominio Fc de IgG4 humana e os recombinantes foram
expressos em células CHO. Esses anticorpos foram capturados em um chip sensor Biacore
CM5 que foi pré-imobilizado com um anticorpo anti-IgG humano.
[0057] Em seguida, diferentes concentragdes do antigeno purificado FXI ou FXIa (0,005 a
1 pg/ml) foram deixadas fluir através do chip CM5 por 180 s para associagao com o anticorpo
anti-FXI/FXIa, seguido por um periodo de 1800 s para dissociagao. Os dados de ligagao
foram coletados e a afinidade entre FXI/FXIa e os anticorpos de teste foi analisada utilizando
o Software de Avaliagdo Biacore fornecido pela GE Healthcare. Os sensogramas SPR da
ligagao de FXI/FXIa a h-19F6, h-34F8 e h-42A5 sdo mostrados na Figura 3. Conforme
mostrado na Figura 3, a resposta (RU) para cada anticorpo tornou-se mais alta com as
crescentes concentragdes de FXI ou FXIa. As constantes de dissociacdo (Kp) de h-19F6, h-
34F8 e h-42A5 para FXI e FXIa foram calculadas e detalhadas na Tabela 3. As afinidades
de cada anticorpo a FXI e FXIa sdo consideradas as mesmas desde a diferenca entre eles
sao menos do que 10 vezes.

Tabela 3
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Valores de Kp dos anticorpos para FXI e FXIa

Anticorpo Ko (pM)
FXI FXIa
h-19F6 22.2 25.8
h-34F8 19.5 3.85
h-42A5 35.7 8.14
Exemplo 6

Determinacao do local de ligacdo dos anticorpos anti-FXI no FXI
[0058] Os sitios de ligacdo de 19F6 e 42A5 no FXI foram determinados usando a tecnologia
SPR. Resumidamente, o anticorpo humano de captura de IgG foi pré-imobilizado em um
chip sensor Biacore CM5 e 0 h-19F6 ou h-42A5 recombinante foi capturado fluindo através
do chip. Uma quantidade igual (15 unidades relativas) de h-19F6 e h-42A5 foi capturada
através do ajuste do tempo de fluxo do anticorpo. Em seguida, FXI do tipo selvagem ou FXI
quimérico, no qual o dominio da maga individual foi substituido pelo dominio correspondente
da pré-calicreina humana (quimeras FXI/PK) foi autorizado a fluir através do chip por 180
segundos para associagdo com h-19F6 ou h-42A5, seguido por um periodo de 1800
segundos para a dissociacdo. Os dados de ligagdo foram analisados em um modo cinético
de alto desempenho, pois apenas uma concentragao de FXI, do tipo selvagem ou quimérico,
foi testada no ensaio SPR. Os resultados mostraram que as quimeras ligadas a h-19F6 e h-
42A5, bem como quimeras FXI/PK, exceto quando o dominio A3 do FXI foi substituido pelo
dominio PK correspondente, indicando que parte ou o epitopo completo de h-19F6 e h-42A5
em FXI estd localizado no dominio A3.
Exemplo 7
Neutralizacdo funcional de FXIa pelos anticorpos

[0059] A atividade de FXIa humana foi determinada medindo a clivagem de um substrato
cromogénico especifico, S-2366 (Diapharma Inc.). Para testar a atividade inibitoria dos
anticorpos, os anticorpos h-19F6, h-34F8 e h-42A5 foram pré-incubados por 5 minutos a
temperatura ambiente com uma concentragao final de 5 nM de FXIa em PBS (solugdo salina
tampdo fosfato). Em seguida, foi adicionado um volume igual de 1 mM de $-2366 para
iniciar a reagdo de clivagem de FXIa e as mudangas na absorbancia a 405 nm foram

monitoradas continuamente usando um leitor de placas M5e (Molecular Devices Inc.). Os
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dados foram analisados usando o software GraphPad Prism e sdo mostrados na Figura 4. O
Ki aparente calculado para h-19F6, h-34F8 e h-42A5 sao 0,67, 2,08 e 1,43 nM,
respectivamente. Portanto, todos os trés anticorpos testados exibiram efeitos inibitérios
satisfatorios no FXIa a uma concentragdo relativamente baixa.
Exemplo 8
Inibicdo da ativacdo de FIX mediada por FXIa pelos anticorpos
[0060] O FIX humano (200 nM) foi incubado com FXIa (5 nM) em PBS com CaCl a5 mM a
temperatura ambiente com IgG controle a 1 pM ou h-19F6 ou h-42A5. Nos intervalos de 0,
15, 30, 45 e 60 min, amostras de 50 pL foram coletadas em tampdo de amostra de dodecil
sulfato. As amostras foram fracionadas em géis ndo redutores a 10% e transferidas para
membranas de fluoreto de polivinilideno. Western blotting foi realizado para determinar os
niveis de FIX e FIXa usando IgG de FIX anti-humano de cabra (Affinity Biologicals). Como
mostrado na Figura 5, h-19F6 e h-42A5 inibem a formagao de FIXa induzida por FXI em
comparagao com o controle.
Exemplo 9
Avaliacao dos efeitos de anticorpos anti-FXI no tempo de coagulacao em
macacos cynomolgus
[0061] Macacos cynomolgus foram administrados por via intravenosa com doses indicadas
de varios anticorpos. O sangue das veias superficiais do membro superior foi coletado na
pré-dose e nas 0,5, 1, 3, 6, 12 e 24 horas apds a dose, e o plasma citratado foi preparado
para a determinacdo do APTT e PT. No teste APTT, 50 pL de amostra de plasma diluido e
25 L de reagente APTT (SMN 10445709, Symens Inc.) foram misturados e incubados a
37°C por 4 min. Em seguida, foram adicionados 25 L de solugdo de CaCl; (25 mM, SMN
10446232, Symens Inc.) e foi determinado o tempo para a formagdo do coagulo. No teste
de PT, 50 L da amostra de plasma diluido foram misturados com igual volume de reagente
de PT (SMN 10446442, Symens Inc.) e incubados a 37°C e foi determinado o tempo para
formagao do coagulo. Todos os trés anticorpos testados demonstraram aumento da APTT
dependente da dose, como mostrado na Figura 6 e nenhum deles afetou o TP, como
mostrado na Figura 7.

Exemplo 10
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Avaliacao dos efeitos de anticorpos anti-FXI em modelos de trombose de
derivacao arteriovenosa (AV) e de sangramento de veias da cauda em macacos
cynomolgus
[0062] A trombose e 0 tempo de sangramento foram avaliados no mesmo animal para doses
multiplas de cada anticorpo testado. Os anticorpos incluidos nesta experiéncia foram h-
34F8, h-19F6 e h42A5. Resumidamente, 0 tempo de hemorragia e trombose foram avaliados
sequencialmente na pré-dose e 30 minutos apds cada administragdo do anticorpo. As
avaliagdes de sangramento/trombose foram realizadas quatro vezes: pré-dose e pds-dose

em trés niveis crescentes de dose (0,1, 0,3 e 1 mg/kg).
[0063] Para trombose de derivagao AV, um dispositivo de derivacdo contendo um fio de
seda pré-pesado de 10 cm de comprimento foi aplicado para conectar a artéria femoral e a
canula venosa femoral, e foi permitido que o sangue fluisse através da derivagdo por 10
minutos. Em seguida, o fio foi removido da derivacao e pesado novamente. O peso do
coagulo no fio foi calculado como a diferenca do peso do fio antes e apds o fluxo sanguineo.
[0064] Para avaliacdo do tempo de sangramento, uma seringa de 2 ml foi inserida na veia
da cauda dos animais. Quando o volume de sangue na seringa parou de aumentar, o tempo
decorrido foi registrado manualmente como o tempo de sangramento.
[0065] Todos os anticorpos reduziram de maneira dose-dependente o peso do trombo,
como mostrado na Figura 8, e nenhum deles prolongou o tempo de sangramento da veia
da cauda, como mostrado na Figura 9.
Exemplo 11

Avaliacdo dos efeitos de anticorpos anti-FXI na trombose da artéria induzida por

cloreto férrico e no tempo de sangramento do molde em macacos cynomolgus
[0066] Os macacos cynomolgus foram pré-anestesiados com 1,5 mg/kg de Zoletil,
intubados e ventilados com um respirador. A anestesia foi mantida com isoflurano. A pressao
arterial, a frequéncia cardiaca e a temperatura corporal foram monitoradas durante todo o
procedimento. Os anticorpos testados, incluindo h-34F8, h-19F6 e h-42A5, ou o controle do
veiculo foram administrados através da veia do membro por injegdo 2 horas antes da
aplicacdo do FeCls. A artéria femoral esquerda foi exposta e isolada por dissec¢do romba.

Uma sonda de fluxo Doppler foi montada na artéria e o fluxo sanguineo foi registrado
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continuamente. Antes de aplicar FeCls, o fluxo sanguineo foi medido por pelo menos 5
minutos. Em seguida, dois pedacos de papel de filtro pré-embebidos com FeClz foram
aplicados na superficie adventicia do vaso a montante da sonda por 10 minutos. Apds a
remogao do papel de filtro, o local da aplicacdo foi lavado com solugdo salina. O fluxo
sanguineo foi medido continuamente até diminuir para 0. O tempo para 80% de oclusao
(fluxo sanguineo reduzido para 20% do fluxo sanguineo basal) e o tempo para 100% de
oclusdo (fluxo sanguineo reduzido para 0) foram registrados. No mesmo animal, o tempo
de sangramento do molde foi avaliado na pré-dose e 1 hora apds a dose.

[0067] Os efeitos de todos os trés anticorpos na trombose arterial induzida por FeClz foram
investigados. Quatro grupos de macacos foram tratados com o controle de veiculo, h-34F8,
h-19F6 ou h-42A5 por 2 horas, respectivamente, e FeCls foi aplicado na artéria femoral
esquerda de cada animal para induzir trombose. A velocidade do fluxo sanguineo a jusante
foi monitorada. O tempo para 80% e 100% de oclusdo trombdtica no grupo controle do
veiculo foi de 14,66 = 1,30 min e 18,50 + 1,76 min, respectivamente. O pré-tratamento
com 0,3 mg/kg de h-34F8 ou h-42A5 atrasou significativamente o tempo para 80% de
oclusao para 59,53 £+ 16,95 min e 40,80 + 7,94 min, e o tempo para 100% de oclusdo para
70,40 £ 20,76 min e 50,61 £+ 9,48 min, respectivamente, como mostrado na Figura 10.
Também foi observado prolongamento do tempo para 80% de oclusdo (26,43 + 5,72 min)
e para 100% de oclusdo (32,78 = 5,09 min) em macacos tratados com h-19F6, embora ndo
tenha havido estatisticamente diferenga significativa quando comparada ao grupo de
controle do veiculo, como mostrado na Figura 10.

[0068] Os efeitos dos anticorpos na hemostasia foram avaliados em termos de tempo de
sangramento do molde. Nao foi observada diferenca significativa entre a pré-dose e 1 hora
apds a dose para cada artigo de teste (Figura 11A, 11B e 11C). A alteragdo do tempo de
sangramento apds o tratamento com h-34F8, h-19F6 e h-42A5 ndo foi diferente daquela
apds o tratamento de controle do veiculo (Figura 11D).

[0069] Os efeitos dos anticorpos nos tempos de coagulagdo ex vivo do plasma de macaco
foram também avaliados. Como esperado, os tratamentos com 0,3 mg/kg de h-34F8, h-
19F6 e h-42A5 prolongaram significativamente o APTT em 3,29 + 0,20, 1,67 + 0,09 e 2,87

+ 0,10 vezes, respectivamente, enquanto nenhum aumento no APTT foi observado
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tratamento de controlo de veiculo, como mostrado na Figura 12A. Além disso, os tratamentos
com h-34F8, h-19F6 ou h-42A5 nao tiveram efeito na PT, como mostrado na Figura 12B.

[0070] Assim, foi inesperadamente verificado que os anticorpos descritos no presente nao
tiveram quaisquer efeitos adversos de sangramento prolongado enquanto inibiram de forma

eficaz a via intrinseca da coagulagdo.
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Reivindicagoes

1. ANTICORPO ANTI-FXI OU ANTI-FXIa ISOLADO que se liga
especificamente ao FXI ou FXIa humano, caracterizado por o anticorpo compreender um
dominio variavel da cadeia leve de imunoglobulina compreendendo trés CDRs selecionadas
a partir do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 11-13, 27-29, 43-45, 59-61, 75-77, 91-93,
107-109, 123-125, 139-141, 155-157, 171-173 e 187-189, ou um dominio variavel da cadeia
pesada de imunoglobulina compreendendo trés CDRs selecionadas a partir do grupo que
consiste nas SEQ ID NOs: 14-16, 30-32, 46-48, 62-64, 78-80, 94-96, 110-112, 126-128,
142-144, 158-160, 174-176 e 190-192, ou uma porgao imunologicamente ativa do mesmo.

2. ANTICORPO, de acordo com a reivindicagdao 1, caracterizado por o
anticorpo se ligar especificamente ao dominio A3 do FXI ou FXIa humano.

3. ANTICORPO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por o
anticorpo compreender um dominio variavel de cadeia leve de imunoglobulina selecionado
a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 41, SEQ ID
NO: 57, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO:
137, SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 169 e SEQ ID NO: 185.

4, ANTICORPO, de acordo com a reivindicagdao 1, caracterizado por o
anticorpo  compreender um dominio varidvel de cadeia pesada de imunoglobulina
selecionado a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO:
42, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 74, SEQ ID N 90, SEQ ID N 106, SEQ ID NO: 122, SEQ ID
NO: 138, SEQ ID NO: 154, SEQ ID NO: 170 e SEQ ID NO: 186.

5. COMPOSICAO FARMACEUTICA, caracterizado por compreender o
anticorpo conforme descrito em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4.

6. USO DO ANTICORPO, conforme descrito em qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 4, caracterizado por ser na fabricacdo de um medicamento para inibir
a formacgado de coagulos de sangue em um sujeito.

7. USO DO ANTICORPO, conforme descrito em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 4, caracterizado por ser na fabricacdao de um medicamento para tratar
Ou prevenir a sepse.

8. METODO PARA PREPARAR O ANTICORPO, conforme descrito em
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qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4, caracterizado por compreender a clonagem de
um acido nucléico que codifica o anticorpo em um vetor de expressdo, e a expressao do
mesmo em uma célula hospedeira.

0. METODO, de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado por
compreender ainda a purificacdo do anticorpo expresso a partir da célula hospedeira.

10. METODO, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado por o vetor
de expressao ser um vetor pTT5 ou vetor pcDNA3.

11. METODO, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado por a célula
hospedeira ser uma célula CHO ou uma célula HEK193T.

12.  ANTICORPO OU UM FRAGMENTO FUNCIONAL DO MESMO OU UMA
PORCAO IMUNOLOGICAMENTE ATIVA DO MESMO, caracterizado por ser produzido pelo
método conforme descrito em qualquer uma das reivindicagoes 8 a 11.

13. ANTICORPO, da reivindicagdao 12, caracterizado por o anticorpo ser

modificado de forma pds-translacional.
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Resumo
ANTICORPO ANTI-FXI OU ANTI-FXIa ISOLADO, SEU USO E METODO DE
PREPARAGAO, COMPOSICAO FARMACEUTICA E ANTICORPO OU UM
FRAGMENTO FUNCIONAL DO MESMO OU UMA PORCAO IMUNOLOGICAMENTE
ATIVA DO MESMO
A presente invengdo refere-se a um anticorpo combinado com o fator de
coagulagdo XI (FXI) e/ou um fator ativado XIa (FXIa) do mesmo, ou um fragmento de FXI
e/ou FXIa, e a uma composicao compreendendo o anticorpo. A presente invengao refere-
se ainda a um método para preparar o anticorpo e ao uso do anticorpo na preparacao de
medicamentos para o tratamento e/ou prevencdao de doengas relacionadas com a
coagulacdo (por exemplo, tromboses e complicagdes ou doencgas relacionadas com

trombos).
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

A EF 48E55027F5F 38

Campo 2

013 5EACS8D45EES4&38

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: 125156 _Listagem.TXT
- Data de Geracao do Cédigo: 07/08/2019
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 10:17:51
- Cdédigo de Controle:

- Campo 1. AEF48E55027F5F38

- Campo 2: 0135EAC8D45EE438

Peticdo 870190075903, de 07/08/2019, pig. 161/161



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

