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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"ANTICORPOS MONOCLONAIS, SEUS USOS, BEM COMO
COMPOSICAO FARMACEUTICA".

Campo da Invencao

[0001] A presente invencido se relaciona a anticorpos que
especificamente se ligam ao inibidor da via de fator tecidual (TFPI).

Antecedentes da Invencao

[0002] Em individuos com uma coagulopatia, tal como em seres
humanos com hemofiia A e B, varias etapas da cascata de
coagulacado sao nao funcionais devido, por exemplo, a auséncia ou a
presencga insuficiente de um fator de coagulagédo. Tal disfungcdo de
uma parte da cascata de coagulagdo resulta em coagulacao
sanguinea insuficiente e potencialmente hemorragia com risco de
morte, ou dano a érgaos internos, tais como articulagdes. Individuos,
tais como seres humanos com hemofilia A e B podem receber terapia
de substituicdo de fator de coagulagdo, tal como FVllla ou FIXa
exogenos, respectivamente. Entretanto, tais pacientes estdo em risco
do desenvolvimento de "inibidores" (anticorpos) para tais fatores
exdégenos, tornando terapia outrora eficiente, ineficaz. Além disso,
fatores de coagulagao exégenos somente podem ser administrados
intravenosamente, que é de consideravel inconveniéncia e desconforto
para os pacientes. Por exemplo, criangas e criangas pequenas
precisam ter inseridos cirurgicamente cateteres intravenosos em uma
veia do peito, para o acesso venoso ser garantido. Isto as deixa em
grande risco de desenvolver infeccbes bacterianas. Individuos com
uma coagulopatia somente podem receber terapia depois que o
sangramento comecou, em vez de profilaticamente, que muitas vezes
infringe sua qualidade de vida geral.

[0003] Ha dessa forma ainda muitas necessidades médicas nao

supridas na comunidade de hemcofilia, em particular, e em individuos
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com coagulopatias, em geral.

[0004] Quando uma parede vascular é prejudicada, o fator tecidual
(TF) é exposto aos conteudos do sangue circulante e TF forma um
complexo com o Fator Vll/Fator VIl ativado (FVII/FVIla) na superficie
de células de que carregam TF. Isto leva a ativagdo do Fator X (FX) a
FXa que em conjunto com FVa gera uma quantidade limitada de
trombina (Flla). Pequenas quantidades de trombina ativam plaquetas,
que resulta na exposicao superficial de fosfolipideos que dao suporte a
ligacdo do complexo tenase composto de FVIlla/FIXa.

[00095] O complexo tenase produz grandes quantidades de FXa,
que posteriormente facilita um incremento de trombina. O incremento
de trombina é necessario para a formacdo de uma estrutura de fibrina
mecanicamente forte e estabilizacdo do tampao hemostatico. FVIII ou
FIX falham ou estdo presentes em niveis baixos em pacientes com
hemofilia, e devido a falta de atividade da tenase, a capacidade de
gerar FXa é baixa e insuficiente para suportar a fase de propagacao
da coagulagdo. Ao contrario, a fase de iniciagdo mediada por TF nao é
dependente da formacado do complexo tenase. Entretanto, a via TF,
um pouco apés uma geragao de FXa inicial, sera bloqueada por
inibidores plasmaticos.

[0006] O inibidor da via de fator tecidual (TFPI) regula para baixo a
coagulagao continua pela neutralizagdo da atividade catalitica de FXa
e inibicdo do complexo TF-FVlla na presenga de FXa. TFPI inibe o
complexo TF/FVlla/FXa na superficie celular ou inibe FXa liberado
seguido pela inibicao FVIla/TF.

Sumario da Invencgao

[0007] Os Inventores identificaram anticorpos monoclonais que
especificamente se ligam ao inibidor da via de fator tecidual ("TFPI", as
vezes referido como "TFPI1") e por meio disso modulam sua atividade.

A presente invengdo se relaciona a estes anticorpos e a outros
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anticorpos relacionados que sido derivados destes anticorpos ou tém
propriedades de ligagéo similares a estes anticorpos.

[0008] Consequentemente, a presente invengdo se relaciona a
anticorpos que especificamente se ligam ao inibidor da via de fator
tecidual (TFPI) e que reduzem o tempo de coagulagdo em, por
exemplo, (a) plasma e/ou sangue total humano (b) deficientes em FVIII
humano.

[0009] Um anticorpo compreende a regido variavel da cadeia leve
da SEQ ID NO: 4 e a regiao variavel da cadeia pesada da SEQ ID NO:
8. Outro anticorpo compreende a regido variavel da cadeia leve da
SEQ ID NO: 15 e a regido variavel da cadeia pesada da SEQ ID NO:
18.

[00010] A invengao também fornece polinucleotideos que codificam
um anticorpo da invencao, tal como polinucleotideos que codificam
uma cadeia leve de anticorpo e/ou uma cadeia pesada de anticorpo da
invencao.

[00011] A invencdo também fornece composicdes farmacéuticas
que compreendem um anticorpo ou polinucleotideo da invencdo e um
veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitavel.

[00012] Os anticorpos, polinucleotideos e composi¢cdes da invencao
também sao fornecidos para (a) uso no tratamento ou prevencéo de
uma coagulopatia (desordem de sangramento) ou (b) estimulacéo da
coagulacao sanguinea. Isto &, a invencédo fornece um método de (a)
tratamento ou prevencdo de uma coagulopatia (desordem de
sangramento) ou (b) estimulacdo da coagulagdo sanguinea, o método
compreendendo administracdo a um paciente que o requer de uma
quantidade terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um
anticorpo, polinucleotideo ou composi¢ao da invengao.

[00013] Além disso, a invengao fornece regimes de dosagem do

dito anticorpo monoclonal da invengéo.
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Breve Descricao das Figuras

[00014] A Figura 1 mostra as sequéncias de dominios VH (A) e VL
(B) anti-TFPI4F36A1B2 do camundongo (neste pedido também
referido como MuTFPI4F36 ou 4F36), alinhado com as sequéncias da
linhagem germinativa humana e a versdo de CDR inicial enxertada de
TFPI4F36 humanizado. A numeracdo do esquema Kabat é indicada
acima das sequéncias.

[00015] A Figura 2 mostra sequéncias nucleotidicas e sequéncias
polipeptidicas traduzidas de sequéncias VH e VL do anticorpo murino
TFPI4F36A1B2 (MuTFPI4F36).

[00016] A Figura 3 mostra as sequéncias de aminoacidos das
cadeias leves (A) e pesadas (B) dos fragmentos Fab do anticorpo
murino 4F36, MuTFPI4F36. Numeracdo acima das sequéncias é
mostrada de acordo com Kabat. As posi¢cdes correspondentes a alcas
de CDR sao destacadas no texto sublinhado em negrito na numeragao
de Kabat. Os residuos de aminoacidos que constituem o paratopo sao
destacados no texto sublinhado em negrito. O paratopo é determinado
a partir da estrutura de raio x do complexo entre o Fab MuTFPI4F36 e
o dominio K2 de TFPI e é definido como residuos no Fab tendo um
atomo pesado dentro de uma distancia de menos de 4 A de um atomo
pesado em K2.

[00017] A Figura 4 mostra a sequéncia de TFPI (sequéncia de
peptideo sinal omitida). Os dominios Kunitz sdo mostrados em negrito:
dominio Kunitz 1 de TFPI = aminoacidos 26 a 76; dominio Kunitz 2 de
TFPlI = aminoacidos 97 a 147; dominio Kunitz 3 de TFPI =
aminoacidos 188 a 238. A parte C-terminal de TFPI é mostrada em
italico nos aminoacidos 240 a 276.

[00018] A Figura 5 mostra a aceitabilidade relativa de residuos em
TFPI. Os residuos que tém uma aceitabilidade maior que 40% séao
aminoacidos 94 a 95, 98, 100 a 110, 118 a 121, 123 a 124, 131, 134,
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138 a 142 e 144 a 145.

[00019] A Figura 6 mostra uma analise SEC de HPLC de um
complexo entre o dominio Kunitz 2 de TFPI (K2) e o fragmento Fab
MuTFPI4F36 (Fab). Os cromatogramas de SEC-HPLC detectaram em
UV 280 nm de K2 livre (linha sdlida, tr 13,1 min, pico mostrado em
13,134), Fab livre (linha quebrada, tr 11,7 min, pico mostrado em
11,676) e complexo (linha pontilhada, tr 11,5 min, pico mostrado em
11,496). A amostra do complexo continha K2 em excesso de ~20%.
[00020] A Figura 7 mostra a estrutura total do complexo Fab
MuTFPI4F36:K2. As cadeias leves sdo mostradas em cinza palido e
cadeias pesadas sdo mostrados em cinza escuro. As alcas de CDR
assim definidas de acordo com o esquema Kabat sdo marcadas como
L1alL3eH1aHS.

[00021] A Figura 8 mostra a estrutura do dominio K2 de TFPI
guando em um complexo com Fab MuTFPI4F36 (molécula de Fab nao
mostrada). Os N e C-terminais e os elementos estruturais secundarios
sdo marcados.

[00022] A Figura 9 mostra uma superposicao de esqueleto de
estruturas de K2. Diferencas de demonstragcdes na estrutura entre a
solucdo K2, K2 estd no complexo com Fab MuTFPI4F36 e K2 no
complexo com a tripsina porcina.

[00023] A Figura 10 mostra ao MuTFPI4F36 o epitopo de ligagao
em K2. (A) llustragdo representativa do dominio K2 de TFPI com
cadeias laterais de residuos incluidos no epitopo de ligagao
representado por bolas e paus. (B) € como A, mas com a superficie
adicionada. (C) epitopo de ligacdo mapeado na sequéncia primaria. As
letras capitais em negrito, em italico e sublinhadas corresponde a
residuos nos contatos de criagdo de epitopo de ligagdo de K2 com a
cadeia pesada de Fab MuTFPI4F36 somente (posi¢cdes 10, 11, 13, 28,

31, 33 e 35), cadeia leve somente (posi¢des 21, 23 e 50), e tanto com
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cadeia pesada como com leve (17, 19, 34 e 36), respectivamente. Os
elementos estruturais secundarios (h = hélice, s = folha) sdo indicados
(hélices nas posicdes 5 a 8 e 50 a 56 e folhas nas posigdes 20 a 26 e
31 a 37). Os residuos destacados em cinza (posi¢gdes 1 a 2 e 59 a 66)
estdo presentes na proteina expressa, mas ndo sao observados na
estrutura cristalina devido aos N e C-terminais que sao flexiveis.
[00024] A Figura 11 mostra uma comparagdo dos tragos de
esqueleto de complexos K2:Fab MuTFPI4F36 e Fab K2:HzTFPI4F 36,
demonstrando os modos de ligagdo idénticos dos fragmentos
MuTFPI4F36 murinos e Fab HzTFPI4F36 humanizados. O K2:Fab
MuTFPI4F36 € mostrado em cinza e K2:Fab HzTFPI4F36 em preto.
As estruturas sao superposicionadas para otimizar a combinacgao entre
a regido variavel dos fragmentos Fab.

[00025] A Figura 12 mostra o efeito de anticorpos monoclonais anti-
TFPI (mAbs) na ativagao induzida por TF/FVlla de FX na superficie de
HUVECs estimuladas com TNF a/IL1 B. A ativacdo de FX foi medida
na presenga de mAB 0 a 20 nM (mAbTFPI 2021 ou mAb 2974), FVlla
50 pM (NovoSeven ®) e FX 50 nM no tampdo com HEPES 25 mM,
NaCl 137 mM, KCI 3,5 mM, CaCl2 5 mM, BSA 1 mg/mL pH 7,4 (0,1%)
que foi recoberto uma monocamada de HUVECs. A atividade FXa
gerada foi determinada em um ensaio amidolitico com S-2765 medido
pelo aumento na absorvancia em 405 nM.

[00026] A Figura 13 mostra o efeito de mAbs anti-TFPI na inibicao
de TFPI da ativacdo induzida por TF/FVlla de FX na superficie do
células 231 MDA-Mb. A ativagdo de FX foi medida na presenca de
mAb 0 a 20 nM (Hz mAbTFPI 2021 ou mAb 2974), fl-TFPI 2,5 nM,
FVlla 100 pM e FX 50 nM no tamp&o com HEPES 25 mM, NaCl 137
mM, KCI 3,5 mM, 5 mM CaCl, BSA 1 mg/mL pH 7,4 (0,1%) que foi
recoberto com uma monocamada de células 231MDA-Mb. A atividade

de FXa gerada foi determinada em um ensaio amidolitico com S-2765
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medido pelo aumento na absorvancia em 405 nM.

[00027] A Figura 14 mostra o efeito de substituicbes unicas por
aminoacido alanina de residuos escolhidos dentro do dominio Kunitz 2
de TFPI na ligagédo até mAbTFPI 2021 ("mAb4F36") e mAb2974 (n=2).
Os residuos selecionados s&o parte do epitopo de ligacédo a mABTFPI
2021. A numeracéo de residuos de aminoacidos € como indicada na
Fig. 10C.

[00028] A Figura 15 mostra o tempo de sangramento da cuticula e a
perda sanguinea medida em coelhos hemofilicos transientes apos
tratamento com IgG controle (Hemofilia) ou com anticorpo anti-TFPI
murino, TFPI-4F36A1B2 ("4F36", MuTFPI4F36).

[00029] A Figura 16 mostra o tempo de sangramento da cuticula
(observacédo unica; média + SEM) e a perda sanguinea (média+SEM)
em um tratamento "sob demanda" de coelhos com hemofilia induzida
pelo anticorpo, tratados com HzTFPI4F36 ("anti-TFPI", mAbTFPI 2021)
(2 mg/kg) ou NovoSeven (9mg/kg) 5 minutos apos inducdo da
hemorragia. A hemorragia foi observada por 1 hora (3600 segundos).
[00030] A Figura 17 mostra o tempo de sangramento da cuticula
(observagao unica; média + SEM) e perda sanguinea (média+SEM)
em coelhos com hemofilia induzida pelo anticorpo, quando pré-
tratados com HzTFPI4F36 ("anti-TFPI", mAbTFPI 2021) (doses: 0,5, 1,
2 mg/kg) ou um anticorpo isotipico controle 35 minutos antes da
indugdo da hemorragia. A hemorragia foi observada por 1 hora (3600
segundos).

[00031] A Figura 18 mostra o numero de plaquetas medido em
animais individuais, apos estimulagdo com anticorpo anti-FVIII,
administracdo de um  anti-TFPl-anticorpo  ("ab  anti-TFPI",
MuTFPI4F36) e entdo sangrados. Isto foi realizado em um modelo de
hemofilia de controle e na presenca do anticorpo anti-TFPI murino
4F36 (MuTFPI4F36) como descrito neste pedido.

Peticai0 870210046490, de 24/05/2021, pég. 13/160
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[00032] A Figura 19 mostra a concentracdo plasmatica de
HzTFPI4F36 livre (mAbTFPI 2021) em coelhos dosados com
HzTFPI4F36 de 20 mg/kg em 0 horas. Experimentos de hemorragia de
cuticula foram realizados em 96 horas (4 dias), 168 horas (7 dias) e
240 horas (10 dias). As linhas pontilhadas indicam ‘a concentragcéo
eficaz' da faixa de HzTFPI4F36 como encontrado no estudo dose-
resposta (ver Fig. 17).

[00033] A Figura 20: painel esquerdo: HzTFPI4F36 plasmatico
(mAbTFPI 2021) (eixo esquerdo: o) e tempo de sangramento de
cuticula (média+SEM; m). Painel direito: HzTFPI4F36 plasmatico
(mAbTFPI 2021) (eixo esquerdo: o) e perda sanguinea (média+SEM,;
m) em coelhos com hemofilia induzida pelo anticorpo, quando pré-
tratados com HzTFPI4F36 20 mg/kg (n=8) ou anticorpo isotipico
controle (n=12) em 4, 7 ou 10 dias antes da indugdo da hemorragia. A
hemorragia foi observada por 1 hora (3600 segundos).

[00034] A Figura 21 mostra os niveis de concentragdao plasmatica
ap6s administracédo IV e SC de HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021) a
macacos. Nos trés graficos inferiores, dois macacos foram
administrados com trés doses de HzTFPI4F36 com intervalo de duas
semanas. Em trés doses esquerdas mais baixas de 2, 20 e 80 mg/kg
foram administrados, no meio mais baixo trés doses de 20, 80 e 160
mg/kg foram administradas; em trés doses certas mais baixas de 80,
160 e 200 mg/kg foram dosados. No superior esquerdo uma dose
unica de 20 mg/kg foi administrada a trés macacos; no direito superior
como dose unica IV foram administrados a trés macacos. Nos graficos,
0s pontos representam a observacgao individual ao passo que a linha
representa o modelo proéprio.

[00035] A Figura 22 mostra uma simulagdo de HzTFPI4F36 de 1
mg/kg (MAbTFPI 2021) sc administrada diariamente. A linha horizontal

sélida representa niveis de concentracdo plasmaticos simulados e a
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linha horizontal pontilhada, a concentragcdo eficaz superior como
deduzido dos dados de efeito.
[00036] A Figura 23 mostra uma simulagdo de HzTFPI4F36 de 15
mg/kg (MAbTFPI 2021), administrado intravenosamente a cada
terceira semana. A linha horizontal sélida representa niveis de
concentragao plasmaticos simulados e a linha horizontal pontilhada a
concentracao eficaz superior como deduzido dos dados de efeito.
[00037] A Figura 24 mostra uma simulagdo de HzTFPI4F36 de 20
mg/kg (MAbTFPI 2021), administrado intravenosamente a cada
segunda semana. A linha sodlida horizontal representa niveis de
concentracao plasmaticos simulados e a linha pontilhada horizontal a
saturacao alvo esperada como deduzido do estudo de efeito.

Breve Descricdo da Listagem de Sequéncia
[00038] A SEQ ID NO: 1 fornece a sequéncia de aminoacidos de
TFPI humano (sequéncia de peptideo sinal omitida).
[00039] A SEQ ID NO: 2 fornece a sequéncia de aminoacidos de

um construto usado para determinar o epitopo de ligagcdo de um

anticorpo. O construto compreende aminoacidos 91 a 150 de TFPI
humano e uma marcacao de His6 C-terminal.

[00040] As SEQ ID NOs: 3, 5 e 4 fornecem o polinucleotideo
(sentido e antissentido) e sequéncias polipeptidicas do dominio
variavel da cadeia leve (VL) do anticorpo monoclonal MuTFPI4F36
(TFPI-4F36A1B2). A SEQ ID NO: 6 fornece a sequéncia de
aminoacidos da cadeia leve do anticorpo monoclonal MuTFPI4F36
(TFPI-4F36A1B2). As sequéncias de peptideo sinal sdo omitidas.
[00041] As SEQ ID NOs: 7, 9 e 8 fornecem sequéncias
polinucleotidicas (sentido e antissentido) e polipeptidicas do dominio
variavel da cadeia pesada (VH) do anticorpo monoclonal MuTFPI4F36
(TFPI-4F36A1B2). SEQ ID NO: 10 fornece a sequéncia de

aminoacidos da cadeia pesada do anticorpo monoclonal MuTFPI4F36
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(TFPI-4F36A1B2). As sequéncias de peptideo sinal sdo omitidas.
[00042] A SEQ ID NO: 11 fornece a sequéncia de um iniciador de
sentido reverso usado para a amplificacdo de dominio variavel da
cadeia pesada e SEQ ID NO: 12 fornece a sequéncia de um iniciador
de sentido reverso usado para a amplificacao da cadeia leve.

[00043] As SEQ ID NOs: 13 a 15 fornecem sequéncias
polinucleotidicas sentido, polinucleotidicas antissentido e
polipeptidicas, respectivamente, para o dominio variavel da cadeia
leve (VL) do anticorpo monoclonal humanizado, HzTFPI4F36
(mAbTFPI12021). As sequéncias de peptideo sinal s&o omitidas.
[00044] As SEQ ID NOs: 16 a 18 fornecem sequéncias
polinucleotidicas sentido, polinucleotidicas antissentido e
polipeptidicas, respectivamente, para o dominio variavel da cadeia

pesada (VH) do anticorpo monoclonal humanizado, HzTFPI4F36

(mAbTFPI12021).
[00045] As SEQ ID NOs: 19 a 21 fornecem sequéncias
polinucleotidicas sentido, polinucleotidicas antissentido e

polipeptidicas, respectivamente, para a cadeia leve (LC) do anticorpo
monoclonal humanizado, HzTFPI4F36 (mAbTFPI2021).

[00046] As SEQ ID NOs: 22 a 24 fornecem sequéncias
polinucleotidicas sentido, polinucleotidicas antissentido e
polipeptidicas, respectivamente, para a cadeia pesada (HC) do
anticorpo monoclonal humanizado, HzTFPI4F36 (mAbTFPI2021). As
sequéncias de peptideo sinal sdo omitidas.

[00047] As SEQ ID NOs: 25 a 26 fornecem as sequéncias de acidos
nucleicos e aminoacidos, respectivamente, para o dominio variavel da
cadeia leve do HzTFPI4F36 enxertado por CDR. As sequéncias de
peptideo sinal sdo omitidas.

[00048] As SEQ ID NOs: 27 a 28 fornecem sequéncias de acidos

nucleicos e aminoacidos, respectivamente, do dominio variavel da
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cadeia pesada do HzTFPI4F36 enxertado por CDR. As sequéncias de
peptideo sinal sdo omitidas.

[00049] A SEQ ID NO: 29 fornece a sequéncia de aminoacidos da
cadeia leve do HzTFPI4F36 enxertado por CDR (cadeia capa
humana). A sequéncia de peptideo sinal é omitida.

[00050] A SEQ ID NO: 30 fornece a sequéncia de aminoacidos da
cadeia pesada do HzTFPI4F36 enxertado por CDR, que € uma IgG4
humana (S241P). A sequéncia de peptideo sinal € omitida.

[00051] A SEQ ID NO: 31 fornece a sequéncia de linhagem
germinativa, VKII_A18/JK4, usada para a humanizagédo da cadeia leve
de MuTFPI4F36. A sequéncia de peptideo sinal € omitida.

[00052] A SEQ ID NO: 32 fornece a sequéncia de linhagem
germinativa, VH3_21/JH6, usada para a humanizagdo da cadeia
pesada de MuTFPI4F36. A sequéncia de peptideo sinal € omitida.
[00053] A SEQ ID NO: 33 fornece a sequéncia de aminoacidos da
cadeia pesada MuTFPI4F36A1B2 Fab. O peptideo sinal é omitido.
[00054] SEQ ID NO: 34 fornece a sequéncia de aminoacidos da
cadeia pesada HzTFPI4F36 Fab. O peptideo sinal € omitido.

Descricao Detalhada da Invencao

[00055] A presente invengao se relaciona a anticorpos que se ligam
a TFPI. Os anticorpos preferencialmente especificamente se ligam a
TFPI, isto &, ligam-se a TFPI, mas ndo se ligam, ou se ligam com uma
afinidade inferior, a outras moléculas. Em particular, a invengao se
relaciona a anticorpos que se ligam a TFPl e que modulam sua
atividade. Os anticorpos da invengcdo podem possuir dessa forma a
capacidade de encurtar o tempo de coagulagdo. Por exemplo, um
anticorpo da invengao pode ter a capacidade de encurtar o tempo de
coagulacao no plasma deficiente de FVIII humano ou reduzir o tempo
para coagular como medido em uma analise do sangue total humano

por tromboelastografia (TEG). A invengao também se relaciona a usos
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de tais anticorpos, tais como usos terapéuticos e farmacéuticos.
[00056] O termo TFPI como usado neste pedido engloba qualquer
forma que ocorre naturalmente de TFPI que pode ser derivado de
qualquer organismo adequado. Por exemplo, TFPI para uso como
descrito neste pedido pode ser um TFPI mamifero, tal como TFPI
humano, de camundongo, rato, primata, bovino, ovino ou porcino.
Preferencialmente, o TFPI € TFPI humano. O TFPI pode ser uma
forma madura de TFPI, tal como uma proteina de TFPI que sofreu
processamento pos-tradugao dentro de uma célula adequada. Uma
proteina TFPI madura, por exemplo, pode ser glicosilada. O TFPI pode
ser uma proteina de TFPI completa. O termo TFPI também engloba
variantes, isoformas e outros homologos de tais moléculas de TFPI. As
moléculas de TFPI variantes serdo geralmente caracterizadas tendo o
mesmo tipo de atividade de TFPI que ocorre naturalmente, tal como a
capacidade de neutralizar a atividade catalitica de FXa, ou capacidade
de inibir um complexo de TF-FVlla/FXa.

[00057] Um anticorpo da invengao tera a capacidade de se ligar a
TFPIL.  Preferencialmente, um anticorpo da invencdo ligara
especificamente a TFPI. Isto é, um anticorpo da invengao se ligara
preferencialmente a TFPI com maior afinidade de ligacdo do que
aquele no qual se liga a outra molécula. Um anticorpo da invencéao
pode ter a capacidade de se ligar ou especificamente se ligar a uma
molécula de TFPI como descrito neste pedido, tais como qualquer
molécula alvo como descrito neste pedido.

[00058] O termo "afinidade de ligacdo" é neste pedido usado como
uma medida da forca de uma interacdo nao covalente entre duas
moléculas, por exemplo, e anticorpo ou fragmento do mesmo, e um
antigeno. O termo "afinidade de ligacdo" é usado para descrever
interacdes monovalentes (atividade intrinseca).

[00059] A afinidade de ligagao entre duas moléculas, por exemplo,
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um anticorpo ou fragmento do mesmo, e um antigeno, por uma
interacdo monovalente pode ser quantificada pela determinagao da
constante de dissociagédo (Kp). Por sua vez, Kp pode ser determinado
pela medida da cinética de formacao de complexo e dissociacao, por
exemplo, pelo método SPR (Biacore). As constantes de taxa
correspondente a associacdo e a dissociacdo de um complexo
monovalente sdo referidas como constante de taxa de associacéo ka
(ou kon) e constante de taxa de dissociacdo Kkd. (ou Kof),
respectivamente. Kp esta relacionado a ka e kg pela equacdo Kp = kq /
Ka.

[00060] Apds a definicdo acima mencionada, as afinidades de
ligacdo associadas a interagdes moleculares diferentes, por exemplo,
a comparagao da afinidade de ligagado de anticorpos diferentes de um
dado antigeno, podem ser comparadas pela comparagéo dos valores
de KD dos complexos anticorpo/antigeno individuais.

[00061] Similarmente, a especificidade de uma interacdo pode ser
avaliada por determinacao e comparacao do valor de KD da interacdo
de interesse, por exemplo, uma interacdo especifica entre um
anticorpo e um antigeno, com o valor de KD de uma interagao de nao
interesse.

[00062] Tipicamente, o KD do anticorpo com respeito ao objetivo
sera de 2 vezes, preferencialmente de 5 vezes, mais
preferencialmente de 10 vezes menos do que KD com respeito ao
outro, molécula ndo alvo, tal como material ndo relacionado ou
material acompanhante no ambiente. Mais preferencialmente, o KD
sera de 50 vezes menos, tal como de 100 vezes menos, ou de 200
vezes menos; mesmo mais preferencialmente de 500 vezes menos, tal
como de 1.000 vezes menos, ou de 10.000 vezes menos.

[00063] O valor desta constante de dissociacdo pode ser

determinado diretamente por métodos bem conhecidos, e pode ser
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computado até para misturas complexas por métodos, tais como
aqueles, por exemplo, apresentados em Caceci et al. (Byte 9:340-362,
1984). Por exemplo, KD pode ser estabelecido usando um ensaio de
ligacdo de filtro de nitrocelulose de filtro duplo, tal como aquele
revelado por Wong & Lohman (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 5428-
5432, 1993). Outros ensaios de padrdo para avaliar a capacidade de
ligacdo de ligantes, tais como anticorpos em diregdo a alvos séao
conhecidos na técnica, incluindo, por exemplo, ELISAs, Western blots,
RIAs e andlise por citometria de fluxo. A cinética de ligagdo e a
afinidade de ligacdo do anticorpo também podem ser avaliadas por
ensaios padrdo conhecidos na técnica, tais como Ressonancia de
plasmons de superficie (SPR), por exemplo, usando um sistema
Biacore™.

[00064] Um ensaio de ligagao competitivo pode ser conduzido no
qual a ligagao do anticorpo ao alvo € comparada com a ligagao do alvo
a outro ligante daquele alvo, tal como outro anticorpo. A concentragao
na qual a inibicdo de 50% ocorre é conhecida como Ki. Sob condi¢bes
ideais, Ki é equivalente a KD. O valor de Ki nunca sera menor que KD,
portanto a medida de Ki pode ser convenientemente substituida para
fornecer um limite superior de KD.

[00065] Um anticorpo da invencgao pode ter um KD de seu alvo de 1
x 10-7M ou menos, 1 x 10-8M ou menos, ou 1 x 10-9M ou menos, ou 1
X 10-10M ou menos, 1 x 10-11M ou menos ou 1 x 10-12M ou menos.
[00066] Um anticorpo que especificamente se liga a seu objetivo
pode ligar-se a seu objetivo com uma alta afinidade, isto &, exibindo
um KD baixo como discutido acima, e pode ligar-se a outro, moléculas
ndo alvo com uma afinidade mais baixa. Por exemplo, o anticorpo
pode ligar-se para nao visar moléculas com um KD de 1 x 10-6M ou
mais, mais preferencialmente 1 x 10-5 M ou mais, mais

preferencialmente 1 x 10* M ou mais, mais preferencialmente 1 x 103
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M ou mais, ainda mais preferencialmente 1 x 102 M ou mais. Um
anticorpo da invengédo é preferencialmente capaz da ligagdo ao seu
alvo com uma afinidade que € pelo menos de duas vezes, de 10
vezes, de 50 vezes, de 100 vezes, de 200 vezes, de 500 vezes, de
1.000 vezes ou de 10.000 vezes ou maior que sua afinidade para ligar-
se a outra molécula n&o alvo.

[00067] A molécula alvo pode ser qualquer molécula de TFPI como
descrita neste pedido, tal como uma molécula de TFPI que ocorre
naturalmente, uma molécula de TFPI totalmente madura ou uma
molécula de TFPI inteira. As moléculas de TFPI preferenciais séo
totalmente maduras, de ocorréncia natural, moléculas de TFPI
mamiferas completas. Por exemplo, a molécula de TFPI pode consistir
de, ou pode compreender, a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO: 1 ou um fragmento ou outra variante da mesma como descrito
neste pedido.

[00068] A molécula alvo pode ser uma variante de uma molécula de
TFPI, tal como um fragmento de uma molécula de TFPI. Por exemplo,
a molécula alvo pode ser um fragmento ou outra variante de TFPI que
mantém um epitopo adequado da ligacado de anticorpo. Por exemplo, a
molécula alvo pode ser um fragmento ou outra variante de TFPI que
conserva um epitopo como descrito neste pedido. A molécula alvo
pode compreender tal epitopo.

[00069] Em uma modalidade, a molécula alvo € uma molécula de
TFPI completa. A molécula de TFPI completa pode compreender um
primeiro, segundo e terceiro dominio Kunitz como descrito neste
pedido. A molécula de TFPI completa pode compreender um primeiro,
segundo e terceiro dominio Kunitz como descrito neste pedido e
também uma regido carboxi terminal como descrito neste pedido. A
molécula de TFPI completa pode ser uma molécula de TFPI que

ocorre naturalmente, tal como um polipeptideo de TFPI completo como
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expresso de um gene de TFPI, ou como secretado por células de
expressdao de TFPI. A molécula de TFPI completa pode ser uma
molécula de TFPI que ocorre naturalmente como encontrado circulante
na forma livre no plasma ou ligada a células, tais como células
endoteliais. A molécula de TFPI completa ndo € uma molécula de TFPI
truncada, tal como uma molécula de TFPI truncada que ocorre
naturalmente como descrito neste pedido.

[00070] Em uma modalidade, a molécula alvo € uma molécula de
TFPI truncada. Por exemplo, a molécula de TFPI truncada pode
compreender um truncamento de carbdxi terminal. Por exemplo,
diversas formas truncadas ocorrem naturalmente de TFPI sao
conhecidas. Estas podem compreender um truncamento de parte ou
toda a parte de carbdxi terminal de TFPI. Podem compreender ainda o
truncamento de parte ou todos de um ou mais dos dominios Kunitz.
Por exemplo, uma forma truncada de TFPI| pode compreender a
delecdo da parte do carboxi terminal e parte, ou todos, do terceiro
dominio Kunitz.

[00071] Por exemplo, uma forma truncada que ocorre naturalmente
de TFPI compreende somente aminoacidos 1 a 161 da molécula de
TFPI completa (referida neste pedido como TFPI (1 a 161)). TFPI (1 a
161) € uma forma ativa de TFPI que reduziu a atividade comparada
com a molécula completa. TFPI (1 a 161) diferencia-se na estrutura do
TFPI completo e anticorpos gerados contra TFPI (1 a 161) como uma
molécula alvo, por isso, pode diferenciar-se de anticorpos gerados
contra TFPI completo.

[00072] Uma forma truncada de TFPI pode ser uma molécula alvo
apropriada onde € desejado para visar anticorpos contra a regidao do
comprimento completo TFPI que esta presente em TFPI (1 a 161).
Entretanto, TFPI truncado é preferencialmente usado como uma

molécula alvo quando os anticorpos sao desejados para ser dirigidos

Peticaio 870210046490, de 24/05/2021, pég. 22/160



17/145

contra formas truncadas especificas de TFPI, tais como TFPI truncado
que ocorre naturalmente.

[00073] Em uma modalidade, a molécula alvo € uma forma de TFPI
que ocorre naturalmente. Isto pode ser usado em uma forma na qual &
presente in vivo. Por exemplo, a molécula alvo pode ser um TFPI
completo que ocorre naturalmente como discutido acima. A molécula
alvo pode ser um TFPI truncado que ocorre naturalmente como
discutido acima. A molécula alvo pode ser TFPl em uma forma na qual
esta presente no plasma in vivo. A molécula alvo pode ser TFPI que
estd ligado a lipoproteina do mesmo modo que esta presente no
plasma in vivo. A molécula alvo pode ser TFPI que esta ligado a
células do mesmo modo que ocorre in vivo, tal como TFPI que esta
ligado a células endoteliais. Um anticorpo da invencédo pode ligar a
qualquer um ou mais destas formas que ocorrem naturalmente de
TFPI. O anticorpo da invengéao pode ser capaz de ligar a todas destas
formas que ocorrem naturalmente de TFPI, ou pode ser capaz de
discriminar entre estas formas diferentes, ligando-se a alguns, mas
n&o a outros.

[00074] Em uma modalidade, a molécula alvo é, ou compreende, o
segundo dominio Kunitz de TFPI. Tal molécula alvo pode compreender
aminoacidos 97 a 147 da SEQ ID NO: 1 ou aminoacidos 91 a 150 da
SEQ ID NO: 1 ou uma regiao equivalente ao dominio Kunitz 2 de outro
polipeptideo de TFPI. Tal molécula alvo pode compreender SEQ ID
NO: 2 ou aminoacidos 3 a 58 ou 10 a 50 da SEQ ID NO: 2. A molécula
alvo pode ser, ou pode compreender, um fragmento do segundo
dominio Kunitz de TFPI. Por exemplo, a molécula alvo pode
compreender cinco ou mais, oito ou mais, dez ou mais, doze ou mais
Ou quinze ou mais aminoacidos do segundo dominio Kunitz.

[00075] A molécula alvo pode compreender cinco ou mais, oito ou

mais, dez ou mais, doze ou mais ou quinze ou mais residuos de
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superficie acessiveis de TFPI ou de uma regiao particular de TFPI, tais
como um dominio Kunitz particular ou a parte C terminal de TFPI. Um
residuo acessivel superficial € um residuo que tem aceitabilidade
relativa de mais de 40%. Por exemplo, para o dominio Kunitz 2 de
TFPI (SEQ ID NO: 1), os seguintes aminoacidos tém uma
aceitabilidade relativa maior que 40%: 94 a 95, 98, 100 a 110, 118 a
121, 123 a 124, 131, 134, 138 a 142 e 144 a 145 (ver Figura 5). A
molécula alvo pode compreender cinco ou mais, oito ou mais, dez ou
mais, doze ou mais ou quinze ou mais destes residuos, tais como um
fragmento de TFPI que inclui cinco ou mais, oito ou mais, dez ou mais,
doze ou mais ou quinze ou mais destes residuos.

[00076] A molécula alvo pode compreender um epitopo conhecido
de TFPI.

[00077] O termo "epitopo", como usado neste pedido, é definido no
contexto de uma interagdo molecular entre um "antigeno polipeptideo
de ligagao" (Ab) e seu "antigeno" correspondente (Ag). Como usado
neste pedido, o termo Ab compreende um anticorpo ou um fragmento
do mesmo, que especificamente se liga a Ag correspondente.
Exemplos de fragmentos de ligagdo a antigeno incluem Fab, Fab', F
(ab) 2, F(ab")2, F(ab)S, Fv (tipicamente dominios VL e VH de um brago
unico de um anticorpo), a cadeia unica Fv (scFv; ver por exemplo, Bird
et al., Science 1988; 242:42S-426; e Huston et al. PNAS 1988;
85:5879-5883), fragmentos dsFv, Fd (tipicamente dominio VH e CHI),
e dAb (tipicamente um dominio VH); dominios VH, VL, VhH, e V-NAR;
moléculas monovalentes que compreendem uma cadeia VH unica e
uma VL unica; minicorpos, diacorpos, triacorpos, tetracorpos, e corpos
capa (ver, por exemplo, lll et al. Protein Eng 1997; 10:949-57); IgG de
camelo; IgNAR; bem como uma ou mais CDRs isoladas ou um
paratopo funcional, onde as CDRs isoladas ou os residuos de ligagéao

a antigeno ou polipeptideos podem estar associados ou ligados em
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conjunto para formar um fragmento de anticorpo funcional. Varios tipos
de fragmentos de anticorpos foram descritos ou revistos em, por
exemplo, Holliger and Hudson, Nat Biotechnol 2005; 2S:1126-1136;
W02005040219, e Pedidos de Patentes Americanas publicados
20050238646 e 20020161201.

[00078] Os fragmentos de anticorpos podem ser obtidos usando
técnicas de engenharia recombinante ou proteicas convencionais, € 0s
fragmentos podem ser rastreados para a ligagdo a antigeno ou outra
funcdo da mesma maneira que podem ser anticorpos intactos.

[00079] O termo antigeno (Ag) se refere a entidade molecular
usada para a imunizagao de um vertebrado imunocompetente para
produzir o anticorpo (Ab) que reconhece Ag. Neste pedido, Ag é
denominado mais amplamente e é geralmente destinado a incluir
moléculas alvo que sdo especificamente reconhecidas por Ab, dessa
forma incluindo fragmentos ou mimetiza da molécula usada no
processo de imunizacdo de levantar o Ab. Dessa forma, para Ab de
ligacdo ao segundo dominio kunitz (K2) de TFPI, ambos isolaram K2,
TFPI inteiro incluindo variantes truncadas e outras de TFPI referidas
como Ag.

[00080] Geralmente, o termo "epitopo" se refere a area ou regiao
em Ag a qual um Ab especificamente se liga, isto é, a area ou regiao
em contato fisico com o Ab. Um epitopo proteico pode compreender
residuos de aminoacidos no Ag que estao diretamente envolvidos na
ligacdo a um Ab (também chamado de componente imunodominante
do epitopo) e outros residuos de aminoacidos, que nao estao
diretamente envolvidos na ligacdo, tal como os residuos de
aminoacidos de Ag que estao efetivamente bloqueados pelo Ab (em
outras palavras, o residuo de aminoacido esta dentro da "superficie
excluida do solvente" e/ou "caracteristica" do Ab). O termo epitopo

neste pedido inclui ambos os tipos de sitios de ligagdo em qualquer
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regido particular de K2 em TFPI que especificamente se liga a um
anticorpo anti-TFPI, ou outro agente especifico para K2 de acordo com
a invencéo, a menos que de outra maneira afirmado (por exemplo, em
alguns contextos que a invengédo se relaciona a anticorpos que se
ligam diretamente a residuos particulares de aminoacidos). K2 pode
compreender diversos epitopos diferentes, que podem incluir, sem
limitacdo, (1) determinantes antigénicos de peptideo linear, (2)
determinantes antigénicos conformacionais que consistem de um ou
mais aminoacidos nao contiguos localizados proximos entre si na
conformacdo de K2 maduro; e (3) determinantes antigénicos poés-
traducao que consistem, inteiro ou em parte, de estruturas moleculares
covalentemente ligadas a K2, tais como grupos carboidrato.

[00081] O epitopo de um dado par anticorpo (Ab)/antigeno (AgQ)
pode ser definido e caracterizado em niveis diferentes de detalhes
usando uma variedade de meétodos de mapeamento de epitopo
experimentais e computacionais. Os métodos experimentais incluem
mutagénese, cristalografia de raio x, espectroscopia por Ressonancia
Magnética Nuclear (NMR), Espectrometria de massa por troca de
hidrogénio-deutério (HX-MS) e varios métodos de ligagdo por
competicdo. Como cada método depende de um principio unico, a
descricao de um epitopo é intimamente ligada ao método pelo qual foi
determinado. Dessa forma, o epitopo de um dado par Ab/Ag sera
definido diferentemente dependendo do método de mapeamento de
epitopo empregado.

[00082] Em seu nivel mais detalhado, o epitopo de interacdo entre
Ag e o Ab pode ser definido pelas coordenadas espaciais que definem
os contatos atdbmicos presentes na interacdo Ag-Ab, bem como
informagao sobre suas contribui¢cdes relativas para a termodinamica
de ligacdo. Em um nivel menos detalhado, o epitopo pode ser

caracterizado pelas coordenadas espaciais que definem os contatos
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atbmicos entre Ag e Ab. Em um nivel menos detalhado adicional, o
epitopo pode ser caracterizado pelos residuos de aminoacidos que
compreende como definido por um critério especifico, por exemplo,
distédncia entre atomos no Ab e no Ag. Em um nivel menos detalhado
adicional, o epitopo pode ser caracterizado pela funcdo, por exemplo,
pela ligacdo de competicdo com outros Abs. O epitopo também pode
ser definido mais genericamente como compreendendo residuos de
aminoacidos para os quais a substituicdo por outro aminoacido alterara
as caracteristicas da interagdo entre o Ab e Ag.

[00083] No contexto de uma estrutura cristalina derivada por raio x
definida por coordenadas espaciais de um complexo entre um Ab, por
exemplo, um fragmento Fab, e seu Ag, o termo epitopo é neste
pedido, a menos que de outra maneira especificado ou contradito pelo
contexto, especificamente definido como residuos de K2
caracterizados tendo um &atomo pesado (isto é, um &atomo nao
hidrogénio) em uma distancia de 4 A de um atomo pesado no Ab.
[00084] De fato, as descricbes e definicbes de epitopos,
dependente do método de mapeamento de epitopo usado, sdo obtidas
em niveis diferentes de detalhe, segue-se que a comparagao de
epitopos para Abs diferentes no mesmo Ag pode ser similarmente
conduzida em niveis diferentes de detalhe.

[00085] Epitopos descritos no nivel de aminoacido, por exemplo,
determinados de uma estrutura de raio x, sao ditos serem idénticos se
contiverem o mesmo conjunto de residuos de aminoacidos. Epitopos
sdo ditos serem sobrepostos se pelo menos um aminoacido for
compartilhado pelos epitopos. Epitopos sao ditos separados (Unicos)
se nenhum residuo de aminoacido for compartilhado pelos epitopos.
[00086] Epitopos caracterizados pela ligagdo de competicdo sao
ditos sobrepostos se a ligagdo de Ab correspondente for mutuamente

exclusiva, isto é, a ligacdo de um Ab exclui a ligagao simultanea de
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outro Ab. Epitopos sédo ditos ser separados (unicos) se Ag for capaz de
acomodar a ligagdo de ambos Abs correspondentes simultaneamente.
[00087] A definicdo do termo "paratopo" € derivada da definicdo "do
epitopo" acima mencionada pela inversdao da perspectiva. Dessa
forma, o termo "paratopo” se refere a area ou regido no Ab ao qual Ag
especificamente se liga, isto €, ao qual faz contato fisico com o Ag.
[00088] No contexto de uma estrutura cristalina derivada por raio x
definida por coordenadas espaciais de um complexo entre um Ab, por
exemplo, um fragmento Fab, e seu Ag, o termo paratopo € neste
pedido, a menos que de outra maneira especificado ou contradito pelo
contexto, especificamente definido como residuos de Ag
caracterizados tendo um &atomo pesado (isto é, um &atomo nao
hidrogénio) em uma distancia de 4 A de um atomo pesado em K2.
[00089] O epitopo e o paratopo de um dado par anticorpo (Ab) /
antigeno (Ag) podem ser identificados por métodos regulares. Por
exemplo, a posi¢ao geral de um epitopo pode ser determinada pela
avaliacdo da capacidade de um anticorpo de ligacdo a fragmentos
diferentes ou polipeptideos de TFPI variantes. Os aminoacidos
especificos dentro de TFPI que entram em contato com um anticorpo
(epitopo) e os aminoacidos especificos em um anticorpo que entram
em contato com TFPI (paratopo) também podem ser determinados
usando métodos regulares, tais como aqueles descritos nos exemplos.
Por exemplo, o anticorpo e a molécula alvo podem ser combinados e o
complexo Ab/Ag pode ser cristalizado. A estrutura cristalina do
complexo pode ser determinada e usada para identificar sitios
especificos de interacéo entre o anticorpo e seu alvo.

[00090] Os presentes inventores realizaram tal analise de interacéo
entre o anticorpo MuTFPI4F36 murino, bem como o anticorpo
HzTFPI4F36 humanizado, descrito neste pedido, e o dominio Kunitz 2

(K2) de TFPI. Esta analise € descrita em mais detalhes nos exemplos.
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[00091] O paratopo de um anticorpo de acordo com a presente
invengcdo pode ser definido como se segue: a cadeia leve do dito
anticorpo compreende residuos E31, S32, D33, Y37, A96, T97 e F99
da SEQ ID NO: 15 e a cadeia pesada do dito anticorpo compreende
residuos N31, S52, R53, S54, Y57, Y59, F60, P61, D62, Q65, Y102,
D103 e D106 de SEQ ID NO 18.
[00092] A cadeia leve do anticorpo de acordo com a presente
invencédo pode compreender dessa forma residuos de aminoacidos:

oE, na posicao correspondente a posicao 31,

¢S, na posicao correspondente a posicao 32,

eD, na posicao correspondente a posi¢cao 33,

¢Y, na posigcao correspondente a posig¢ao 37,

e A, na posicao correspondente a posicao 96,

¢ T, na posicao correspondente a posicao 97 e

oF, na posicao correspondente a posi¢ao 99

da SEQ ID NO: 15;

e a cadeia pesada do dito anticorpo pode compreender
residuos de aminoacidos:

eN, na posic¢ao correspondente a posicao 31,

R, na posig¢ao correspondente a posicao 53,

¢S, na posicao correspondente a posicao 54,

¢Y, na posigao correspondente a posigao 57,

¢Y, na posigao correspondente a posigao 59,

oF, na posicao correspondente a posigcao 60,

¢P, na posigao correspondente a posigao 61,

eD, na posicao correspondente a posi¢ao 62,

¢Q, na posigao correspondente a posi¢ao 65,

¢Y, na posigao correspondente a posic¢ao 102,

eD, na posigao correspondente a posigao 103 e

eD, na posicao correspondente a posicao 106
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da SEQ ID NO 18.
[00093] A cadeia pesada pode compreender ainda um S na posi¢ao
correspondente a posicdo 52 da SEQ ID NO: 18.
[00094] A cadeia leve de um anticorpo de acordo com a presente
invencao pode compreender ainda um H na posi¢cao correspondente a
posicao 98 da SEQ ID NO: 15 e a cadeia pesada podem compreender
ainda um S, na posigao correspondente a posicao 56 da SEQ ID NO:
18.
[00095] Para MuTFPI4F36 (Exemplo 4) foi encontrado que o
epitopo era composto de aminoacidos E100, E101, P103, R107, Y109,
T111, Y113, Q118, Q121, E123, R124, F125, K126 e L140 da SEQ ID
NO: 1, correspondentes a aminoacidos E10, E11, P13, R17, Y19, T21,
Y23, Q28, Q31, E33, R34, F35, K36 e L50 da SEQ ID NO: 2. Foi
encontrado que o paratopo era composto de residuos de aminoacidos
da cadeia leve E31, S32, D33, Y37, A96, T97, H98 e F99 da SEQ ID
NO: 4 e os residuos de aminoacidos da cadeia pesada N31, R53, S54,
S56, Y57, Y59, F60, P61, D62, Q65, Y102, D103 e D106 da SEQ ID
NO 8.
[00096] Para HzTFPI4F36 (Exemplo 5) foi encontrado que o epitopo
era composto de aminoacidos E100, E101, D102, P103, R107, Y109,
T111, Y113, F114, N116, Q118, Q121, C122, E123, R124, F125, K126
e L140 da SEQ ID NO: 1, correspondentes a aminoacidos E10, E11,
D12, P13, R17, Y19, T21, Y23, F24, N26, Q28, Q31, C32, E33, R34,
K36 e L50 da SEQ ID NO: 2. Foi encontrado que o paratopo era
composto de residuos de aminoacidos da cadeia leve E31, S32, D33,
Y37, A96, T97 e F99 da SEQ ID NO: 15 e os residuos de aminoacidos
da cadeia pesada N31, S52, R53, S54, Y57, Y59, F60, P61, D62, Q65,
Y102, D103 e D106 de SEQ ID NO 18.
[00097] Um anticorpo de acordo com a presente invencdo pode

ligar-se ao mesmo epitopo ou ao dominio de TFPI como os anticorpos
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da invengdo que sdo especificamente revelados neste pedido. Por
exemplo, outros anticorpos ainda nao identificados da invengao podem
ser identificados pela comparagdo de sua ligagdo a TFPI com aquele
dos anticorpos monoclonais, MuTFPI4F36 e/ou HzTFPI4F36; ou pela
comparacao da funcdo de anticorpos ainda nao identificados com
aquele de MuTFPI4F36 e/ou HzTFPI4F36. Analises e ensaios que
podem ser usados com o objetivo de tal identificagdo incluem ensaios
de neutralizacao de TFPI, tais como: o ensaio de inibicado de FXa
descrito no exemplo 6 e o ensaio de inibicdo FVIla/TF/FXa descrito no
exemplo 7; andlises de interacdo de ligacdo, tais como a analise de
ressonancia de plasmons de superficie descrita no exemplo 8; ensaios
celulares, tais como a neutralizacido de TFPI em células endoteliais
vasculares umbilicais humanas (HUVECSs), descritos no exemplo 9, e a
neutralizagao de inibicdo de TFPI de atividade TF/FVlla sobre células
231 MDA-Mb de carcinoma de mama humano, descritas no exemplo
10.

[00098] Em uma modalidade, um anticorpo da invengao pode ligar-
se a0 mesmo epitopo ou regido que os anticorpos MuTFPI4F36 ou
HzTFPI4F36 descritos neste pedido. A ligacdo de MuTFPI4F36 e
HzTFPI4F36 a TFPI é descrita em mais detalhes neste pedido. Um
anticorpo da invengado pode ser um anticorpo que se liga ao mesmo
epitopo em TFPI que os anticorpos MuTFPI4F36 ou HzTFPI4F36. Isto
pode inclui-lo estando em contato com os aminoacidos particulares de
TFPI como descrito acima. Por exemplo, um anticorpo da invengao
pode ligar-se a TFPI de tal modo que estd em contato com
aminoacidos E10, E11, P13, R17, Y19, T21, Y23, Q28, Q31, E33, R34,
F35, K36 e L50 da SEQ ID NO: 2. ou de tal modo que esta no contato
com os aminoacidos E10, E11, D12, P13, R17, Y19, T21, Y23, F24,
N26, Q28, Q31, C32, E33, R34, K36 e L50 da SEQ ID NO: 2.

[00099] Um anticorpo da invencédo pode ser capaz de ligagdo a um
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epitopo compreendendo um ou mais residuos selecionados a partir do
grupo consistindo em E10, E11, D12, P13, R17, Y19, T21, Y23, F24,
N26, Q28, Q31, C32, E33, R34, F35, K36 e L50 da SEQ ID NO: 2.
[000100] Um anticorpo da invencéo pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo E10 da SEQ ID NO: 2.

[000101] Um anticorpo da invencéo pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo E11 da SEQ ID NO: 2).

[000102] Um anticorpo da invencéo pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo D12 da SEQ ID NO: 2.

[000103] Um anticorpo da invengao pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo P13 da SEQ ID NO: 2.

[000104] Um anticorpo da invencao pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo R17 da SEQ ID NO: 2.

[000105] Um anticorpo da invengao pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo Y19 da SEQ ID NO: 2.

[000106] Um anticorpo da invengao pode ser capaz de ligagao a um
epitopo compreendendo o residuo T21 da SEQ ID NO: 2.

[000107] Um anticorpo da invengao pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo Y23 da SEQ ID NO: 2.

[000108] Um anticorpo da invencéao pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo F24 da SEQ ID NO: 2.

[000109] Um anticorpo da invencédo pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo N26 da SEQ ID NO: 2.

[000110] Um anticorpo da invencao pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo Q28 da SEQ ID NO: 2.

[000111] Um anticorpo da invencao pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo Q31 da SEQ ID NO: 2.

[000112] Um anticorpo da invencédo pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo C32 da SEQ ID NO: 2.

[000113] Um anticorpo da invencao pode ser capaz de ligagdo a um
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epitopo compreendendo o residuo E33 da SEQ ID NO: 2.

[000114] Um anticorpo da invencéo pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo R34 da SEQ ID NO: 2.

[000115] Um anticorpo da invencéo pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo F35 da SEQ ID NO: 2.

[000116] Um anticorpo da invencéo pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo K36 da SEQ ID NO: 2.

[000117] Um anticorpo da invencéo pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo o residuo L50 da SEQ ID NO: 2.

[000118] Um anticorpo da invencao pode ser capaz de ligagao a um
epitopo compreendendo os residuos E10, E11, D12, P13, R17, Y19,
T21, Y23, F24, N26, Q28, Q31, C32, E33, R34, K36 e L50 da SEQ ID
NO: 2.

[000119] Um anticorpo da invengao pode ser capaz de ligagdo a um
epitopo compreendendo os residuos E10, E11, P13, R17, Y19, T21,
Y23, Q28, Q31, E33, R34, F35, K36 e L50 da SEQ ID NO: 2.

[000120] Um anticorpo da invencao pode ter a capacidade de
competir com outro anticorpo da invengao para ligagao a TFPI ou outro
alvo apropriado como descrito neste pedido. Por exemplo, um
anticorpo da invencao pode competir cruzadamente com os anticorpos
MuTFPI4F36 ou HzTFPI4F36 descritos neste pedido para ligagao a
TFPI, ou a um fragmento adequado ou variante de TFPI que esta
ligado aos anticorpos MuTFPI4F36 ou HzTFPI4F36. Tais anticorpos
de competicdo cruzada podem ser identificados baseados na sua
capacidade de competicdo cruzada com um anticorpo conhecido da
invencdo em ensaios de ligacdo padrao. Por exemplo, SPR, por
exemplo, usando um sistema Biacore™, ensaios de ELISA ou
citometria de fluxo podem ser usados para demonstrar competicao
cruzada. Tal competi¢cao cruzada pode sugerir que os dois anticorpos

se liguem a epitopos idénticos, sobrepostos ou similares.
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[000121] Dessa forma, o anticorpo da invencdo pode ser capaz de
ligacdo ao dominio K2 de TFPI com uma afinidade mais alta do que
qualquer um ou mais dos anticorpos monoclonais seguintes
comercialmente disponiveis: mAb0281 (Ab systems) e/ou mAb4904
(American Diagnostica) e/ou mAb2974 (R&D systems) e/ou mAb29741
(R&D systems).

[000122] Um anticorpo da invencéo, por isso, pode ser identificado
por um método que compreende um ensaio de ligagédo que avalia se
um anticorpo teste é capaz de competir com um anticorpo conhecido
da invengdo de um sitio de ligacdo na molécula alvo. Métodos para
realizagcao de ensaios de ligagao competitivos sdao bem conhecidos na
técnica. Por exemplo, podem envolver a ligacdo de um anticorpo
conhecido da invencao para uma molécula alvo usando condi¢des sob
as quais o anticorpo pode ligar-se a molécula alvo. O complexo
anticorpo/alvo entdo pode ser exposto a um anticorpo teste e a
extensio até a qual o anticorpo teste € capaz de deslocar o anticorpo
da invencao de complexos de anticorpo/alvo pode ser avaliado. Um
meétodo alternativo pode envolver contato de um anticorpo teste com
uma molécula alvo sob condigdes que permitem o anticorpo ligar, em
seguida adicionando um anticorpo da invencéao que € capaz de ligagao
daquela molécula alvo e avaliacdo da extensao até a qual o anticorpo
da invencao é capaz de deslocar o anticorpo teste de complexos de
anticorpo/alvo.

[000123] A capacidade de um anticorpo teste de inibir a ligagao de
um anticorpo da invengdo ao alvo demonstra que o composto teste
pode competir com um anticorpo da invencao para ligagao ao alvo e
dessa forma que o anticorpo teste se liga ao mesmo epitopo ou regiao
na proteina de TFPI como o anticorpo conhecido da invengdo. Um
anticorpo teste que é identificado como competindo com um anticorpo

conhecido da invengdo em tal método é também um anticorpo
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potencial de acordo com a presente invencdo. O fato que o anticorpo
teste pode ligar TFPI na mesma regido que um anticorpo conhecido da
invencdo e competir com o anticorpo conhecido da invengdo sugere
que o anticorpo teste possa atuar como um ligante no mesmo sitio de
ligagdo que o anticorpo conhecido e que o anticorpo teste, por isso,
pode mimetizar a acao do anticorpo conhecido. Isto pode ser
confirmado pela avaliacdo da atividade de TFPI na presenca do
composto teste como descrito neste pedido.

[000124] O anticorpo conhecido da invencédo pode ser um anticorpo
como descrito neste pedido, tal como o anticorpo murino TFPI-
4F36A1B2 (também referido como 4F36 e como MuTFPI4F36), ou
qualquer variante ou fragmento do mesmo como descrito neste pedido
que conserva a capacidade de ligagao a TFPI, tais como anticorpos
humanizados TFPI-4F36A1B2, um dos quais é neste pedido referido
como HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021). Um anticorpo da invengédo pode
ligar-se ao mesmo epitopo que o anticorpo MuTFPI4F36 como descrito
neste pedido ou qualquer variante ou fragmento do mesmo como
descrito neste pedido que conserva a capacidade de ligar a TFPI, tal
como HzTFPI4F36.

[000125] Um anticorpo da invengao pode ligar-se a um epitopo que é
idéntico, sobrepde-se, ou € similar ao epitopo MuTFPI4F36 que é
ainda descrito nos exemplos. Um anticorpo da invengao pode ligar-se
a um epitopo que € idéntico, sobrepde-se ou € similar ao epitopo
HzTFPI4F36 que é ainda descrito nos exemplos. Um anticorpo da
invencdo pode ligar-se, preferencialmente especificamente, um ou
mais residuos de aminoacidos que pertencem aos epitopos de
MuTFPI4F36 e/ou HzTFPI4F36. Por exemplo, um anticorpo da
invencao pode ligar-se a cinco ou mais, seis ou mais, sete ou mais,
oito ou mais ou dez ou mais dos residuos de aminoacidos
estabelecidos acima para ligagdo de MuTFPI4F36 ou HzTFPI4F36.
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Por exemplo, quando contatado com um polipeptideo da SEQ ID NO:
2, um anticorpo da invengao pode ligar-se ao polipeptideo e entrar em
contato com aminoacidos E10, E11, D12, P13, R17, Y19, T21, Y23,
F24, N26, Q28, Q31, C32, E33, R34, F35, K36 e L50, ou um
subconjunto daqueles aminoacidos, tais como pelo menos 2, pelo
menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, pelo menos 6, pelo menos 7,
pelo menos 8, pelo menos 9, pelo menos 10, pelo menos 11, pelo
menos 12, pelo menos 13, pelo menos 14, pelo menos 15, pelo menos
16, pelo menos 17 ou pelo menos 18 daqueles aminoacidos.

[000126] Ligacédo especifica pode ser avaliada com referéncia a
ligagdo do anticorpo a uma molécula que ndo é o alvo. Esta
comparacao pode ser feita pela comparacdo da capacidade de um
anticorpo de ligacdo ao alvo e a outra molécula. Esta comparagao
pode ser feita como descrito acima em uma avaliagdo de KD ou Ki.
Outra molécula usada em tal comparagao pode ser qualquer molécula
ndo sendo a molécula alvo. Preferencialmente outra molécula ndo é
idéntica a molécula alvo. Preferencialmente, a molécula alvo ndo € um
fragmento da molécula alvo.

[000127] O KD de um anticorpo da presente invencao pode ser
menos de 0,8 nM, tais como menos de 0,7 nM, tais como menos de
0,6 nM, tais como menos de 0,5 nM, tais como menos de 0,4 nM, tais
como menos de 0,3 nM, tais como menos de 0,2 nM, tais como menos
de 0,1 nM, tais como menos de 0,05 nM, tais como menos de 0,025
nM, tais como menos de 0,015 nM, tal como entre 0,015 nM e 0 nM.
[000128] A outra molécula usada para determinar que a ligagao
especifica pode estar nao relacionada em estrutura ou funcéo ao alvo.
Por exemplo, outra molécula pode ser um material ndo relacionado ou
material acompanhante no ambiente.

[000129] A outra molécula usada para determinar que a ligacao

especifica pode ser outra molécula envolvida na mesma via in vivo que
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a molécula alvo. Por exemplo, onde o alvo € TFPI ou um fragmento ou
variante do mesmo, outra molécula usada para a comparagao pode
ser uma proteina que é parte da cascata de coagulagdo sanguinea.
Assegurando que o anticorpo da invencdo tem especificidade de TFPI
sobre outra tal molécula, a reatividade cruzada in vivo ndo desejada
pode ser evitada.

[000130] A outra molécula usada para a comparacao pode estar
relacionada a molécula alvo. Por exemplo, onde é desejado identificar
um anticorpo que se liga somente a um epitopo especifico, outra
molécula para comparacdo pode ser uma molécula de TFPI na qual
aquele epitopo esta faltando ou rompido. Outra molécula usada para
comparacao pode ser dessa forma outra molécula alvo que é diferente
da molécula alvo ligada ao anticorpo em questéo.

[000131] O anticorpo da invengao pode conservar a capacidade de
ligagdo a algumas moléculas que estao relacionadas a molécula alvo.
Por exemplo, um TFPI humano maduro inteiro pode ser usado como
alvo, mas o anticorpo também pode ser capaz de ligagado as formas,
por exemplo, imaturas de TFPI humano, fragmentos ou formas
truncadas de TFPI humano, TFPI que esta ligado a lipoproteina ou a
uma célula ou TFPI de outras espécies, tais como outro TFPI
mamifero.

[000132] Alternativamente, o anticorpo da invengdo pode ter
especificidade de uma molécula alvo particular. Por exemplo, pode
ligar-se a uma molécula alvo como descrito neste pedido, mas pode
ndo se ligar, ou pode se ligar com afinidade significativamente
reduzida a uma molécula alvo diferente como descrito neste pedido.
Por exemplo, um TFPI humano maduro completo pode ser usado
como alvo, mas o anticorpo que se liga aquele alvo pode ser incapaz
de se ligar ou pode se ligar com menor afinidade, por exemplo, as

formas imaturas de TFPI humano, fragmentos ou formas truncadas de
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TFPI humano, TFPI que esta ligado a lipoproteina ou a uma célula ou
TFPI de outras espécies, tais como outro TFPI mamifero.

[000133] Um anticorpo da invengao pode ligar-se a TFPI e ao fazé-lo
pode inibir uma atividade de TFPI.

[000134] Como explicado acima, TFPIl regula para baixo a
coagulagdo sanguinea. Faz isto pela inibicdo da atividade de FXa e
inibicdo do complexo TF-FVlla na presengca de FXa. A atividade de
TFPI que é inibido por um anticorpo da invencdo pode ser qualquer
uma destas atividades ou quaisquer efeitos a jusante dos mesmos.
Por exemplo, um anticorpo da invencdo pode levar a um aumento na
coagulagdo sanguinea, um aumento na presenga ou nos niveis do
FXa ou uma atividade aumentada de TF-FVlla. Preferencialmente, um
anticorpo da invengao reduz o tempo de coagulagdo ao contatar com
(a) plasma deficiente FVIII humano ou (b) sangue humano inteiro.
[000135] A medida da atividade de TFPI pode compreender a
avaliacao da atividade do TFPI em inibigdo de coagulagdo ou redugao
de tempo de coagulagao em uma amostra de sangue. Por exemplo, tal
meétodo pode compreender contato de TFPlI com uma amostra do
sangue ou um produto sanguineo, tal como plasma ou soro que
compreende fatores de coagulagdo sanguinea sob condi¢gdes nas
quais a coagulagao deve ocorrer, e determinagéo se a coagulacéo do
sangue ¢ inibida ou o tempo de coagulagao € reduzido pela presencga
do TFPI. O nivel da coagulagdo sanguinea ou tempo de coagulagao
em tal amostra entdo pode ser comparaa a este em uma amostra
equivalente na qual um anticorpo teste esta presente também. Se o
nivel de coagulacdo for aumentado ou tempo de coagulagdo for
reduzido na amostra de anticorpo, isto sugere que o anticorpo esteja
inibindo a atividade de TFPI na amostra.

[000136] Coagulagdo sanguinea pode ser detectada pela busca da

coagulacao do proprio sangue, do plasma, ou para uma ou mais
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caracteristicas da cascata de coagulacdo que estao a jusante do ponto
da acédo de TFPI. Por exemplo, o método pode avaliar niveis de FXa
ou ativagao de TF-FVlla na amostra.

[000137] Varios outros métodos para avaliar coagulagao sanguinea e
tempo de coagulagdo sdao bem conhecidos na técnica. Por exemplo,
qualquer efeito de um anticorpo no tempo de coagulagdo sanguinea
pode ser avaliado usando uma analise de tempo de protrombina
diluida (analise dPT) como descrito nos exemplos. Resumidamente, o
plasma humano € contatado com tromboplastina humana. O tempo
que leva para o plasma coagular € medido na presenga e na auséncia
do anticorpo teste. Um controle positivo pode ser usado em tal analise,
tal como a adicdo de FVlla (NovoSeven ®) que esperaria reduzir o
tempo de coagulagdo. Um anticorpo da invengao deve ser capaz de
reduzir o tempo de coagulagdo em tal método. Preferencialmente, um
anticorpo da invencido deve ser capaz de reduzir o tempo de
coagulagao de uma maneira dose-dependente.

[000138] O anticorpo da presente invencdo pode ser capaz de inibir
TFPI em um ensaio de coagulo baseado em plasma, tal como uma
analise dPT, significativamente melhor do que qualquer um ou mais
dos anticorpos monoclonais seguintes comercialmente disponiveis:
mADb0281 (Ab systems) e/ou mAb4904 (American Diagnostica) e/ou
mADb2974 (R&D systems) e/ou mAb29741 (R&D systems).

[000139] Tromboelastografia pode ser usada para avaliar a cinética
de formagao de coagulo e fibrindlise em amostras de sangue total. A
capacidade de um anticorpo de reduzir o tempo de coagulagdo ou
estimular a coagulagcédo sanguinea pode ser dessa forma similarmente
avaliada em uma amostra de sangue total pela comparagao do tempo
que leva para a formagao de coagulo na presenca € na auséncia do
anticorpo.

[000140] Meétodos para avaliar os efeitos funcionais de um anticorpo
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da invengao podem ser dessa forma realizados in vitro. Tais métodos
sédo preferencialmente realizados em amostras de sangue ou plasma
humano. Tais amostras podem ser sangue ou plasma humano normal
ou podem ser deficientes, ou suplementados com um ou mais fatores
envolvidos na coagulagdo sanguinea. Por exemplo, estes métodos
podem ser realizados usando sangue total humano normal, plama
humano normal ou plasma deficiente em FVIIl ou sangue total. O
sangue ou plasma deficiente em FVIII podem ser gerados pelo contato
de um sangue adequado ou amostra plasmatica com anticorpo de
neutralizagao anti-FVIII. Tais métodos in vitro podem ligar analises de
interacdo ou analises de neutralizacdo de TFPI, tais como aquelas
descritas nos exemplos 6 a 11.

[000141] O anticorpo da presente invengcdo pode ser capaz de
inibicao de TFPI associado a plaqueta.

[000142] O anticorpo da presente invengcdo pode ser capaz de
inibicao de TFPI soluvel.

[000143] O anticorpo da presente invengcao pode ser capaz de
inibicado de TFPI ligado a lipoproteina.

[000144] O anticorpo da presente invengcao pode ser capaz de
inibicdo de TFPI ligado a célula, tal como TFPI que esta ligado a
células endoteliais.

[000145] O anticorpo da presente invencdo pode ser capaz de
ligagdo a TFPI tal que FXa conserve sua atividade em pelo menos
91%, tais como pelo menos 92%, tais como pelo menos 93%, tais
como pelo menos 94%, tais como pelo menos 95%, tais como pelo
menos 96%, tais como pelo menos 97%, tais como pelo menos 98%,
tais como pelo menos 99%, tais como 99 a 100% como medido em um
ensaio de inibicao de FXa.

[000146] O anticorpo da presente invencdo pode ser capaz de
neutralizagdo da inibico de TFPlI de FVlla/TF/FXa ligado a
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membrana, quando TFPI €& saturado com o dito anticorpo, em pelo
menos 55%, tais como pelo menos 60%, tais como pelo menos 65%,
tais como pelo menos 70%, tais como pelo menos 75%, tais como pelo
menos 80%, tais como pelo menos 85%, tais como pelo menos 90%,
tais como pelo menos 95%, tais como até 100%, tais como 100%,
como medido em um ensaio de inibidor de FVlla/TF/FXa.

[000147] Preferencialmente, um anticorpo da invencdo é capaz de
reducdo do tempo de coagulagdo e/ou estimulagdo da coagulagéo
sanguinea em uma amostra de (a) sangue total humano, (b) plasma
humano, (c) sangue total humano deficiente em FVIII, (d) plasma
humano deficiente em FVIII, (e) sangue total humano deficiente em
FIX ou (f) plasma humano deficiente em FIX.

[000148] Métodos para determinar a capacidade de um anticorpo de
estimular coagulagdo sanguinea ou reduzir o tempo de coagulagao
também podem ser realizados in vivo. Por exemplo, estudos in vivo
podem ser realizados em coelhos hemofilicos transientes como
descrito nos exemplos. Resumidamente, os coelhos podem ser
tornados hemofilicos transientes pela administracdo de anticorpo anti-
FVIIl. O anticorpo teste entdo pode ser administrado e tempo de
sangramento de cuticula e/ou numero de plaquetas avaliado. Uma
reducdo do tempo de sangramento de cuticula na presengca de um
anticorpo teste indica que o anticorpo é capaz de redug¢ao do tempo de
coagulacao e estimulagdo de coagulagdo sanguinea. Um anticorpo
que tem tal efeito, por isso, pode ser um anticorpo da presente
invencao.

[000149] O anticorpo da presente invengao pode ser capaz de
ligagdo ao dominio K2 de TFPI tal que a porcentagem de TFPI livre em
um individuo seja reduzida 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
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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%.

[000150] Além disso, o anticorpo da presente invencdo pode ser
capaz de ligacdo ao dominio K2 de TFPI tal que a quantidade de TFPI
livre em um individuo seja reduzida durante os 28 primeiros dias, tal
como durante os 27 primeiros dias, tal como durante os 26 primeiros
dias, tal como durante os 25 primeiros dias, tal como durante os 24
primeiros dias, tal como durante os 23 primeiros dias, tal como durante
os 22 primeiros dias, tal como durante os 21 primeiros dias, tal como
durante os 20 primeiros dias, tal como durante os 19 primeiros dias, tal
como durante os 18 primeiros dias, tal como durante os 17 primeiros
dias, tal como durante os 16 primeiros dias, tal como durante os 15
primeiros dias, tal como durante os 14 primeiros dias, tal como durante
os 13 primeiros dias, tal como durante os 12 primeiros dias, tal como
durante os 11 primeiros dias, tal como durante os 10 primeiros dias, tal
como durante os 9 primeiros dias, tal como durante os 8 primeiros
dias, tal como durante os 7 primeiros dias, tal como durante os 6
primeiros dias, tal como durante os 5 primeiros dias, tal como durante
os 4 primeiros dias, tal como durante os 3 primeiros dias, tal como
durante os 2 primeiros dias, tal como durante o primeiro dia apds
administracao do dito anticorpo monoclonal ao dito individuo.

[000151] Um anticorpo da presente invengcao também pode nao levar

a reducéao significante em numeros de plaquetas. Em particular, um
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anticorpo da invencdo pode ser capaz de reducdo do tempo de
coagulacédo e/ou estimulagdo de coagulagdo sanguinea em uma
amostra de (a) sangue total humano, (b) plasma humano, (c) sangue
total humano deficiente em FVIII (d) plasma humano deficiente em
FVIII, (e) sangue total humano deficiente em FIX ou (f) plasma humano
deficiente em FIX, ou em um animal in vivo, sem levar a qualquer
reducao significante em numeros de plaquetas. Numeros de plaquetas
podem ser avaliados na mesma amostra ou animal como os outros
efeitos discutidos acima, ou podem ser avaliados separadamente. Por
exemplo, numeros de plaquetas podem ser avaliados em uma amostra
de sangue, tal como uma amostra do sangue obtido de um paciente ou
animal experimental. Numeros de plaquetas podem ser avaliados apds
administracdo do anticorpo a um coelho hemofilico transiente como
descrito acima. Os anticorpos da invencdo podem ser capazes de
reducdo do tempo de sangramento de cuticula sem levar a uma
reducdo simultanea nos numeros de plaquetas, como exemplificado
por estudos in vivo em coelhos hemofilicos transientes. Uma
modificagdo nos numeros de plaquetas pode ser avaliada pela
comparacgao dos numeros de plaquetas antes e apds administracao do
anticorpo ou pela comparacao dos numeros de plaquetas entre uma
amostra ou o animal tratado com o anticorpo de interesse e uma
amostra controle ou animal nao tratado com aquele anticorpo. Um
anticorpo da presente invencao pode ser capaz de ligagdo ao dominio
K2 de TFPI, tal que o tempo de coagulagao in vivo de um individuo é
reduzido e a contagem de plaqueta do dito individuo nao é
significativamente reduzida. Por exemplo, a contagem de plaquetas do
dito individuo pode nado cair 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
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aproximadamente 45%, tal como aproximadamente 40%, tal como
aproximadamente 35%, tal como aproximadamente 30%, tal como
aproximadamente 25% da contagem de plaquetas original.
Preferencialmente, ndo havera diferenca ou diferencga estatisticamente
significante nos numeros de plaquetas ao fazer tais comparagdes. Isto
€, 0 anticorpo da invencao nao tera causado reducdo nos numeros de
plaguetas.

[000152] O termo "anticorpo" como referido neste pedido inclui
anticorpos inteiros e qualquer fragmento de ligagdo a antigeno (isto &,
"por¢ao de ligagdo a antigeno") ou cadeias Unicas dos mesmos. Um
anticorpo se refere a uma glicoproteina compreendendo pelo menos
duas cadeias pesadas (HC) e duas cadeias leves (LC) interligadas por
ligagbes dissulfeto, ou por¢cdo de ligacdo a antigeno dos mesmos.
Cada cadeia pesada € compreendida por uma regido variavel da
cadeia pesada (abreviada neste pedido como VH) e uma regiao
constante da cadeia pesada (CH). Cada cadeia leve € compreendida
por uma regiao variavel da cadeia leve (abreviada neste pedido como
VL) e uma regido constante da cadeia leve (CL). As regides variaveis
das cadeias pesadas e leves contém um dominio de ligagdo que
interage com um antigeno. As regides VH e VL podem ser ainda
subdivididas em regides da hipervariabilidade, denominadas regides
de determinacdo de complementaridade (CDR), entremeadas com
regides que sao mais conservadas, denominadas regides conservadas
(FR). As regides constantes dos anticorpos podem mediar a ligacéo da
imunoglobulina aos tecidos ou fatores hospedeiros, incluindo varias
células do sistema imune (por exemplo, células efetoras) e o primeiro
componente (Clq) do sistema de complemento classico.

[000153] O termo "regido de determinagdo de complementaridade"
ou "regiao hipervariavel" quando usado neste pedido se refere aos

residuos de aminoacidos de um anticorpo que s&do responsaveis pela
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ligagdo ao antigeno. As regides de determinagdo de
complementaridade ou "CDRs" sdo geralmente compreendidas por
residuos de aminoacidos 24 a 34 (L1), 50 a 56 (L2) e 89 a 97 (L3) no
dominio variavel da cadeia leve e 31 a 35 (H1), 50 a 65 (H2) e 95 a
102 (H3) no dominio variavel da cadeia pesada; (Kabat et al. (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S.
Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91 a
3242) elou aqueles residuos de uma "alga hipervariavel" (residuos 26
a 32 (L1), 50 a 52 (L2) e 91 a 96 (L3) no dominio variavel da cadeia
leve e 26 a 32 (H1), 53 a 55 (H2) e 96 a 101 (H3) no dominio variavel
da cadeia pesada; Chothia and Lesk, J. Mol. Biol 1987; 196:901-917).
Tipicamente, a numeragao de residuos de aminoacidos nesta regiao é
realizada pelo método descrito em Kabat et al., supra. As frases, tais
como "posicdo de Kabat", "residuo de Kabat", e "de acordo com
Kabat" neste pedido se refere a este sistema de numeracao de
dominios variaveis da cadeia pesada ou dominios variaveis da cadeia
leve. Usando a numeracdo de sistema de Kabat, a sequéncia de
aminoacidos linear real de um peptideo pode conter menos ou
aminoacidos adicionais correspondentes a uma reducéo, ou insercaio,
uma FR ou CDR do dominio variavel. Por exemplo, um dominio
variavel da cadeia pesada pode incluir insercdes de aminoacido
(residuo 52a, 52b e 52c de acordo com Kabat) apds residuo 52 da
CDR H2 e residuos inseridos (por exemplo, residuos 82a, 82b, e 82c,
etc. de acordo com Kabat) apés residuo de FR 82 da cadeia pesada. A
numeragao de Kabat de residuos pode ser determinada para um dado
anticorpo pelo alinhamento em regidées da homologia da sequéncia do
anticorpo com a sequéncia numerada de um Kabat "padrao”.

[000154] O termo "regido de estrutura" ou residuos de "FR" se refere
aqueles residuos de aminoacidos VH ou VL que n&o estdo dentro das

CDRs, como definido neste pedido.

Peticaio 870210046490, de 24/05/2021, pég. 45/160



40/145

[000155] Um anticorpo da invencdo pode ser um anticorpo
monoclonal ou um anticorpo policlonal. Em uma modalidade, um
anticorpo da invengdo é um anticorpo monoclonal. Um anticorpo da
invencdo pode ser um anticorpo quimérico, um anticorpo enxertado
por CDR, um anticorpo humano ou humanizado ou uma porgédo de
ligacdo a antigeno de qualquer um dos mesmos. Para a produgéo
tanto de anticorpos monoclonais como de policlonais, o animal
experimental € um mamifero adequado tal como, mas nao restrito a
uma cabra, coelho, rato ou camundongo.

[000156] Anticorpos policlonais sdo anticorpos que sao derivados de
linhagens de células B diferentes. Um anticorpo policlonal pode
compreender uma mistura de moléculas de imunoglobulina diferentes
que sao direcionadas contra um antigeno especifico. O anticorpo
policlonal pode compreender uma mistura de moléculas de
imunoglobulina diferentes que se ligam a um ou mais epitopos
diferentes dentro de uma molécula de antigeno. Anticorpos policlonais
podem ser produzidos por métodos regulares, tais como a imunizagao
de um animal adequado, com o antigeno de interesse. O sangue pode
ser posteriormente removido do animal e a fragdo de imunoglobulina
purificada.

[000157] Anticorpos monoclonais sao moléculas de imunoglobulina
gue sao idénticas entre si e ttm uma especificidade de ligagao unica e
afinidade para um epitopo particular. Anticorpos monoclonais (mAbs)
da presente invengdo podem ser produzidos por uma variedade de
técnicas, incluindo a metodologia de anticorpo monoclonal
convencional, por exemplo, a técnica de hibridizagao celular somatica
padrdao de Kohler e Milstein (1975) Nature 256: 495, ou transformacéao
viral ou oncogénica de linfécitos B. O sistema animal preferencial para
preparagcdo de hibridomas é o sistema murino. A producdo de

hibridoma no camundongo € um procedimento muito bem
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estabelecido. Protocolos de imunizacao e técnicas para isolamento de
esplendcitos imunizados para fusdo sdo conhecidos na técnica.
Parceiros de fusdo (por exemplo, células de mieloma murino) e
procedimentos de fusdo também s&o conhecidos.

[000158] Para gerar hibridomas que produzem anticorpos
monoclonais da invencdo, esplendcitos e/ou células de linfonodo de
camundongos imunizados podem ser isolados e fusionados a uma
linhagem celular imortalizada apropriada, tal como uma linhagem
celular de mieloma de camundongo. Os hibridomas resultantes podem
ser rastreados para a producdo de anticorpos especificos para o
antigeno. Os hibridomas que secreta anticorpo podem ser
replaqueados, rastreados novamente, e se ainda positivos para a IgG
adequada, os anticorpos monoclonais podem ser subclonados pelo
menos duas vezes por limitacdo de diluicdo. Os subclones estaveis
entdo podem ser cultivados in vitro para gerar pequenas quantidades
do anticorpo em meio de cultura tecidual para caracterizacao.

[000159] O termo "porgao de ligagcdo a antigeno" de um anticorpo se
refere a um ou mais fragmentos de um anticorpo que conservam a
capacidade de se ligar especificamente a um antigeno, tal como TFPI
ou outra proteina alvo como descrito neste pedido. Foi mostrado que a
fungdo de ligagdo a antigeno de um anticorpo pode ser realizada por
fragmentos de um anticorpo inteiro. Exemplos de fragmentos de
ligagdo englobados dentro do termo "porc¢ao de ligagao a antigeno" de
um anticorpo incluem um fragmento Fab, um fragmento F(ab')2, um
fragmento Fab', um fragmento Fd, um fragmento Fv, um fragmento
dAb e uma regidao de determinagcdo de complementaridade isolada
(CDR). Anticorpos da cadeia unica, tais como scFv e anticorpos da
cadeia pesada, tais como VHH e anticorpos de camelo também sé&o
destinados a serem englobados dentro do termo "porg¢ao de ligagéo a

antigeno" de um anticorpo. Estes fragmentos de anticorpo podem ser
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obtidos usando técnicas convencionais conhecidas por aqueles
versados na técnica, e os fragmentos podem ser rastreados para a
utilidade da mesma maneira que anticorpos intactos.

[000160] Um anticorpo da invencao pode ser preparado, expresso,
criado ou isolado por meios recombinantes, tais como (a) anticorpos
isolados de um animal (por exemplo, um camundongo) que é
transgénico ou transcromossdmico para os genes de imunoglobulina
de interesse ou um hibridoma preparado a partir do mesmo, (b)
anticorpos isolados de uma célula hospedeira transformada para
expressar o anticorpo de interesse, por exemplo, de um transfectoma,
(c) anticorpos isolados de uma biblioteca de anticorpo recombinante,
combinatéria, e (d) anticorpos preparados, expressos, criados ou
isolados por qualquer outro meio que envolve o splicing de sequéncias
génicas de imunoglobulina a outras sequéncias de DNA.

[000161] Um anticorpo da invencdo pode ser um anticorpo humano
ou um anticorpo humanizado. O termo "anticorpo humano", como
usado neste pedido, é destinado a incluir anticorpos tendo regides
variaveis nas quais tanto a regido de estrutura como as regides de
CDR sao derivadas de sequéncias de imunoglobulina de linhagem
germinativa humana. Além disso, se o anticorpo contém uma regiao
constante, a regidao constante também € derivada de sequéncias de
imunoglobulina de linhagem germinativa humana. Os anticorpos
humanos da invengao podem incluir residuos de aminoacidos néao
codificados por sequéncias de imunoglobulina de Ilinhagem
germinativa humana (por exemplo, mutagdes introduzidas por
mutagénese randémica ou sitio-especifica in vitro ou por mutacéo
somatica in vivo). Entretanto, o termo "anticorpo humano", como usado
neste pedido, ndo € destinado a incluir anticorpos nos quais as
sequéncias de CDR derivadas da linhagem germinativa de outras

especies mamiferas, tais como um camundongo, foram enxertadas
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para sequéncias de regido de estrutura humana.

[000162] Tal anticorpo humano pode ser um anticorpo monoclonal
humano. Tal anticorpo monoclonal humano pode ser produzido por um
hibridoma que inclui uma célula B obtida de um animal n&do humano
transgénico, por exemplo, um camundongo transgénico, tendo um
genoma compreendendo um transgene da cadeia pesada humana e
um transgene da cadeia leve fusionado a uma célula imortalizada.
[000163] Anticorpos humanos podem ser isolados de bibliotecas de
sequéncia contruidas em selegbes de sequéncias de linhagem
germinativa humana mais diversificadas com a diversidade de
sequéncia natural e sintética.

[000164] Anticorpos humanos podem ser preparados pela
imunizacgao in vitro de linfécitos humanos seguidos pela transformacéao
dos linfécitos com o virus Epstein-Barr.

[000165] O termo "derivados de anticorpo humanos" se refere a
qualquer forma modificada do anticorpo humano, por exemplo, um
conjugado do anticorpo e outro agente ou anticorpo.

[000166] O termo "anticorpo humanizado" é destinado a referir-se a
um anticorpo humano/quimérico ndo humano que contém uma
sequéncia minima (regides de CDR) derivada da imunoglobulina nao
humana. Anticorpos humanizados sao dessa forma imunoglobulinas
humanas (anticorpo recipiente) no qual os residuos de uma regido
hipervariavel do recipiente sdo substituidos por residuos de uma
regiao hipervariavel de uma espécie ndo humana (anticorpo doador),
tal como camundongo, rato, coelho, ou primata ndo humano tendo a
especificidade, afinidade e capacidade desejadas. Em alguns
exemplos, os residuos de FR da imunoglobulina humana s&o
substituidos por residuos ndo humanos correspondentes. Um exemplo
de tal modificagdo é a introdugcdo de uma ou mais as chamadas

retromutagdes, tal como é descrita no exemplo 2.
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[000167] Além disso, anticorpos humanizados podem compreender
residuos que nado sao encontrados no anticorpo recipiente ou no
anticorpo doador. Estas modificacbes sao feitas para refinar ainda o
desempenho do anticorpo. Em geral, um anticorpo humanizado
compreendera substancialmente todos de pelo menos um, e
tipicamente dois, dominios variaveis, nos quais todas ou
substancialmente todas as algas hipervariaveis correspondem aquelas
de uma imunoglobulina ndo humana e todos ou substancialmente
todos os residuos de FR sdo aqueles de uma sequéncia de
imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado também pode
compreender opcionalmente pelo menos uma porgao de uma regiao
constante (Fc) de imunoglobulina, tipicamente aquela de uma
imunoglobulina humana.

[000168] Anticorpos da invengao podem ser testados para ligagéo a
proteina alvo por, por exemplo, ELISA padrao ou Western blotting. Um
ensaio de ELISA também pode ser usado para rastrear para
hibridomas que mostram reatividade positiva com a proteina alvo. A
especificidade de ligagdo de um anticorpo também pode ser
determinada pelo monitoramento da ligagao do anticorpo a células que
expressam a proteina alvo, por exemplo, por citometria de fluxo.
[000169] A especificidade de um anticorpo da invencao da proteina
alvo pode ser ainda estudada pela determinagao se o anticorpo se liga
a outras proteinas. Por exemplo, onde é desejado produzir um
anticorpo que especificamente se liga a TFPlI ou a uma parte
particular, por exemplo, epitopo, de TFPI, a especificidade do
anticorpo pode ser avaliada pela determinagao se o anticorpo também
se liga a outras moléculas ou formas modificadas de TFPI que nédo tém
a parte de interesse.

[000170] Como explicado acima, os anticorpos da invengao podem

modificar a atividade de TFPI. Anticorpos tendo as propriedades de
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ligagdo necessarias dessa forma podem ser ainda testados para
determinar seus efeitos sobre a atividade de TFPI. Dessa forma, os
métodos podem ser usados para identificar anticorpos adequados que
sdo capazes da ligagdo a TFPI e é capaz de modificacdo, e em
particular, redugao, sua atividade.

[000171] Uma vez que um anticorpo adequado foi identificado e
selecionado, a sequéncia de aminoacidos do anticorpo pode ser
identificada por métodos conhecidos na técnica. Os genes que
codificam o anticorpo podem ser clonados usando iniciadores
especificos e/lou degenerados. O  anticorpo pode  ser
recombinantemente produzido por métodos de rotina.

[000172] Um "polipeptideo" é usado neste pedido em seu sentido
mais amplo para referirr-se a um composto de dois ou mais
aminoacidos de subunidade, analogos de aminoacido, ou outros
peptideomiméticos. O termo "polipeptideo" dessa forma inclui
sequéncias peptidicas curtas e também polipeptideos e proteinas mais
longos. Como usado neste pedido, o termo "aminoacido" pode referir-
se a aminoacidos naturais e/ou ndo naturais ou sintéticos, isbmeros
oticos D e/ou L, e analogos de aminoacidos e peptideomiméticos.
[000173] Os presentes inventores identificaram um anticorpo murino
como descrito nos exemplos. Este anticorpo é referido neste pedido
como TFPI-4F36A1B2 (alternativamente, 4F36 ou MuTFPI4F36). A
presente invengao engloba este anticorpo, variantes e fragmentos dos
mesmos - incluindo anticorpos quiméricos e anticorpos humanizados -
gque conservam uma ou mais atividades do anticorpo murino e que
também sao descritos nos exemplos. As atividades deste anticorpo
incluem a capacidade de ligar-se a TFPI, a capacidade de ligar-se a
posicoes especificas na molécula de TFPI e a capacidade de inibir a
atividade de TFPI.

[000174] Um fragmento adequado ou a variante deste anticorpo

Peticaio 870210046490, de 24/05/2021, pég. 51/160



46/145

conservardao a capacidade de ligar-se a TFPI. Conservara
preferencialmente a capacidade de ligar-se especificamente a TFPI.
Conservara  preferencialmente a  capacidade de ligar-se
especificamente ao mesmo epitopo ou similar ou a regido da molécula
de TFPI como o anticorpo (MuTFPI4F36) do qual € derivado.
Conservara preferencialmente uma ou mais fungdes adicionais do
anticorpo do qual € derivado, tais como a capacidade de inibir a
atividade de TFPI ou a capacidade de reduzir o tempo de coagulagao,
opcionalmente sem levar a uma redugdo nos numeros de plaquetas.
[000175] "Fragmentos" de polipeptideo ou anticorpo de acordo com a
invencao podem ser produzidos por truncamento, por exemplo, pela
remogcao de um ou mais aminoacidos das extremidades N e/ou C-
terminais de um polipeptideo. Até 10, até 20, até 30, até 40 ou mais
aminoacidos podem ser removidos do N e/ou C terminal deste modo.
Fragmentos também podem ser gerados por uma ou mais delegdes
internas.

[000176] Um anticorpo da invencao pode ser, ou pode compreender,
um fragmento do anticorpo MuTFPI4F36 ou uma variante do mesmo.
O anticorpo da invengao pode ser ou pode compreender uma porgcao
de ligagdo a antigeno deste anticorpo ou uma variante do mesmo
como discutido ainda acima. Por exemplo, o anticorpo da invencao
pode ser um fragmento Fab deste anticorpo ou uma variante do
mesmo ou pode ser um anticorpo de cadeia unica derivado deste
anticorpo ou uma variante do mesmo.

[000177] As sequéncias de aminoacidos das cadeias leves e
pesadas do anticorpo MuTFPI4F36 sdo dadas nas SEQ ID NOs: 6 e
10 respectivamente. As sequéncias de aminoacidos de cadeias VL e
VH do anticorpo MuTFPI4F36 sdo dadas nas SEQ ID NOs: 4 e 8
respectivamente. As sequéncias de aminoacidos das cadeias leves e

pesadas de um anticorpo humanizado, HzTFPI4F36, sdo dadas nas
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SEQ ID NOs: 21 e 24, respectivamente. As sequéncias de
aminoacidos de cadeias VL e VH do HzTFPI4F36 sdo dadas nas SEQ
ID NOs: 15 e 18, respectivamente.

[000178] Um anticorpo da invengao pode compreender a sequéncia
de aminoacidos da cadeia leve MuTFPI4F36 mostrada na SEQ ID NO:
6 ou um fragmento ou variante da mesma. Um anticorpo pode
compreender adicionalmente ou alternativamente a sequéncia de
aminoacidos da cadeia pesada MuTFPI4F36 mostrada na SEQ ID NO:
10 ou um fragmento ou variante da mesma como descrito neste
pedido.

[000179] Um anticorpo da invengao pode compreender a sequéncia
de aminoacidos VL de SEQ ID No: 4, ou um fragmento ou variante da
mesma. Um anticorpo da invencdo pode compreender a sequéncia de
aminoacidos VH da SEQ ID No: 8, ou um fragmento ou variante da
mesma. Um anticorpo da invengdo pode compreender tanto (a)
sequéncia de aminoacidos VL de SEQ ID No: 4, ou um fragmento ou
variante da mesma quanto (b) a sequéncia de aminoacidos VH de
SEQ ID No: 8, ou um fragmento ou variante da mesma.

[000180] Um anticorpo da invencdo pode compreender um
fragmento de um das sequéncias de aminoacidos VL ou VH mostradas
na Figura 2. Por exemplo, um anticorpo da invengao pode
compreender um fragmento de pelo menos 7, pelo menos 8, pelo
menos 9, pelo menos 10, pelo menos 12, pelo menos 15, pelo menos
18, pelo menos 20 ou pelo menos 25 aminoacidos consecutivos de
SEQ ID No: 4 ou 8. Tal fragmento conservara preferencialmente uma
ou mais das fungdes discutidas acima, tais como a capacidade de se
ligar a TFPI.

[000181] Um fragmento adequado ou variante de qualquer uma
destas sequéncias VH ou VL conservara a capacidade de se ligar a

TFPI. Conservara preferencialmente a capacidade de ligar
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especificamente a TFPI. Conservara preferencialmente a capacidade
de se ligar especificamente ao mesmo epitopo ou similar ou a regido
da molécula de TFPI como o anticorpo (MuTFPI4F36) do qual é
derivado. Conservara preferencialmente uma ou mais funcbes
adicionais do anticorpo do qual é derivado, tais como a capacidade de
inibir a atividade de TFPI ou a capacidade de reduzir o tempo de
coagulagdo, opcionalmente sem levar a uma baixa em numeros de
plaguetas.

[000182] Um fragmento adequado ou sequéncia variante VL
conservara preferencialmente os aminoacidos nas posi¢des E31, S32,
D33, Y37, A96, T97, H98 e F99 na SEQ ID NO: 4. Um fragmento
adequado ou sequéncia variante VH conservara preferencialmente os
aminoacidos nas posi¢cdes N31, R53, S54, S56, Y57, Y59, F60, P61,
D62, Q65, Y102, D103 e D106 na SEQ ID NO: 8. Um fragmento
adequado ou anticorpo variante conservara preferencialmente os
aminoacidos nas posicdoes E31, S32, D33, Y37, A96, T97, HI98 e F99
na SEQ ID NO: 4 e os aminoacidos nas posi¢coes N31, R53, S54, S56,
Y57, Y59, F60, P61, D62, Q65, Y102, D103 e D106 na SEQ ID NO: 8.
Como identificado na Figura 3, estes sdo os residuos nas sequéncias
da cadeia leves e pesadas MuTFPI4F36 que tém um atomo pesado
dentro de uma distancia de 4 A de um atomo pesado quando
MuTFPI4F36 esta ligado ao dominio K2 de TFPI.

[000183] Um anticorpo da invencdo pode compreender uma regiao
da CDR do anticorpo especifico identificado neste pedido, tal como
uma regido da CDR de dentro da SEQ ID NO: 4 ou 8. Tal anticorpo
conservara preferencialmente a capacidade de ligar-se a TFPI como
descrito neste pedido. Por exemplo, como mostrado na Figura 3,
usando a definicdo de Kabat, as sequéncias de CDR dentro da cadeia
leve de MuTFPI4F36 podem ser identificadas nos aminoacidos 24 a
39, 55 a 61 e 94 a 102 da SEQ ID NO: 4 ou SEQ ID NO: 6. As
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sequéncias de CDR dentro da cadeia pesada de MuTFPI4F36 podem
ser identificadas nos aminoacidos 31 a 35, 50 a 66 e 99 a 110 da SEQ
ID NO: 8 ou SEQ ID NO: 10. Um anticorpo da invengao pode
compreender uma ou mais das sequéncias de CDR mostradas na
Figura 3. Por exemplo, um anticorpo da invengdo pode compreender
uma, duas ou todas as trés sequéncias de aminoacidos mostradas nos
residuos 24 a 39, 55 a 61 e 94 a 102 da SEQ ID NO: 6. Um anticorpo
da invengdo pode compreender alternativamente ou adicionalmente
uma, duas ou todas as trés sequéncias de aminoacidos mostradas nos
residuos 31 a 35, 50 a66 e 99 a 110 da SEQ ID NO: 10. Um anticorpo
da invengdo pode compreender as seis sequéncias de aminoacidos
mostradas nos residuos 24 a 39, 55 a 61 e 94 a 102 da SEQ ID NO: 6
e 31a35,50a66e99a110da SEQ ID NO: 10.

[000184] Um anticorpo da invengcdo pode ser um anticorpo
humanizado, tal como o anticorpo neste pedido referido como
HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021). Tal anticorpo pode compreender uma
ou mais regides de CDR de dentro da SEQ ID NO: 15 ou 18.

[000185] A cadeia pesada de um anticorpo de acordo com a
invencao pode compreender uma sequéncia da CDR1 de aminoacidos
31 a 35 (NYAMS) da SEQ ID NO: 18, em que um destes aminoacidos
pode ser substituido por um aminoacido diferente.

[000186] A cadeia pesada de um anticorpo de acordo com a
invencado pode compreender uma sequéncia da CDR2 de aminoacidos
50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) da SEQ ID NO: 18, em que um,
dois ou trés destes aminoacidos podem ser substituidos por um
aminoacido diferente.

[000187] A cadeia pesada de um anticorpo de acordo com a
invengao pode compreender uma sequéncia da CDR3 de aminoacidos
99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) da SEQ ID NO: 18, em que um, dois ou

trés destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
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diferente.
[000188] A cadeia leve de um anticorpo de acordo com a invencéo
pode compreender uma sequéncia da CDR1 de aminoacidos 24 a 39
(KSSQSLLESDGKTYLN) da SEQ ID NO: 15, em que um, dois ou trés
destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente.
[000189] A cadeia leve de um anticorpo de acordo com a invencéo
pode compreender uma sequéncia da CDR2 de aminoacidos 55 a 61
(LVSILDS) da SEQ ID NO: 15, em que um ou dois destes aminoacidos
podem ser substituidos por um aminoacido diferente.
[000190] A cadeia leve de um anticorpo de acordo com a invencao
pode compreender uma sequéncia da CDR3 de aminoacidos 94 a 102
(LQATHFPQT) da SEQ ID NO: 15, em que um ou dois destes
aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido diferente.
[000191] Mais particularmente, um anticorpo da invencdo pode ter
uma cadeia pesada compreendendo:

euma sequéncia da CDR1 que, por sua vez, compreende
os aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) da SEQ ID NO:18; e

euma sequéncia da CDR2 que, por sua vez, compreende
os aminoacidos 50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) da SEQ ID NO:18;
e

euma sequéncia da CDR3 que, por sua vez, compreende
os aminoacidos 99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) da SEQ ID NO:18.

Um anticorpo da invengcdo pode ter uma cadeia leve
compreendendo:

euma sequéncia da CDR1 que, por sua vez, compreende
0s aminodacidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) da SEQ ID NO: 15;
e

euma sequéncia da CDR2 que, por sua vez, compreende
os aminoacidos 55 a 61 (LVSILDS) da SEQ ID NO: 15; e

Peticaio 870210046490, de 24/05/2021, pég. 56/160



51/145

euma sequéncia da CDR3 que, por sua vez, compreende
os aminoacidos 94 a 102 (LQATHFPQT) da SEQ ID NO: 15.
[000192] Um anticorpo da invengao pode compreender qualquer
combinacao das regidées de CDR acima mencionadas.
[000193] Mais particularmente, a regido de estrutura 2 (FR2) da
cadeia pesada de um anticorpo da invencdo pode compreender
aminoacidos:

¢ T, na posicao correspondente a posigao 40,

oE, na posicao correspondente a posicéo 42,

*R, na posicao correspondente a posicao 44 e

oA, na posicao correspondente a posicao 49

da SEQ ID NO: 18.
[000194] Alternativamente, a dita FR2 da cadeia pesada pode
compreender os aminoacidos 36 a 49 da SEQ ID NO: 18.
[000195] Um anticorpo da invengado pode compreender qualquer um
dos seguintes:

ea sequéncia de aminoacidos VL da SEQ ID NO: 15.

¢ A sequéncia de aminoacidos VH da SEQ ID NO: 18.

«SEQ ID NOs: 15 e 18.

eA sequéncia de aminoacidos da cadeia leve da SEQ ID
NO: 21.

¢ A sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada da SEQ ID
NO: 24.

eSEQ ID NOs: 21 e 24.
[000196] Um anticorpo da invengado pode ser alternativamente ou
pode compreender uma variante de uma destas sequéncias
especificas tal variante do anticorpo MuTFPI4F36 ou uma variante de
HzTFPI4F36. Por exemplo, uma variante pode ser uma substituicao,
delecdo ou variante de adicdo de qualquer uma das sequéncias de

aminoacidos acima mencionadas.
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[000197] Uma variante de acordo com a presente invengao pode ser
um anticorpo que ndo compreende:

eN, na posicédo correspondente a posi¢cao 31 da regido da
CDR1 da SEQ ID NO: 18;

*R, na posicao correspondente a posi¢cao 53;

¢S, na posicao correspondente a posicao 54;

¢S, na posicao correspondente a posicao 56;

¢Y, na posicao correspondente a posicao 57;

¢Y, na posicao correspondente a posicao 59;

oF, na posicao correspondente a posigao 60;

eP, na posicao correspondente a posicao 61;

oD, na posicao correspondente a posicao 62; e

¢Q, na posicao correspondente a posicio 65;

da regido da CDR2 DE SEQ ID NO: 18.

oY, na posicao correspondente a posicao 102;

oD, na posicao correspondente a posicao 103; e

eD, na posig¢ao correspondente a posicao 106;

da regido da CDR3 DE SEQ ID NO: 18.

oE, na posicao correspondente a posi¢ao 31;

¢S, na posicao correspondente a posicao 32;

eD, na posicao correspondente a posicao 33; e

¢Y, na posicao correspondente a posicao 37;

da regido da CDR1 DE SEQ ID NO: 15.

e A, na posicao correspondente a posicao 96;

¢ T, na posigao correspondente a posigao 97,

eH, na posigcao correspondente a posigcao 98; e

oF, na posigcao correspondente a posigao 99;

da regido da CDR3 DE SEQ ID NO: 15.
[000198] Um anticorpo variante pode compreender 1, 2, 3, 4, 5, até

10, até 20, até 30 ou mais substituicbes e/ou dele¢des e/ou insergcdes
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de aminoacido das sequéncias especificas e fragmentos discutidos
acima. Variantes de "delegdao" podem compreender a delecdo de
aminoacidos individuais, delegado de pequenos grupos de aminoacidos
tais como 2, 3, 4 ou 5 aminoacidos, ou delegdo de maiores regides de
aminoacidos, tais como a delecdo de dominios de aminoacidos
especificos ou outros atributos. Variantes de "insercdo" podem
compreender a insercdo de aminoacidos individuais, insercdo de
pequenos grupos de aminodacidos tais como 2, 3, 4 ou 5 aminoacidos,
ou inser¢cdo de maiores regides de aminoacidos, tais como a insergao
de dominios de aminoacidos especificos ou outros atributos. Variantes
de "substituicao" preferencialmente envolvem a substituicdo de um ou
mais aminoacidos com o mesmo numero de aminoacidos e criacado de
substituicbes de aminoacido conservativas. Por exemplo, um
aminoacido pode ser substituido por um aminoacido alternativo tendo
propriedades similares, por exemplo, outro aminoacido basico, outro
aminoacido acidico, outro aminoacido neutro, outro aminoacido
carregado, outro aminoacido hidrofilico, outro aminoacido hidrofébico,
outro aminoacido polar, outro aminoacido aromatico ou outro
aminoacido alifatico. Algumas propriedades dos 20 aminoacidos
principais que podem ser usados para selecionar substituintes

adequados sao como se segue:

Ala alifatico, hidrofébico, Met hidrofébico, neutro
neutro

Cys polar, hidrofébico, neutro | Asn polar, hidrofilico, neutro

Asp polar, hidrofilico, Pro hidrofébico, neutro

carregado (-)

Glu polar, hidrofilico, GIn polar, hidrofilico, neutro

carregado (-)

Phe aromatico, hidrofébico, | Arg |polar, hidrofilico, carregado (+)
neutro
Gly alifatico, neutro Ser polar, hidrofilico, neutro
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His aromatico, polar, Thr polar, hidrofilico, neutro
hidrofilico,

carregado (+)

lle alifatico, hidrofébico, Val alifatico, hidrofébico, neutro
neutro
Lys polar, hidrofilico, Trp | aromatico, hidrofébico, neutro

carregado (+)

Leu alifatico, hidrofdbico, Tyr | aromatico, polar, hidrofébico

neutro

[000199] "Derivados" ou "variantes" preferenciais incluem aqueles
em que em vez do aminoacido que ocorre naturalmente, o aminoacido
que aparece ha sequéncia é um analogo estrutural do mesmo.
Aminoacidos usados nas sequéncias também podem ser derivatizados
ou modificados, por exemplo, marcados, fornecendo a funcdo do
anticorpo nao é significativamente adversamente afetada.

[000200] Substituicbes podem ser, mas nao sao limitadas a,
substituicbes conservativas.

[000201] Derivados e variantes como descrito acima podem ser
preparados durante a sintese do anticorpo ou pela modificagao de
montagem, ou quando o anticorpo estd em forma recombinante
usando as técnicas conhecidas de mutagénese sitio-dirigida,
mutagénese randOmica, ou clivagem enzimatica e/ou ligacdo de
acidos nucleicos.

[000202] Em outro aspecto, a presente invengao caracteriza
moléculas multiespecificas que compreendem um anticorpo anti-TFPI,
ou fragmento do antigeno do mesmo, da invencdo. Tais moléculas
multiespecificas incluem moléculas biespecificas que compreendem
pelo menos uma primeira especificidade de ligacdo de TFPI e uma
segunda especificidade de ligagdo de um segundo epitopo alvo. Um
tipo de moléculas biespecificas sdo anticorpos biespecificos como

conhecido na técnica. Anticorpos biespecificos, ou de fato anticorpos
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multiespecificos, podem ser preparados como anticorpos inteiros ou
fragmentos de anticorpo (por exemplo, anticorpos biespecificos
F(ab')2) ou qualquer outro fragmento de ligacdo a antigeno descrito
neste pedido.

[000203] Em wum aspecto, presente invencdo caracteriza os
derivados de anticorpo (ou imunoconjugados), tais como anticorpos
anfi-TFPI conjugados ou covalentemente ligados a um segundo
agente. O segundo agente pode ser ligado ao anticorpo diretamente
ou indiretamente, usando qualquer um de um grande numero de
métodos disponiveis conhecidos pelo versado na técnica. Por
exemplo, um agente pode ser ligado na regido de dobradica do
componente de anticorpo reduzido através de formacédo de ligacéo
dissulfeto, usando interligadores, tais como N-succinil S-propionato (2-
piridilditio) (SPDP), ou através de uma porg¢éo carboidrato na regido Fc
do anticorpo.

[000204] Em um aspecto, os anticorpos da invencao podem ser
engendrados para incluir modificagdes dentro da regido Fc,
tipicamente alterar uma ou mais propriedades funcionais do anticorpo,
tais como meia-vida sérica, fixagdo de complemento, ligacdo de
receptor de Fc, estabilidade proteica e/ou citotoxicidade celular
dependente de antigeno, ou falta dos mesmos. Além disso, um
anticorpo da invengdo pode ser quimicamente modificado (por
exemplo, uma ou mais porgdes quimicas podem ser ligadas ao
anticorpo) ou ser modificado para alterar sua glicosilagcdo, novamente
alterar uma ou mais propriedades funcionais do anticorpo.

[000205] Se desejado, a classe de um anticorpo pode ser "trocada"
por técnicas conhecidas. Por exemplo, um anticorpo que foi
originalmente produzido como uma molécula de IgM pode ter a classe
trocada por um anticorpo IgG. Técnicas de troca de classe também

podem ser usadas para converter uma subclasse IgG em outra, por
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exemplo: de 1gG1 a 1gG2 ou IgG4; de IgG2 a IgG1 ou IgG4; ou de
lgG4 a 1gG1 ou IgG2. A engenharia de anticorpos para gerar as
moléculas quiméricas de regido constante, pela combinagdo de
regides de subclasses de IgG diferentes, também pode ser realizada.
[000206] Em uma modalidade, a regido de dobradica de CHI é
modificada tal que o numero de residuos de cisteina na regido de
dobradica seja alterado, por exemplo, aumentado ou diminuido. Esta
abordagem é descrita ainda, por exemplo, na Patente Americana No.
5.677.425 por Bodmer et al.

[000207] A regido constante pode ser ainda modificada para
estabilizar o anticorpo, por exemplo, reduzir o risco de um anticorpo
bivalente que se separa em dois fragmentos monovalentes VH-VL. Por
exemplo, em uma regido constante de IgG4, o residuo S241 pode ser
mutado a um residuo prolina (P) para permitir a formacado de ponte
dissulfeto completa na dobradica (ver, por exemplo, Angal et al., Mol
Immunol. 199S; 30:105-8).

[000208] Anticorpos variantes de acordo com a invencao podem ter
sequéncias de aminoacidos que sdo mais de 60%, ou mais de 65%,
ou mais de 70%, ou mais de 75%, ou mais de 80%, preferencialmente
mais de 85%, tais como mais de 90%, tais como mais de 95%
idénticas a SEQ ID NOs: 4 ou 8, ou fragmentos das mesmas. Outros
anticorpos variantes de acordo com a invengéo podem ter sequéncias
de aminoacidos que sao mais de 60%, ou mais de 65%, ou mais de
70%, ou mais de 75%, ou mais de 80%, preferencialmente mais de
85%, tais como mais de 90%, tais como mais de 95% idénticas a SEQ
ID NOs: 15 ou 18, ou um fragmento das mesmas. Este nivel de
identidade de aminoacido pode ser visto através do comprimento
completo da sequéncia da SEQ ID NO relevante ou sobre uma parte
da sequéncia, tal como através 20, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 90, 100,

150, 200 ou mais aminoacidos, dependendo do tamanho do
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polipeptideo completo.
[000209] Com relagao a sequéncias de aminoacidos, "identidade de
sequéncia" se refere a sequéncias que tém o valor determinado
quando avaliadas usando ClustalW (Thompson et al., 1994, supra)
com os seguintes parametros:
[000210] Parametros de alinhamento aos pares - Método: exato,
Matrizz. PAM, Penalidade de abertura de lacuna: 10,00, Penalidade de
extensdo de lacuna: 0,10;
[000211] Multiplos parametros de alinhamento - Matrizz PAM,
Penalidade de abertura de lacuna: 10,00, identidade % por retardo: 30,
lacunas de extremidade de penalidade: ligado, Distancia de separacgéo
de lacuna: 0, Matriz negativa: ndo, Penalidade de extensao de lacuna:
0,20, Penalidades de lacuna especificas para o residuo: ligado,
Penalidades de lacuna hidrofilica: ligado, Residuos hidrofilicos:
GPSNDQEKR. ldentidade de sequéncia em um residuo particular é
destinada a incluir residuos idénticos que foram simplesmente
derivatizados.
[000212] A presente invengao dessa forma fornece anticorpos tendo
sequéncias de aminoacidos VH e VL especificas e variantes e
fragmentos dos mesmos que mantém a fungcdo ou atividade destes
dominios VH e VL.
[000213] Consequentemente, um anticorpo da invencdo pode
compreender:

(@) uma sequéncia de aminoacidos de regido variavel da
cadeia leve da SEQ ID NO: 4;

(b) um fragmento de pelo menos 7 aminoacidos de (a) que
conserva a capacidade de ligar-se especificamente a TFPI; ou

(c) uma variante de (a) tendo identidade de sequéncia de
aminoacidos de pelo menos 70% a uma sequéncia de (a) e

conservando a capacidade de ligar-se especificamente a TFPI.
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[000214] Um anticorpo da invencédo pode compreender:

(@) uma sequéncia de aminoacidos de regido variavel da
cadeia pesada da SEQ ID NO: 8;

(b) um fragmento de pelo menos 7 aminoacidos de (a) que
conserva a capacidade de ligar-se especificamente a TFPI; ou

(c) uma variante de (a) tendo identidade de sequéncia de
aminoacidos de pelo menos 70% a uma sequéncia de (a) e
conservando a capacidade de ligar-se especificamente a TFPI.
[000215] Um anticorpo da invengdo pode compreender a regido
variavel da cadeia leve da SEQ ID NO: 4 e a regido variavel da cadeia
pesada da SEQ ID NO: 8.

[000216] Um anticorpo da invencao pode compreender:

(a) a regido variavel da cadeia leve da SEQ ID NO: 4 e a
regido variavel da cadeia pesada da SEQ ID NO: §;

(b) uma variante de (a) na qual uma ou ambas as
sequéncias de cadeia pesada e de cadeia leve sdo modificadas tal que
compreendam um fragmento de pelo menos 7 aminoacidos da
sequéncia especificada em (a); ou

(c) uma variante de (a) ou (b) na qual uma ou ambas as
sequéncias da cadeia pesada e leve sdo modificadas tal que tenham
identidade de sequéncia de aminoacidos de pelo menos 70% a uma
sequéncia de (a) ou (b);

em que o anticorpo conserva a capacidade de ligar-se
especificamente a TFPI. O anticorpo também pode conservar uma ou
mais fungdes ou atividades adicionais de um anticorpo da invencéao
como descritas neste pedido, tais como a capacidade de inibir TFPI ou
a capacidade de encurtar o tempo de coagulacéo, opcionalmente sem
levar a uma reducéo nos numeros de plaquetas.

[000217] Fragmentos e variantes preferenciais da SEQ ID NO: 4
compreenderao (i) aminoacidos 24 a 39 da SEQ ID NO: 6; e/ou (ii)
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aminoacidos 55 a 61 da SEQ ID NO: 6; e/ou (iii) aminoacidos 94 a 102
da SEQ ID NO: 6. Fragmentos e variantes preferenciais da SEQ ID
NO: 8 compreenderdo aminoacidos (i) 31 a 35 da SEQ ID NO: 10; e/ou
(ii) aminoacidos 50 a 66 da SEQ ID NO: 10; e/ou (iii) aminoacidos 99 a
110 da SEQ ID NO: 10.
[000218] Variantes mais preferenciais da SEQ ID NO: 4
compreenderdao aminoacidos 31 a 33, 37 e 96 a 99 da SEQ ID NO: 6.
Variantes mais preferenciais da SEQ ID NO: 8 compreenderdo
aminoacidos 31, 53, 54, 56, 57, 59, 60, 61, 62, 65, 102, 103 e 106 da
SEQ ID NO: 10.
[000219] Um anticorpo da invencao pode compreender:

(@) uma sequéncia de aminoacidos de regido variavel da
cadeia leve da SEQ ID NO: 15;

(b) um fragmento de pelo menos 7 aminoacidos de (a) que
conserva a capacidade de ligar-se especificamente a TFPI; ou

(c) uma variante de (a) tendo identidade de sequéncia de
aminoacidos de pelo menos 70% a uma sequéncia de (a) e conserva a
capacidade de ligar-se especificamente a TFPI.
[000220] Um anticorpo da invencao pode compreender:

(@) uma sequéncia de aminoacidos de regido variavel da
cadeia pesada da SEQ ID NO: 18;

(b) um fragmento de pelo menos 7 aminoacidos de (a) que
conserva a capacidade de ligar-se especificamente a TFPI; ou

(c) uma variante de (a) tendo identidade de sequéncia de
aminoacidos de pelo menos 70% a uma sequéncia de (a) e
conservando a capacidade de ligar-se especificamente a TFPI.
[000221] Um anticorpo da invencdo pode compreender a regiao
variavel da cadeia leve da SEQ ID NO: 15 e a regido variavel da
cadeia pesada da SEQ ID NO: 18.

[000222] Um anticorpo da invencédo pode compreender:
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(a) a regido variavel da cadeia leve da SEQ ID NO: 15 e a
regiao variavel da cadeia pesada da SEQ ID NO: 18;

(b) uma variante de (a) na qual uma ou ambas das
sequéncias da cadeia pesada e da cadeia leve sdo modificadas tal que
compreendam um fragmento de pelo menos 7 aminoacidos da
sequéncia especificada em (a); ou

(c) uma variante de (a) ou (b) na qual uma ou ambas as
sequéncias da cadeia pesada e da leve sdo modificadas tal que
tenham identidade de sequéncia de aminoacidos de pelo menos 70%
a uma sequéncia de (a) ou (b);

em que o anticorpo conserva a capacidade de ligar-se
especificamente a TFPI. O anticorpo também pode conservar uma ou
mais funcdes ou atividades adicionais de um anticorpo da invengao
como descritas neste pedido, tais como a capacidade de inibir TFPI ou
a capacidade de reduzir o tempo de coagulagao, opcionalmente sem
levar a uma reducao nos numeros de plaquetas.

[000223] Como explicado acima, um anticorpo da invengao pode
ligar-se a0 mesmo epitopo ou regido que outro anticorpo da invengéo.
Dessa forma, sera visto que tal anticorpo pode ligar-se ao mesmo
epitopo ou regidao de TFPI como qualquer um dos anticorpos
especificos, fragmentos e variantes descritas neste pedido.

[000224] A invencao também se relaciona a polinucleotideos que
codificam anticorpos da invencéo. Dessa forma, um polinucleotideo da
invencdo pode codificar qualquer anticorpo como descrito neste
pedido. Os termos "molécula de acido nucleico" e "polinucleotideo" séo
usados intercambiavelmente neste pedido e referem-se a uma forma
polimérica de nucleotideos de qualquer comprimento,
desoxirribonucleotideos ou ribonucleotideos, ou analogos dos
mesmos. Exemplos ndo limitantes de polinucleotideos incluem um

gene, um fragmento génico, RNA mensageiro (mRNA), cDNA,
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polinucleotideos recombinantes, plasmideos, vetores, DNA isolado de
qualquer sequéncia, RNA isolado de qualquer sequéncia, sondas de
acidos nucleicos, e iniciadores. Um polinucleotideo da invencédo pode
ser fornecido em forma isolada ou purificada.

[000225] Uma sequéncia de acido nucleico que "codifica" um
polipeptideo selecionado € uma molécula de acido nucleico que é
transcrita (no caso de DNA) e traduzida (no caso de mRNA) em um
polipeptideo in vivo quando colocada no controle de sequéncias
reguladoras apropriadas. Os limites da sequéncia de codificagdo sao
determinados por um cdédon de partida no terminal $' (amino) e um
cédon de parada de tradugao no terminal 3' (carbéxi). Para os fins da
invencgao, tais sequéncias de acidos nucleicos podem incluir, mas nao
sao limitadas a, cDNA de mRNA viral, procariético ou eucariético,
sequéncias gendmicas de DNA viral ou procariotico ou RNA, e até
sequéncias de DNA sintéticas. Uma sequéncia de terminagdo de
transcricao pode ser localizada 3' a sequéncia de codificacao.

[000226] Em uma modalidade, um polinucleotideo da invencao
compreende uma sequéncia que codifica uma sequéncia de
aminoacidos VH ou VL como descrito acima. Por exemplo, um
polinucleotideo da invencao pode codificar um polipeptideo que
compreende a sequéncia da SEQ ID NO: 4 ou 8, ou uma variante ou
fragmento da mesma como descrito acima. Tal polinucleotideo pode
consistir ou compreender uma sequéncia de acidos nucleicos de
qualquer uma das SEQ ID NOs: 3, 5, 7 e 9. Uma sequéncia
polinucleotidica adequada pode ser alternativamente uma variante de
uma destas sequéncias polinucleotidicas especificas. Por exemplo,
uma variante pode ser uma substituicdo, delecdo ou variante de
adicdo de qualquer uma das sequéncias de acidos nucleicos acima.
Um polinucleotideo variante pode compreender 1, 2, 3, 4, 5, até 10,

até 20, até 30, até 40, até 50, até 75 ou mais substituicbes e/ou
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dele¢des de acidos nucleicos das sequéncias dadas na listagem de
sequéncia.

[000227] Variantes adequadas podem ser pelo menos 70%
homologas a um polinucleotideo de qualquer uma das SEQ ID NOs: 3,
5 7 e 9 preferencialmente pelo menos 80 ou 90% e mais
preferencialmente pelo menos 95%, 97% ou 99% homologos a estas.
Métodos de medida de homologia sdo bem conhecidos na técnica e
sera entendido por aqueles versados na técnica que no presente
contexto, homologia é calculada com base na identidade de acido
nucleico. Tal homologia pode existir sobre uma regido de pelo menos
15, preferencialmente pelo menos 30, por exemplo, pelo menos 40,
60, 100, 200 ou mais nucleotideos contiguos. Tal homologia pode
existir sobre o comprimento inteiro da sequéncia de polinucleotideo
ndo modificada.

[000228] Meétodos de medida de homologia ou identidade de
polinucleotideo sdo conhecidos na técnica. Por exemplo, o Pacote
UWGCG fornece o programa BESTFIT que pode ser usado para
calcular homologia (por exemplo, usado em suas configuragbes
padrdo) (Devereux et al (1984) Nucleic Acids Research 12, p387-395).
[000229] Os algoritmos de PILEUP e BLAST também podem ser
usados para calcular homologia ou alinhar sequéncias (tipicamente em
suas configuragcdes padrao), por exemplo, como descrito em Altschul
S.F. (1993) J Mol Evol 36:290-300; Altschul, S, F et al (1990) J Mol
Biol 215:403-10.

[000230] O programa para realizacdo de analise por BLAST esta
publicamente disponivel pelo National Centre for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Este algoritmo envolve o
primeiro par de sequéncias de alto escore de identificacdo (HSPs) pela
identificacado das palavras curtas de comprimento W na sequéncia de

questdo que combine ou satisfaga algum escore limiar de valor
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positivo T quando alinhado com uma palavra de mesmo comprimento
em uma sequéncia de banco de dados. T é referido como o limiar de
escore de palavra de vizinhanga (Altschul et al, supra). Estes acertos
de palavra de vizinhanga inicial atuam como sementes para iniciar
pesquisas para encontrar HSPs que os contém. Os acertos de palavra
sdo expandidos em ambas as dire¢des ao longo de cada sequéncia na
medida em que o escore de alinhamento cumulativo possa ser
aumentado. Extensdes dos acertos de palavra em cada direcao sao
suspensas quando: o escore de alinhamento cumulativo vai a zero ou
abaixo, devido ao acumulo de um ou mais alinhamentos de residuo de
escore negativo; ou a extremidade de qualquer sequéncia €
alcangada. Os parametros de algoritmo de BLAST W, T e X
determinam a sensibilidade e velocidade do alinhamento. Os usos de
programa BLAST como padrbées um comprimento de palavra (W) de
11, a matriz de marcacdo BLOSUMG62 (ver Henikoff and Henikoff
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915-10919) alinhamentos (B)
de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=4, e uma comparacédo de ambas
as fitas.

[000231] O algoritmo BLAST realiza uma andlise estatistica da
similaridade entre duas sequéncias; ver, por exemplo, Karlin and
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787. Uma medida
de similaridade fornecida pelo algoritmo BLAST é a menor
probabilidade de soma (P(N)), que fornece uma indicagcdo da
probabilidade pela qual uma combinagcdo entre duas sequéncias de
nucleotideos ou aminoacidos ocorreria por acaso. Por exemplo, uma
sequéncia € considerada similar a outra sequéncia se a menor
probabilidade de soma em comparagdo com a primeira sequéncia a
segunda sequéncia for menor que aproximadamente 1,
preferencialmente  menor que aproximadamente 0,1, mais

preferencialmente menor que aproximadamente 0,01, e o mais
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preferencialmente menor que aproximadamente 0,001.

[000232] O homodlogo pode diferenciar-se de uma sequéncia no
polinucleotideo relevante por menos de 3, 5, 10, 15, 20 ou mais
mutacgdes (cada uma das quais pode ser uma substituicdo, delegdo ou
insercdo). Estas mutagdes podem ser medidas sobre uma regido de
pelo menos 30, por exemplo, pelo menos 40, 60 ou 100 ou mais
nucleotideos contiguos do homalogo.

[000233] Em uma modalidade, uma sequéncia de variantes pode
variar das sequéncias especificas dadas na sequéncia que se inclina
em virtude da redundancia no codigo genético. O cddigo de DNA tem
4 residuos acidos nucleicos primarios (A, T, C e G) e usa estes para
"soletrar" cdédons de trés letras que representam os aminoacidos, as
proteinas codificadas nos genes de um organismo. A sequéncia linear
de cdédons ao longo da molécula de DNA é traduzida para a sequéncia
linear de aminoacidos na proteina (s) codificada por aqueles genes. O
cbdigo é altamente degenerado, com 61 cdédons que codificam para 20
aminoacidos naturais e 3 cdédons que representam sinais de "parada".
Dessa forma, a maioria dos aminoacidos é codificada para por mais de
um cédon - de fato, varios sao codificados por quatro ou mais cédons
diferentes. Um polinucleotideo variante da invencéo, por isso, pode
codificar a mesma sequéncia polipeptidica que outro polinucleotideo
da invencgdo, mas pode ter uma sequéncia de acido nucleico diferente
devido ao uso de coédons diferentes para codificar os mesmos
aminoacidos.

[000234] "Fragmentos" de polinucleotideo de acordo com a invengéao
podem ser criados por truncamento, por exemplo, pela remogao de um
ou mais nucleotideos de uma ou ambas as extremidades de um
polinucleotideo. Até 10, até 20, até 30, até 40, até 50, até 75, até 100,
até 200 ou mais aminoacidos podem ser removidos da extremidade 3'

e/ou 5' do polinucleotideo deste modo. Fragmentos também podem
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ser gerados por uma ou mais delecdes internas. Tais fragmentos
podem ser derivados de uma sequéncia das SEQ ID NOs: 3, 5,7 e 9
ou pode ser derivado de um polinucleotideo variante como descrito
neste pedido. Preferencialmente tais fragmentos tém entre 30 e 300
residuos de comprimento, por exemplo, 30 a 300, 30 a 200, 30 a 100,
100 a 200 ou 200 a 300 residuos. Alternativamente, os fragmentos da
invencdo podem ser sequéncias mais longas, por exemplo,
compreendendo pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos 70%,
pelo menos 80% ou pelo menos 90% de um polinucleotideo completo
da invencao.

[000235] Um anticorpo da invencao pode ser dessa forma produzido
ou entregue na forma de um polinucleotideo que codifica, e € capaz de
expressao, dele. Onde o anticorpo compreende duas ou mais cadeias,
um polinucleotideo da invencdo pode codificar uma ou mais cadeias
de anticorpo. Por exemplo, um polinucleotideo da invencdo pode
codificar uma cadeia leve de anticorpo, uma cadeia pesada de
anticorpo ou ambas. Dois polinucleotideos podem ser fornecidos, um
dos quais codifica uma cadeia leve de anticorpo e os outros dos quais
codificam a cadeia pesada de anticorpo correspondente. Tal
polinucleotideo ou par de polinucleotideos podem ser expressos em
conjunto tal que um anticorpo da invengao seja gerado.

[000236] Os polinucleotideos da invengao podem ser sintetizados de
acordo com meétodos bem conhecidos na técnica, como descrito por
meio do exemplo em Sambrook et al. (1989, Molecular Cloning - A
laboratory manual; Cold Spring Harbor Press).

[000237] As moléculas de acidos nucleicos da presente invengéo
podem ser fornecidas na forma de um cassete de expressao que inclui
sequéncias controle, sequéncias de peptideo sinal operacionalmente
ligadas a sequéncia inserida, dessa forma permitindo a expressao do

anticorpo da invengéo in vivo. Estes cassetes de expressao, por sua
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vez, sao tipicamente fornecidos dentro de vetores (por exemplo,
plasmideos ou vetores virais recombinantes). Tal cassete de
expressdo pode ser administrado diretamente a um individuo
hospedeiro. Alternativamente, um vetor compreendendo um
polinucleotideo da invencdo pode ser administrado a um individuo
hospedeiro. Preferencialmente o polinucleotideo é preparado e/ou
administrado usando um vetor genético. Um vetor adequado pode ser
qualquer vetor que € capaz de carregar uma quantidade suficiente de
informagdo genética, e permitir a expressdao de um polipeptideo da
invencao.

[000238] A presente invengcdo dessa forma inclui vetores de
expressao que compreendem tais sequéncias polinucleotidicas. Tais
vetores de expressao sao rotineiramente construidos na técnica da
biologia molecular e, por exemplo, podem envolver o uso de DNA
plasmidial e iniciadores apropriados, promotores, potencializadores,
sequéncias de peptideo sinal e outros elementos, tais como, por
exemplo, sinais de poliadenilagdo que podem ser necessarios, € que
sao posicionados na orientacdo correta, a fim de permitir a expressao
de um peptideo da invengcao. Outros vetores adequados seriam
evidentes para os versados na técnica. Por meio de exemplo adicional
neste sentido referimo-nos a Sambrook et al.

[000239] A invencdo também inclui células que foram modificadas
para expressar um anticorpo da invencao. Tais células incluem o
processo transiente, ou preferencialmente, linhagens celulares
eucarioticas superiores estaveis tais como células mamiferas ou
células de inseto, células eucaridticas inferiores, tais como levedura ou
células procarioticas, tais como células bacterianas. Exemplos
particulares de células que podem ser modificadas pela inser¢cao de
vetores ou cassetes de expressao que codificam para um anticorpo da

invencéo incluem células HEK293 mamiferas, CHO, BHK, NSO e de
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retina humana. Preferencialmente, a linhagem celular selecionada sera
aquela que nao é somente estavel, mas também que permita
glicosilagdo madura e expressdo de superficie celular de um
polipeptideo.

[000240] Tais linhagens celulares da invengédo podem ser cultivadas
usando métodos regulares para produzir um anticorpo da invengao, ou
podem ser usadas terapeuticamente ou profilaticamente para entregar
anticorpos da invengdo a um individuo. Alternativamente,
polinucleotideos, cassetes de expressdo ou vetores da invengao
podem ser administrados a uma célula de um individuo ex vivo e a
célula entdo retornada ao corpo do individuo.

[000241] Em outro aspecto, a presente invencdo fornece
composicdes e formulacbes compreendendo as moléculas da
invencao, tais como os anticorpos, polinucleotideos, vetores e células
descritas neste pedido. Por exemplo, a invencdo fornece uma
composicado farmacéutica compreendendo uma ou mais moléculas da
invencgao, tais como um ou mais anticorpos da invencao, formulada em
conjunto com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[000242] Como usado neste pedido, "veiculo farmaceuticamente
aceitavel" inclui todos e quaisquer solventes, meios de dispersao,
revestimentos, agentes antibacterianos e antifungicos, isotdnicos e
agentes de retardo de absorgao, e similares que sao fisiologicamente
compativeis. Preferencialmente, o veiculo é adequado para
administracdo parenteral, por exemplo, intravenosa, intramuscular ou
subcutanea (por exemplo, por injecéo ou infusdo). Dependendo da via
de administracdo, o anticorpo pode ser recoberto com um material
para proteger o anticorpo da acdo de acidos e outras condigdes
naturais que podem inativar ou desnaturar o anticorpo.

[000243] Veiculos preferenciais farmaceuticamente aceitaveis

compreendem veiculos ou diluentes aquosos. Exemplos de veiculos
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aquosos adequados que podem ser empregados nas composicoes
farmacéuticas da invengao incluem agua, agua tamponada e salina.
Exemplos de outros veiculos incluem etanol, polidis (tais como glicerol,
propilenoglicol, polietilenoglicol e similares), e misturas adequadas dos
mesmos, Oleos vegetais, tais como 6leo de oliva, e ésteres organicos
injetaveis, tais como oleato de etila. Fluidez propria pode ser mantida,
por exemplo, pelo uso de materiais de revestimento, tais como lecitina,
pela manutengdo do tamanho de particula necessario em caso de
dispersdes, e pelo uso de tensoativos. Em muitos casos, sera
preferencial incluir agentes isotbnicos, por exemplo, acgucares,
polialcodis, tais como manitol, sorbitol, ou cloreto de sddio na
composigao.

[000244] Uma composicdo farmacéutica da invencao também pode
incluir um antioxidante farmaceuticamente aceitavel. Estas
composigbes também podem conter adjuvantes, tais como
conservantes, agentes umidificantes, agentes emulsificantes e agentes
dispersantes. A prevengao da presenga de micro-organismos pode ser
assegurada tanto por procedimentos de esterilizagdo, supra, como
pela inclusdo de varios agentes antibacterianos e antifungicos, por
exemplo, parabeno, clorobutanol, fenol, acido soérbico e similares.
Também pode ser desejavel incluir agentes isotdonicos, tais como
agucares, cloreto de sodio e similares nas composi¢cdes. Além disso,
absor¢cao prolongada da forma farmacéutica injetavel pode ser
ocasionada pela inclusao de agentes que retardam absorgao, tal como
monoestearato de aluminio e gelatina.

[000245] Composigdes terapéuticas tipicamente devem ser estéreis
e estaveis sob as condigcbes de producdo e armazenamento. A
composicdao pode ser formulada como uma solugdo, microemulsao,
lipossoma, ou outra estrutura ordenada adequada a alta concentragéo

de farmaco.
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[000246] Solucdes injetaveis estéreis podem ser preparadas pela
incorporacao do agente ativo (por exemplo, anticorpo) na quantidade
necessaria em um solvente apropriado com um ou uma combinagao
de ingredientes enumerados acima, como necessario, seguido pela
microfiltracdo de esterilizagdo. Geralmente, as dispersdes séo
preparadas pela incorporagédo do agente ativo em um veiculo estéril
que contém um meio de dispersdo basico e outros ingredientes
necessarios daqueles enumerados acima. Em caso de pds estéreis
para a preparagdo de solugdes injetaveis estéreis, os métodos
preferenciais de preparagdo sao secagem a vacuo e congelamento a
vacuo (liofilizagdo) que produzem um pé do agente ativo mais
qualquer ingrediente desejado adicional de uma solugao anteriormente
em filtragem estéril do mesmo.

[000247] Composicées farmacéuticas da invencdo podem
compreender ingredientes ativos adicionais bem como um anticorpo
da invencdo. Como acima mencionado, composi¢cdées da invencao
podem compreender um ou mais anticorpos da invencdo. Também
podem compreender agentes terapéuticos ou profilaticos adicionais.
Por exemplo, onde uma composi¢cdo farmacéutica da invengao é
destinada ao uso no tratamento de uma desordem de sangramento,
pode compreender adicionalmente um ou mais agentes destinados a
reduzir os sintomas da desordem de sangramento. Por exemplo, a
composicdo pode compreender um ou mais fatores coagulantes. A
composicdo pode compreender um ou mais componentes destinados
a melhorar a condigao do paciente. Por exemplo, onde a composicao &
destinada para o uso no tratamento de pacientes que sofrem de
hemorragia nao desejada, tais como pacientes que sofrem cirurgia ou
pacientes que sofrem de ferida, a composi¢cao pode compreender um
ou mais analgésicos, anestésicos, agentes imunossupressores ou anti-

inflamatorios. Também estdo incluidos no escopo da presente
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invengao conjuntos compreendendo anticorpos ou outras composi¢des
da invengédo e instrugdes de uso. Tal conjunto pode conter ainda um
ou mais reagentes adicionais, tais como um agente terapéutico ou
profilatico adicional como discutido acima.

[000248] Os anticorpos, outras moléculas e composicdées da
presente invengao tém numerosas utilidades terapéuticas in vitro e in
vivo que envolvem o tratamento e prevencdo de desordens
coagulantes relacionadas. Por exemplo, estes anticorpos e
composi¢cdes podem ser administrados a células em cultura, in vitro ou
ex Vvivo, ou a individuos humanos, por exemplo, in vivo, para prevenir
ou tratar uma variedade de desordens.

[000249] Em particular, a presente invencéo fornece métodos para o
tratamento de desordens de sangramento ou para o aumento da
coagulagao sanguinea compreendendo administragao a um paciente
que o requer de uma quantidade eficaz de um anticorpo ou outra
molécula ou composicao da invencdo. Por exemplo, tais métodos
podem ser para o tratamento de deficiéncias de fator de coagulagao,
tais como hemofilia A, hemofilia B, deficiéncia de Fator Xl, deficiéncia
de Fator VII, trombocitopenia ou doenca de von Willebrand. Tais
meétodos podem ser para o tratamento de condicdes acompanhadas
pela presenca de um inibidor de fator de coagulacédo. Tais métodos
podem ser para o tratamento da hemorragia excessiva. Os anticorpos
e composi¢cdes da invencao podem ser usados para tratar pacientes
antes, durante, ou apos cirurgia ou terapia anticoagulante ou apés
trauma. Os anticorpos e composi¢cdes descritas neste pedido podem
ser usados em qualquer tal tratamento ou podem ser usados na
produgado de um medicamento para uso em qualquer tal tratamento.
[000250] Os anticorpos e as composicbes da presente invencao
podem ser administrados para tratamentos profilaticos/preventivos

e/ou terapéuticos.
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[000251] Em aplicacbes terapéuticas, os anticorpos ou composigdes
sdo administrados a um individuo ja sofrendo de uma desordem ou
condicdo como descrito acima, em uma quantidade suficiente para
curar, aliviar ou parcialmente deter a condicdo ou um ou mais de seus
sintomas. Tal tratamento terapéutico pode resultar em uma redugao na
severidade de sintomas de doenca, ou aumento em frequéncia ou
duracao de periodos sem sintoma. Uma quantidade adequada para
realizar isto é definida como "quantidade terapeuticamente eficaz". Por
exemplo, onde o tratamento € para a hemorragia ndo desejada, a
terapia pode ser definida como uma reducdo a quantidade de
hemorragia ou coagulacdo adequada para parar a hemorragia
completamente.

[000252] Em aplicacdes profilaticas ou preventivas, os anticorpos ou
composi¢cdes sdo administrados a um individuo em risco de uma
desordem ou condicdo como descrito acima, em uma quantidade
suficiente para prevenir ou reduzir os efeitos subsequentes da
condicdo ou um ou mais dos seus sintomas. Uma quantidade
adequada para realizar isto €& definida como uma "quantidade
profilaticamente eficaz". Por exemplo, onde o tratamento é para
prevenir hemorragia ndo desejada, um efeito profilatico pode ser
definido como a prevengao de hemorragia ou um periodo reduzido ou
quantidade de hemorragia em comparagdo com aquele que seria visto
na auséncia do modulador.

[000253] Quantidades eficazes para cada fim dependerdo da
severidade da doenga ou injuria bem como o peso e estado geral do
individuo.

[000254] Como usado neste pedido, o termo '"individuo" inclui
qualquer animal humano ou nao humano. O termo "animal nao
humano" inclui todos os vertebrados, por exemplo, mamiferos e néo

mamiferos, tais como primatas ndo humanos, ovelhas, caes, gatos,
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cavalos, vacas, frangos, animais anfibios, répteis, etc.

[000255] Um anticorpo ou uma composi¢cdo da presente invencao
pode ser administrado através de uma ou mais vias de administracéo
gue usam uma ou mais de uma variedade de métodos conhecidos na
técnica. Como sera apreciado pelo versado, a via e/ou modo de
administracao variarao dependendo dos resultados desejados. Vias
preferenciais de administracdo de anticorpos ou composi¢des da
invengao incluem vias parenterais intravenosas, intramusculares,
intradérmicas, intraperitoniais, subcutaneas, espinhais ou outras de
administracdo, por exemplo, por injecdo ou infusdo. A frase
"administragdo parenteral", como usada neste pedido, significa meios
de administracdo além de administracdo entérica e tdpica,
normalmente por injegdo. Alternativamente, um anticorpo ou
composicao da invencao podem ser administrados através de uma via
nao parenteral, tal como uma via topica, epidérmica ou mucosal de
administracio.

[000256] Similarmente, um anticorpo da invencao pode ser usado
para a produgcdo de um medicamento adequado para administracao
parenteral.

[000257] Um anticorpo da invencao pode ser usado para a produciao
de um medicamento adequado para administragao intravenosa.
[000258] Um anticorpo da invencao pode ser usado para a producao
de um medicamento adequado para administragcédo intramuscular.
[000259] Um anticorpo da invencao pode ser usado para a producao
de um medicamento adequado para administragao subcutanea.
[000260] Uma dosagem adequada de um anticorpo da invengéao
pode ser determinada por um profissional médico versado. Niveis de
dosagem reais dos ingredientes ativos nas composi¢cdes farmacéuticas
da presente invencdo podem ser variados para obter uma quantidade

do ingrediente ativo que é eficaz para alcancar a resposta terapéutica
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desejada de um paciente particular, composicdo, e modo de
administracdo, sem ser téxica ao paciente. O nivel de dosagem
selecionado dependera de uma variedade de fatores farmacocinéticos
incluindo a atividade do anticorpo empregado particular, a via de
administracdo, o tempo de administracdo, a taxa da excrecdo do
anticorpo, a duracédo do tratamento, outros farmacos, compostos e/ou
materiais usados em combinagao com as composi¢cdes empregadas
particulares, a idade, sexo, peso, condigdo, saude geral e histéria
médica prévia do paciente sendo tratado, e como fatores bem
conhecidos nas técnicas médicas.

[000261] Uma dose adequada de um anticorpo da invengao pode
ser, por exemplo, na faixa de aproximadamente 0,1 ug/kg a
aproximadamente 100mg/kg de peso corporal do paciente a ser
tratado. Por exemplo, uma dosagem adequada pode ser de
aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 10mg/kg de peso
corporal por dia ou de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente
5 mg/kg de peso corporal por dia. Uma dose adequada de um
anticorpo da invengao pode estar na faixa de 2 a 200 mg/kg, tais como
aproximadamente 150 a 200 mg/kg, tais como aproximadamente 150
a 170 mg/kg, tais como aproximadamente 100 a 150 mg/kg, tais como
aproximadamente 50 a 100 mg/kg, tais como aproximadamente 70 a
90 mg/kg, tais como aproximadamente 10 a 50 mg/kg, tais como
aproximadamente 10 a 30 mg/kg.

[000262] Outras dosagens adequadas podem ser aproximadamente
0,1 a 10 mg/kg, tais como aproximadamente 0,1 a 1 mg/kg, tais como
aproximadamente 1 a 2 mg/kg ou aproximadamente 2 a 3 mg/kg ou
aproximadamente 4 a 5 mg/kg ou aproximadamente 5 a 6 mg/kg ou
aproximadamente 6 a 7 mg/kg ou aproximadamente 7 a 8 mg/kg ou
aproximadamente 8 a 9 mg/kg ou aproximadamente 9 a 10 mg/kg; ou

aproximadamente 10 a 21 mg/kg, tais como aproximadamente 10 a 11
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mg/kg, ou aproximadamente 11 a 12 mg/kg, ou aproximadamente 12 a
13 mg/kg, ou aproximadamente 13 a 14 mg/kg, ou aproximadamente
14 a 15 mg/kg, ou aproximadamente 15 a 16 mg/kg, ou
aproximadamente 16 a 17 mg/kg, ou aproximadamente 17 a 18 mg/kg,
ou aproximadamente 18 a 19 mg/kg, ou aproximadamente 19 a 20
mg/kg ou aproximadamente 20 a 21 mg/kg.

[000263] A quantidade do anticorpo monoclonal administrado a um
individuo pode ser tal que sua administragcdo resulta em uma
concentragao plasmatica individual de aproximadamente 10 ug/mL a
aproximadamente 40 pg/mL, tal como aproximadamente 15 a 35
Mg/mL, tal como aproximadamente 10 a 15 pjg/mL, tal como
aproximadamente 15 a 20 yg/mL, tal como aproximadamente 20 a 25
Mg/mL, tal como aproximadamente 25 a 30 pjg/mL, tal como
aproximadamente 30 a 35 ug/mL, tal como aproximadamente 35 a 40
Mg/mL, do dito anticorpo monoclonal. Os regimes de dosagem podem
ser ajustados para fornecer a resposta desejada étima (por exemplo,
uma resposta terapéutica). Por exemplo, um bolus unico pode ser
administrado, varias doses divididas podem ser administradas ao
longo do tempo ou a dose pode ser proporcionalmente reduzida ou
aumentada como indicado pelas exigéncias da situacéo terapéutica. E
em particular vantajoso formular composi¢des parenterais na forma de
unidade de dosagem para facilidade de administragao e uniformidade
da dosagem. A forma de unidade de dosagem como usada neste
pedido se refere a unidades fisicamente discretas ajustadas como
dosagens unitarias para os individuos a serem tratados; cada unidade
contém uma quantidade predeterminada do composto ativo calculado
para produzir o efeito terapéutico desejado em associagdo com o
veiculo farmacéutico necessario.

[000264] Anticorpos podem ser administrados em uma dose unica ou

em multiplas doses. Multiplas doses podem ser administradas através
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das mesmas ou diferentes vias e as mesmas ou diferentes posigdes.
Alternativamente, os anticorpos podem ser administrados como uma
formulacdo de liberacdo sustentada, caso em que a administracao
menos frequente € necessaria. Dosagem e frequéncia podem variar
dependendo da meia-vida do anticorpo no paciente e a duragao do
tratamento que é desejado. Dosagem e frequéncia de administragao
também podem variar dependendo de se o tratamento é profilatico ou
terapéutico. Em aplicagdes profilaticas, uma dosagem relativamente
baixa pode ser administrada em intervalos relativamente néo
frequentes ao longo de um periodo de tempo maior. Em aplicagdes
terapéuticas, uma dosagem relativamente alta pode ser administrada,
por exemplo, até que o paciente mostre melhora parcial ou completa
dos sintomas da doenca.

[000265] Dessa forma, um anticorpo da invengdo pode ser
administrado: aproximadamente diariamente, aproximadamente dia
sim dia nao, aproximadamente a cada terceiro dia, aproximadamente a
cada quarto dia, aproximadamente a cada quinto dia,
aproximadamente a cada sexto dia; aproximadamente a cada semana,
tais como a cada 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 dias; aproximadamente semana
sim, semana nao, tais como a cada 11, 12, 13, 14, 15, 16 ou 17 dias;
aproximadamente a cada terceira semana, tal como a cada 18, 19, 20,
21, 22, 23 ou 24 dias; aproximadamente a cada quarta semana, tal
como a cada 25, 26, 27, 28, 29, 30 ou 31 dias. Um anticorpo da
invengao também pode ser administrado sob demanda.

[000266] Como mencionado acima, anticorpos da invengdo podem
ser coadministrados com um ou mais agentes terapéuticos. O outro
agente pode ser um agente que aumentara os efeitos do modulador. O
outro agente pode ser um agente que atua para aumentar a
coagulacao sanguinea, tal como um fator de coagulagdo sanguinea.

Em particular, os moduladores da invengdao podem ser
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coadministrados com o Fator Vll(a) ou FVIlli(a). O outro agente pode
ser destinado a tratar outros sintomas ou condi¢des do paciente. Por
exemplo, o outro agente pode ser um analgésico, anestésico, agente
imunossupressor ou anti-inflamatorio.

[000267] Administragdo combinada de dois ou mais agentes pode
ser alcancada de diversos modos diferentes. Em uma modalidade, o
anticorpo e o outro agente podem ser administrados em conjunto em
uma composi¢do unica. Em outra modalidade, o anticorpo e outro
agente podem ser administrados em composi¢des separadas como
parte de uma terapia combinada. Por exemplo, o modulador pode ser
administrado antes, apds ou concorrentemente com o outro agente.
[000268] O termo "tratamento", como usado neste pedido, se refere
a terapia médica de qualquer humano ou outro individuo animal em
necessidade do mesmo. Espera-se que o dito individuo tenha passado
por exame fisico por um profissional médico ou um profissional médico
veterinario, que deu um diagndstico experimental ou definitivo que
indicaria que o uso do dito tratamento especifico € benéfico para a
saude do dito humano ou outro individuo animal. A regulagado de
tempo e o alvo do dito tratamento podem variar de um individuo a
outro, de acordo com o status quo da saude do individuo. Dessa
forma, o dito tratamento pode ser profilatico, paliativo, sintomatico e/ou
curativo. Quanto a presente invencdo, os tratamentos profilaticos,
paliativos, sintomaticos e/ou curativos podem representar aspectos
separados da invencao.

[000269] Dessa forma, um anticorpo da invengcdo pode ser
administrado parenteralmente.

[000270] Um anticorpo da invengdo pode ser administrado
intravenosamente.

[000271] Um anticorpo da invengdo pode ser administrado

intramuscularmente.
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[000272] Um anticorpo da invencdo pode ser administrado
subcutaneamente.

[000273] Um anticorpo da invencdo pode ser administrado
profilaticamente,

[000274] Um anticorpo da invencdo pode ser administrado
terapeuticamente (sob demanda).

[000275] Um anticorpo da invengdo pode ser capaz de reduzir
significativamente a perda sanguinea.

[000276] Um anticorpo da invengdo pode ser capaz de reduzir
significativamente o tempo de sangramento.

[000277] Dessa forma, a invencdo € também um método de
tratamento de um individuo em necessidade do mesmo com um
anticorpo monoclonal que é capaz de se ligar ao dominio K2 de TFPI,
em que a quantidade do anticorpo monoclonal administrado é aquela
de saturacao de seu alvo. A quantidade do anticorpo monoclonal
administrado pode ser aquela de saturacdo de TFPI solavel. A
quantidade do anticorpo monoclonal administrado pode ser aquela de
saturagcao de TFPI ligado ao endotélio.

[000278] O termo "coagulopatia”", como usado neste pedido, se
refere a uma tendéncia hemorragica aumentada que pode ser causada
por qualquer deficiéncia qualitativa ou quantitativa de qualquer
componente pro-coagulativo da cascata de coagulagdo normal, ou
qualquer regulacao para cima de fibrindlise. Tais coagulopatias podem
ser congénitas e/ou adquiridas e/ou iatrogénicas e sao identificadas
por um versado na técnica.

[000279] Exemplos n&o limitantes de hipocoagulopatias congénitas
sao hemofilia A, hemofilia B, deficiéncia em Fator VII, deficiéncia em
Fator Xl, doenga de von Willebrand e trombocitopenias, tais como
trombastenia de Glanzmann e sindrome de Bernard-Soulier.

[000280] Um exemplo nao limitante de uma coagulopatia adquirida é
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a deficiéncia de serina protease causada pela deficiéncia de vitamina
K; tal deficiéncia de vitamina K pode ser causada pela administracéo
de um antagonista de vitamina K, tal como warfarina. Coagulopatia
adquirida também pode ocorrer apds trauma extenso. Neste caso de
outra maneira conhecido como "ciclo vicioso de sangramento", é
caracterizado pela hemodilui¢do (trombocitopenia dilucional e diluicdo
de fatores coagulantes), hipotermia, consumo de fatores coagulantes e
dessarranjos metabdlicos (acidose). Terapia com fluidos e fibrindlise
aumentada podem exacerbar esta situagcdo. A dita hemorragia pode
ser de qualquer parte do corpo.

[000281] Hemofilia A "com inibidores" (isto €, alo-anticorpos contra o
fator VIII) e a hemofilia B "com inibidores" (isto €, alo-anticorpos contra
o fator 1X) sdo exemplos ndo limitantes de coagulopatias que sdo em
parte congénitas e em parte adquiridas.

[000282] Um exemplo nao limitante de uma coagulopatia iatrogénica
€ uma superdosagem de medicacdo anticoagulante - tal como
heparina, aspirina, warfarina e outros inibidores de agregacédo de
plagueta - que pode ser prescrita para tratar doenca tromboembdlica.
Um segundo exemplo, ndo limitante de coagulopatia iatrogénica é
aquela que é induzida pela terapia com fluidos em excesso e/ou
inapropriados, tal como aquela que pode ser induzida por uma
transfusédo de sangue.

[000283] Em uma modalidade da presente invengcdo, hemorragia
esta associada a hemofilia A ou B. Em outra modalidade, hemorragia
esta associada a hemofilia A ou B com inibidores adquiridos. Em outra
modalidade, hemorragia esta associada a trombocitopenia. Em outra
modalidade, hemorragia esta associada a doenga de von Willebrand.
Em outra modalidade, hemorragia esta associada ao dano tecidual
severo. Em outra modalidade, hemorragia esta associada ao trauma

severo. Em outra modalidade, hemorragia esta associada a cirurgia.
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Em outra modalidade, hemorragia esta associada a gastrite
hemorragica e/ou enterite. Em outra modalidade, hemorragia é
hemorragia uterina profusa, tal como na ruptura placentaria. Em outra
modalidade, hemorragia ocorre em &érgdos com uma possibilidade
limitada para hemostasia mecanica, tal como intracranialmente,
intraauricularmente ou intraocularmente. Em outra moda-lidade,
hemorragia esta associada a terapia de anticoagulante.
[000284] Um anticorpo da presente invencdo pode ser usado para
tratar um individuo com uma coagulopatia. Dessa forma, a invencéao é
também o uso de um anticorpo monoclonal, que € capaz de se ligar ao
dominio K2 de TFPI, para o tratamento de um individuo em
necessidade do mesmo; bem como uso do dito anticorpo para a
producao de um medicamento para o tratamento de um individuo em
necessidade do mesmo. Além disso, a invencdo € um método de
tratamento de um individuo em necessidade do mesmo com um
anticorpo monoclonal que é capaz de ligagao ao dominio K2 de TFPI.
[000285] O uso do dito anticorpo monoclonal da invencdo pode
reduzir significativamente a perda sanguinea.
[000286] O uso do dito anticorpo monoclonal da invencdo pode
reduzir significativamente o tempo de sangramento.
[000287] Além disso, o uso do dito anticorpo monoclonal da invencéao
pode reduzir o tempo de coagulagdo in vivo sem causar
trombocitopenia transiente.

MODALIDADES
[000288] A seguir, uma lista ndo limitante de modalidades da
presente invencgao:
[000289] Modalidade 1: Um anticorpo monoclonal que é capaz de se
ligar especificamente ao dominio K2 de TFPI, em que o dito anticorpo
€ capaz de ligagao a um epitopo compreendendo um ou mais residuos

selecionados a partir do grupo consistindo em E10, E11, D12, P13,
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R17, Y19, T21, Y23, F24, N26, Q28, Q31, C32, E33, R34, F35, K36 e
L50 da SEQ ID NO: 2.

[000290] Modalidade 2: O anticorpo monoclonal de acordo com a
modalidade 1, em que o dito anticorpo é capaz de se ligar
especificamente a um epitopo compreendendo um epitopo
compreendendo o residuo E10 da SEQ ID NO: 2.

[000291] Modalidade 3: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo é
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo um
epitopo compreendendo o residuo E11 da SEQ ID NO: 2.

[000292] Modalidade 4: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo é
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo D12 da SEQ ID NO: 2.

[000293] Modalidade 5: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo é
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo P13 da SEQ ID NO: 2.

[000294] Modalidade 6: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo €&
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo R17 da SEQ ID NO: 2.

[000295] Modalidade 7: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo €&
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo Y19 da SEQ ID NO: 2.

[000296] Modalidade 8: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo é
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo T21 da SEQ ID NO: 2.
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[000297] Modalidade 9: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo é
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo Y23 da SEQ ID NO: 2.

[000298] Modalidade 10: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo é
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo F24 da SEQ ID NO: 2.

[000299] Modalidade 11: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo é
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo N26 da SEQ ID NO: 2.

[000300] Modalidade 12: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo €&
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo Q28 da SEQ ID NO: 2.

[000301] Modalidade 13: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo €&
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo Q31 da SEQ ID NO: 2.

[000302] Modalidade 14: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo €&
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo C32 da SEQ ID NO: 2.

[000303] Modalidade 15: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo €&
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo E33 da SEQ ID NO: 2.

[000304] Modalidade 16: O anticorpo monoclonal de acordo com

qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo €&
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capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo R34 da SEQ ID NO: 2.
[000305] Modalidade 17: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo é
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo F35 da SEQ ID NO: 2.
[000306] Modalidade 18: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo é
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo K36 da SEQ ID NO: 2.
[000307] Modalidade 19: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades acima, em que o dito anticorpo é
capaz de se ligar especificamente a um epitopo compreendendo o
residuo L50 da SEQ ID NO: 2.
[000308] Modalidade 20: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades 1 a 16 e 18 a 19, em que o dito
anticorpo é capaz de se ligar especificamente a um epitopo
compreendendo os residuos E10, E11, D12, P13, R17, Y19, T21, Y23,
F24, N26, Q28, Q31, C32, E33, R34, K36 e L50 da SEQ ID NO: 2.
[000309] Modalidade 21: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades 1a 3,5a9,12a 13 e 15 a 19, em que
o dito anticorpo é capaz de se ligar especificamente a um epitopo
compreendendo os residuos E10, E11, P13, R17, Y19, T21, Y23, Q28,
Q31, E33, R34, F35, K36 e L50 da SEQ ID NO: 2.
[000310] Modalidade 22: Um anticorpo monoclonal que é capaz de
se ligar ao dominio K2 de TFPI, em que a cadeia leve do dito anticorpo
compreende os residuos de aminoacidos:

eE, na posi¢éo correspondente a posig¢ao 31,

¢S, na posigao correspondente a posigao 32,

eD, na posicao correspondente a posi¢ao 33,
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¢Y, na posigcao correspondente a posigao 37,

e A, na posicao correspondente a posicao 96,

¢ T, na posicdo correspondente a posicao 97 e

oF, na posicéo correspondente a posicédo 99

da SEQ ID NO: 15;

e em que a cadeia pesada do dito anticorpo compreende os
residuos de aminoacidos:

eN, na posicao correspondente a posi¢cao 31,

*R, na posicao correspondente a posi¢cao 53,

¢S, na posicao correspondente a posicao 54,

¢Y, na posicao correspondente a posigao 57,

¢Y, na posigcao correspondente a posigao 59,

oF, na posicéo correspondente a posicéo 60,

oP, na posi¢ao correspondente a posicao 61,

eD, na posig¢ao correspondente a posicao 62,

¢Q, na posigao correspondente a posicao 65,

oY, na posi¢ao correspondente a posicao 102,

oD, na posicao correspondente a posicao 103 e

eD, na posicao correspondente a posicao 106

da SEQ ID NO: 18.
[000311] Modalidade 23: Um anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 21, em que a cadeia leve do dito
anticorpo compreende os residuos de aminoacidos:

eE, na posicao correspondente a posicao 31,

¢S, na posicao correspondente a posi¢ao 32,

¢D, na posigao correspondente a posigao 33,

¢Y, na posigao correspondente a posigao 37,

e A, na posicao correspondente a posicao 96,

¢ T, na posicao correspondente a posicao 97 e

oF, na posicéo correspondente a posicao 99
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da SEQ ID NO: 15;

€ em que a cadeia pesada do dito anticorpo compreende os
residuos de aminoacidos:

eN, na posicao correspondente a posi¢cao 31,

*R, na posicao correspondente a posi¢cao 53,

¢S, na posicao correspondente a posicao 54,

¢Y, na posigcao correspondente a posigao 57,

¢Y, na posigcao correspondente a posigao 59,

oF, na posicéo correspondente a posicéo 60,

oP, na posicao correspondente a posigcao 61,

eD, na posicao correspondente a posi¢cao 62,

¢Q, na posigao correspondente a posicéo 65,

¢Y, na posicao correspondente a posicao 102,

oD, na posigcao correspondente a posicao 103 e

eD, na posicao correspondente a posicao 106

da SEQ ID NO: 18.
[000312] Modalidade 24: O anticorpo monoclonal de acordo com a
modalidade 22 ou modalidade 23, em que a dita cadeia pesada
compreende ainda um S na posi¢ao correspondente a posicdo 52 da
SEQ ID NO: 18.
[000313] Modalidade 25: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades 22 a 23, em que a dita cadeia leve
compreende ainda um H na posi¢ao correspondente a posi¢ao 98 da
SEQ ID NO: 15 e a dita cadeia pesada compreende ainda um S na
posicao correspondente a posigao 56 da SEQ ID NO: 18.
[000314] Modalidade 26: Um anticorpo monoclonal que é capaz de
se ligar ao dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual
(TFPI), em que a cadeia pesada do dito anticorpo compreende uma
sequéncia da CDR1 de aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) da SEQ ID

NO:18, em que um destes aminoacidos pode ser substituido por um
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aminoacido diferente.

[000315] Modalidade 27: Um anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 21 que é capaz de se ligar ao
dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual (TFPI), em
gue a cadeia pesada do dito anticorpo compreende uma sequéncia da
CDR1 de aminoacidos 31 a 35 (NYAMS) da SEQ ID NO:18, em que
um destes aminoacidos pode ser substituido por um aminoacido
diferente.

[000316] Modalidade 28: Um anticorpo monoclonal que é capaz de
se ligar ao dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual
(TFPI), em que a cadeia pesada do dito anticorpo compreende uma
sequéncia da CDR2 de aminoacidos 50 a 66
(TISRSGSYSYFPDSVQG) da SEQ ID NO: 18, em que um, dois ou
trés destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente.

[000317] Modalidade 29: Um anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 21 que é capaz de se ligar ao
dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual (TFPI), em
que a cadeia pesada do dito anticorpo compreende uma sequéncia da
CDR2 de aminoacidos 50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) da SEQ ID
NO: 18, em que um, dois ou trés destes aminoacidos podem ser
substituidos por um aminoacido diferente.

[000318] Modalidade 30: Um anticorpo monoclonal que é capaz de
se ligar ao dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual
(TFPI), em que a cadeia pesada do dito anticorpo compreende uma
sequéncia da CDR3 de aminoacidos 99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) da
SEQ ID NO: 18, em que um, dois ou trés destes aminoacidos podem
ser substituidos por um aminoacido diferente.

[000319] Modalidade 31: Um anticorpo monoclonal de acordo com

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 21 que é capaz de se ligar ao
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dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual (TFPI), em
gue a cadeia pesada do dito anticorpo compreende uma sequéncia da
CDR3 de aminoacidos 99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) da SEQ ID NO:
18, em que um, dois ou trés destes aminoacidos podem ser
substituidos por um aminoacido diferente.

[000320] Modalidade 32: Um anticorpo monoclonal que é capaz de
se ligar ao dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual
(TFPI), em que a cadeia leve do dito anticorpo compreende uma
sequéncia da CDR1 de aminoacidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN)
da SEQ ID NO: 15, em que um, dois ou trés destes aminoacidos
podem ser substituidos por um aminoacido diferente.

[000321] Modalidade 33: Um anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das reivindicacbes 1 a 21 que é capaz de se ligar ao
dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual (TFPI), em
que a cadeia leve do dito anticorpo compreende uma sequéncia da
CDR1 de aminoacidos 24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) da SEQ ID
NO: 15, em que um, dois ou trés destes aminoacidos podem ser
substituidos por um aminoacido diferente.

[000322] Modalidade 34: Um anticorpo monoclonal que € capaz de
se ligar ao dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual
(TFPI), em que a cadeia leve do dito anticorpo compreende uma
sequéncia da CDR2 de aminoacidos 55 a 61 (LVSILDS) da SEQ ID
NO: 15, em que um ou dois destes aminoacidos podem ser
substituidos por um aminoacido diferente.

[000323] Modalidade 35: Um anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 21 que é capaz de se ligar ao
dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual (TFPI), em
que a cadeia leve do dito anticorpo compreende uma sequéncia da
CDR2 de aminoacidos 55 a 61 (LVSILDS) da SEQ ID NO: 15, em que

um ou dois destes aminoacidos podem ser substituidos por um

Peticaio 870210046490, de 24/05/2021, pég. 92/160



87/145

aminoacido diferente.
[000324] Modalidade 36: Um anticorpo monoclonal que € capaz de
se ligar ao dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual
(TFPI), em que a cadeia leve do dito anticorpo compreende uma
sequéncia da CDR3 de aminoacidos 94 a 102 (LQATHFPQT) da SEQ
ID NO: 15, em que um ou dois destes aminoacidos podem ser
substituidos por um aminoacido diferente.
[000325] Modalidade 37: Um anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 21 que é capaz de se ligar ao
dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual (TFPI), em
que a cadeia leve do dito anticorpo compreende uma sequéncia da
CDRS3 de aminoacidos 94 a 102 (LQATHFPQT) da SEQ ID NO: 15, em
que um ou dois destes aminoacidos podem ser substituidos por um
aminoacido diferente.
[000326] Modalidade 38: Um anticorpo monoclonal que é capaz de
se ligar ao dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual
(TFPI), em que a cadeia pesada do dito anticorpo compreende:

euma sequéncia da CDR1 de aminoacidos 31 a 35
(NYAMS) da SEQ ID NO:18, em que um destes aminoacidos pode ser
substituido por um aminoacido diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR2 de aminoacidos 50 a 66
(TISRSGSYSYFPDSVQG) da SEQ ID NO:18, em que um, dois ou trés
destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR3 de aminoacidos 99 a 110
(LGGYDEGDAMDS) da SEQ ID NO:18, em que um, dois ou trés
destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente.
[000327] Modalidade 39: Um anticorpo monoclonal de acordo com

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 21, em que a cadeia pesada do
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dito anticorpo compreende:

euma sequéncia da CDR1 de aminoacidos 31 a 35
(NYAMS) da SEQ ID NO:18, em que um destes aminoacidos pode ser
substituido por um aminoacido diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR2 de aminoacidos 50 a 66
(TISRSGSYSYFPDSVQG) da SEQ ID NO:18, em que um, dois ou trés
destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR3 de aminoacidos 99 a 110
(LGGYDEGDAMDS) da SEQ ID NO:18, em que um, dois ou trés
destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente.
[000328] Modalidade 40: Um anticorpo monoclonal que € capaz de
se ligar ao dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual
(TFPI), em que a cadeia leve do dito anticorpo compreende:

euma sequéncia da CDR1 de aminoacidos 24 a 39
(KSSQSLLESDGKTYLN) da SEQ ID NO: 15, em que um, dois ou trés
destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR2 de aminoacidos 55 a 61
(LVSILDS) da SEQ ID NO: 15, em que um ou dois destes aminoacidos
podem ser substituidos por um aminoacido diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR3 de aminoacidos 94 a 102
(LQATHFPQT) da SEQ ID NO: 15, em que um ou dois destes
aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido diferente.
[000329] Modalidade 41: Um anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 21, em que a cadeia leve do dito
anticorpo compreende:

euma sequéncia da CDR1 de aminoacidos 24 a 39
(KSSQSLLESDGKTYLN) da SEQ ID NO: 15, em que um, dois ou trés
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destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR2 de aminoacidos 55 a 61
(LVSILDS) da SEQ ID NO: 15, em que um ou dois destes aminoacidos
podem ser substituidos por um aminoacido diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR3 de aminoacidos 94 a 102
(LQATHFPQT) da SEQ ID NO: 15, em que um ou dois destes
aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido diferente.
[000330] Modalidade 42: Um anticorpo monoclonal que é capaz de
se ligar ao dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator tecidual
(TFPI), em que a cadeia pesada do dito anticorpo compreende:

euma sequéncia da CDR1 de aminoacidos 31 a 35
(NYAMS) da SEQ ID NO:18, em que um destes aminoacidos pode ser
substituido por um aminoacido diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR2 de aminoacidos 50 a 66
(TISRSGSYSYFPDSVQG) da SEQ ID NO:18, em que um, dois ou trés
destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR3 de aminoacidos 99 a 110
(LGGYDEGDAMDS) da SEQ ID NO:18, em que um, dois ou trés
destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente;

e em que a cadeia leve do dito anticorpo compreende:

euma sequéncia da CDR1 de aminoacidos 24 a 39
(KSSQSLLESDGKTYLN) da SEQ ID NO: 15, em que um, dois ou trés
destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR2 de aminoacidos 55 a 61
(LVSILDS) da SEQ ID NO: 15, em que um ou dois destes aminoacidos

podem ser substituidos por um aminoacido diferente; e/ou
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euma sequéncia da CDR3 de aminoacidos 94 a 102
(LQATHFPQT) da SEQ ID NO: 15, em que um ou dois destes
aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido diferente.
[000331] Modalidade 43: Um anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 21, em que a cadeia pesada do
dito anticorpo compreende:

euma sequéncia da CDR1 de aminoacidos 31 a 35
(NYAMS) da SEQ ID NO:18, em que um destes aminoacidos pode ser
substituido por um aminoacido diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR2 de aminoacidos 50 a 66
(TISRSGSYSYFPDSVQG) da SEQ ID NO:18, em que um, dois ou trés
destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR3 de aminoacidos 99 a 110
(LGGYDEGDAMDS) da SEQ ID NO:18, em que um, dois ou trés
destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente;

€ em que a cadeia leve do dito anticorpo compreende:

euma sequéncia da CDR1 de aminoacidos 24 a 39
(KSSQSLLESDGKTYLN) da SEQ ID NO: 15, em que um, dois ou trés
destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR2 de aminoacidos 55 a 61
(LVSILDS) da SEQ ID NO: 15, em que um ou dois destes aminoacidos
podem ser substituidos por um aminoacido diferente; e/ou

euma sequéncia da CDR3 de aminoacidos 94 a 102
(LQATHFPQT) da SEQ ID NO: 15, em que um ou dois destes
aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido diferente.
[000332] Modalidade 44: Um anticorpo monoclonal de acordo com

qualquer uma das modalidades 26 a 43, em que as ditas substituicbes
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de aminoacidos ndo compreendem os aminoacidos:
eN, na posicao correspondente a posicao 31
da regido da CDR1 DE SEQ ID NO: 18;
*R, na posicao correspondente a posi¢cao 53;
¢S, na posicao correspondente a posicao 54;
¢S, na posicao correspondente a posicao 56;
¢Y, na posicao correspondente a posicao 57;
¢Y, na posicao correspondente a posicao 59;
oF, na posicao correspondente a posigao 60;
¢P, na posicéo correspondente a posicéo 61;
oD, na posicao correspondente a posicao 62; e
¢Q, na posicao correspondente a posicio 65;
da regido da CDR2 da SEQ ID NO: 18.
oY, na posicao correspondente a posicao 102;
eD, na posicao correspondente a posicao 103; e
eD, na posig¢ao correspondente a posicao 106;
da regido da CDR3 da SEQ ID NO: 18.
oE, na posicao correspondente a posig¢ao 31;
¢S, na posicao correspondente a posicao 32;
eD, na posicao correspondente a posicao 33; e
oY, na posicao correspondente a posi¢ao 37;
da regido da CDR1 da SEQ ID NO: 15.
e A, na posicao correspondente a posicao 96;
¢ T, na posigao correspondente a posigao 97,
eH, na posig¢ao correspondente a posig¢ao 98; e
oF, na posigcao correspondente a posigao 99;
da regido da CDR3 da SEQ ID NO: 15.

[000333] Modalidade 45: O anticorpo monoclonal de acordo com

qualquer uma das modalidades 26 a 44, em que a dita substituicao de

aminoacido é uma substituicdo conservativa.
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[000334] Modalidade 46: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades 26 a 45, em que a cadeia pesada do
dito anticorpo compreende:

euma sequéncia da CDR1 que compreende aminoacidos
31 a 35 (NYAMS) da SEQ ID NO:18; e

euma sequéncia da CDR2 que compreende aminoacidos
50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) da SEQ ID NO:18; e

euma sequéncia da CDR3 que compreende aminoacidos
99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) da SEQ ID NO:18.
[000335] Modalidade 47: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades 26 a 46, em que a cadeia leve do dito
anticorpo compreende:

euma sequéncia da CDR1 que compreende aminoacidos
24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) da SEQ ID NO: 15; e

euma sequéncia da CDR2 que compreende aminoacidos
55 a 61 (LVSILDS) da SEQ ID NO: 15; e

euma sequéncia da CDR3 que compreende aminoacidos
94 a 102 (LQATHFPQT) da SEQ ID NO: 15.
[000336] Modalidade 48: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades 46 a 47, em que a cadeia pesada
compreende:

euma sequéncia da CDR1 que compreende aminoacidos
31 a 35 (NYAMS) da SEQ ID NO:18; e

euma sequéncia da CDR2 que compreende aminoacidos
50 a 66 (TISRSGSYSYFPDSVQG) da SEQ ID NO:18; e

euma sequéncia da CDR3 que compreende aminoacidos
99 a 110 (LGGYDEGDAMDS) da SEQ ID NO:18;

e em que a cadeia leve compreende:

euma sequéncia da CDR1 que compreende aminoacidos
24 a 39 (KSSQSLLESDGKTYLN) da SEQ ID NO: 15; e
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euma sequéncia da CDR2 que compreende aminoacidos
55 a 61 (LVSILDS) da SEQ ID NO: 15; e

euma sequéncia da CDR3 que compreende aminoacidos
94 a 102 (LQATHFPQT) da SEQ ID NO: 15.
[000337] Modalidade 49: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades precedentes, em que a cadeia leve do
dito anticorpo compreende a SEQ ID NO: 15.
[000338] Modalidade 50: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades precedentes, em que a cadeia pesada
do dito anticorpo compreende a SEQ ID NO: 18.
[000339] Modalidade 51: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades precedentes, em que o dito anticorpo
compreende as SEQ ID NO: 15 e SEQ ID NO: 18.
[000340] Modalidade 52: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades precedentes, em que o dito anticorpo
compreende a cadeia leve da SEQ ID NO: 21
[000341] Modalidade 53: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades precedentes, em que o dito anticorpo
compreende a cadeia pesada da SEQ ID NO: 24.
[000342] Modalidade 54: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades 52 a 53, em que o dito anticorpo
compreende a SEQ ID NO: 21 e SEQ ID NO: 24.
[000343] Modalidade 55: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades precedentes, que € um anticorpo
humanizado.
[000344] Modalidade 56: O anticorpo monoclonal de acordo com a
modalidade 55, no qual a regido de estrutura 2 da cadeia pesada
compreende 0os aminoacidos:

¢ T, na posigao correspondente a posigao 40,

oE, na posicao correspondente a posicao 42,
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*R, na posicao correspondente a posicao 44 e

oA, na posicao correspondente a posicéo 49

da SEQ ID NO: 18.
[000345] Modalidade 57: O anticorpo monoclonal de acordo com a
modalidade 55, no qual a regido de estrutura 2 da cadeia pesada
compreende os aminoacidos correspondentes as posicdes 36 a 49
(WVRQTPEKRLEWVA) da SEQ ID NO: 18.
[000346] Modalidade 58: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades 1 a 54, que € um anticorpo humano.
[000347] Modalidade 59: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades 1 a 54, que € um anticorpo quimérico.
[000348] Modalidade 60: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades precedentes, em que o isotipo do dito
anticorpo € IgG.
[000349] Modalidade 61: O anticorpo monoclonal de acordo com a
modalidade 60, em que o dito isotipo € IgG1, 1IgG2 ou IgG4.
[000350] Modalidade 62: O anticorpo monoclonal de acordo com a
modalidade 61, em que o isotipo do dito anticorpo é IgG4.
[000351] Modalidade 63: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades 60 a 62, em que pelo menos um
aminoacido da regidao Fc do dito anticorpo foi substituido por outro
aminoacido.
[000352] Modalidade 64: O anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das modalidades precedentes em que a regiao Fc do
dito anticorpo & pelo menos 80%, tal como pelo menos 85%, tal como
pelo menos 90%, tal como pelo menos 95%, tal como 95 a 100%
idéntico aos aminoacidos 122-448 da SEQ ID NO: 24.
[000353] Modalidade 65: Um anticorpo monoclonal, que é capaz de
se ligar ao dominio K2 de TFPI com uma afinidade mais alta do que
mADb0281.
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[000354] Modalidade 66: O anticorpo monoclonal, de acordo com
qualquer uma das modalidades 1 a 64, que é capaz de se ligar ao
dominio K2 de TFPI com uma afinidade mais alta do que mAb0281.
[000355] Modalidade 67: Um anticorpo monoclonal, que é capaz de
se ligar ao dominio K2 de TFPI com uma afinidade mais alta do que
mADb4904.

[000356] Modalidade 68: Um anticorpo monoclonal, de acordo com
qualquer uma das modalidades 1 a 66, que é capaz de se ligar ao
dominio K2 de TFPI com uma afinidade mais alta do que mAb4904.
[000357] Modalidade 69: Um anticorpo monoclonal, que é capaz de
se ligar ao dominio K2 de TFPI com uma afinidade mais alta do que
mADb2974.

[000358] Modalidade 70: Um anticorpo monoclonal, de acordo com
qualquer uma das modalidades 1 a 68, que é capaz de se ligar ao
dominio K2 de TFPI com uma afinidade mais alta do que mAb2974.
[000359] Modalidade 71: Um anticorpo monoclonal, que € capaz de
se ligar ao dominio K2 de TFPI com uma afinidade mais alta do que
mAb29741.

[000360] Modalidade 72: Um anticorpo monoclonal, de acordo com
qualquer uma das modalidades 1 a 70, que é capaz de se ligar ao
dominio K2 de TFPI com uma afinidade mais alta do que mAb29741.
[000361] Modalidade 73: Um anticorpo monoclonal, que é capaz de
se ligar ao dominio K2 de TFPI, em que o KD do dito anticorpo &
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.

[000362] Modalidade 74: O anticorpo monoclonal, de acordo com

qualquer uma das modalidades 1 a 73, em que o Kp do dito anticorpo
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€ 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.

[000363] Modalidade 75: O anticorpo monoclonal, de acordo com
qualquer uma das modalidades acima que € capaz de se ligar ao
dominio K2 de TFPI associado a plaqueta.

[000364] Modalidade 76: O anticorpo monoclonal, de acordo com
qualquer uma das modalidades acima que é capaz de inibicao de TFPI
soluvel.

[000365] Modalidade 77: O anticorpo monoclonal de acordo com a
modalidade 76, em que o dito TFPI soluvel pode ser completamente
inibido.

[000366] Modalidade 78: O anticorpo monoclonal, de acordo com
qualquer uma das modalidades acima que é capaz de inibicdo de TFPI
ligado a lipoproteina.

[000367] Modalidade 79: O anticorpo monoclonal, de acordo com
qualquer uma das modalidades acima que é capaz de inibicdo de TFPI
ligado a célula endotelial.

[000368] Modalidade 80: Um anticorpo monoclonal, que € capaz de
se ligar ao dominio K2 de TFPI tal que FXa conserve sua atividade em
pelo menos 91%, tal como pelo menos 92%, tal como pelo menos
93%, tal como pelo menos 94%, tal como pelo menos 95%, tal como
pelo menos 96%, tal como pelo menos 97%, tal como pelo menos
98%, tal como pelo menos 99%, tal como 99 a 100%, como medido
em um ensaio de inibicdo de FXa.

[000369] Modalidade 81: O anticorpo monoclonal, de acordo com
qualquer uma das modalidades 1 a 79, que é capaz de se ligar a TFPI

tal que FXa conserve sua atividade em pelo menos 91%, tal como pelo
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menos 92%, tal como pelo menos 93%, tal como pelo menos 94%, tal
como pelo menos 95%, tal como pelo menos 96%, tal como pelo
menos 97%, tal como pelo menos 98%, tal como pelo menos 99%, tal
como 99 a 100% como medido em um ensaio de inibigdo de FXa.
[000370] Modalidade 82: Um anticorpo monoclonal, que é capaz de
se ligar ao dominio K2 de TFPI tal que a porcentagem de TFPI livre
em um individuo seja reduzida 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% e 0%.

[000371] Modalidade 83: Um anticorpo monoclonal de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 81, que é capaz de se ligar ao
dominio K2 de TFPI tal que a porcentagem de TFPI livre em um
individuo seja reduzida 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
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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% e 0%.

[000372] Modalidade 84: O anticorpo monoclonal de acordo com a
modalidade 83, em que a quantidade de TFPI livre em um individuo é
reduzida a dita porcentagem durante os 28 primeiros dias, tal como
durante os 27 primeiros dias, tal como durante os 26 primeiros dias, tal
como durante os 25 primeiros dias, tal como durante os 24 primeiros
dias, tal como durante os 23 primeiros dias, tal como durante os 22
primeiros dias, tal como durante os 21 primeiros dias, tal como durante
os 20 primeiros dias, tal como durante os 19 primeiros dias, tal como
durante os 18 primeiros dias, tal como durante os 17 primeiros dias, tal
como durante os 16 primeiros dias, tal como durante os 15 primeiros
dias, tal como durante os 14 primeiros dias, tal como durante os 13
primeiros dias, tal como durante os 12 primeiros dias, tal como durante
os 11 primeiros dias, tal como durante os 10 primeiros dias, tal como
durante os 9 primeiros dias, tal como durante os 8 primeiros dias, tal
como durante os 7 primeiros dias, tal como durante os 6 primeiros
dias, tal como durante os 5 primeiros dias, tal como durante os 4
primeiros dias, tal como durante os 3 primeiros dias, tal como durante
os 2 primeiros dias, tal como durante o primeiro dia apoés
administracao do dito anticorpo monoclonal a dito individuo.

[000373] Modalidade 85: Um anticorpo monoclonal, que é capaz de
se ligar ao dominio K2 de TFPI e é capaz de neutralizar a inibicdo de
TFPI de FVIla/TF/FXa ligado a membrana em pelo menos 55%, tal
como pelo menos 60%, tal como pelo menos 65%, tal como pelo
menos 70%, tal como pelo menos 75%, tal como pelo menos 80%, tal
como pelo menos 85%, tal como pelo menos 90%, tal como pelo
menos 95%, tal como até 100%, tal como 100%, como medido em um

ensaio de inibidor FVlla/TF/FXa, quando TFPI € saturado com o dito
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anticorpo.

[000374] Modalidade 86: O anticorpo monoclonal, de acordo com
qualquer uma das modalidades 1 a 84, em que o dito anticorpo é
capaz de neutralizagcdo da inibicdo de TFPI de FVlla/TF/FXa ligado a
membrana em pelo menos 55%, tal como pelo menos 60%, tal como
pelo menos 65%, tal como pelo menos 70%, tal como pelo menos
75%, tal como pelo menos 80%, tal como pelo menos 85%, tal como
pelo menos 90%, tal como pelo menos 95%, tal como até 100%, tal
como 100%, como medido em um ensaio de inibidor FVlla/TF/FXa,
quando TFPI é saturado com o dito anticorpo.

[000375] Modalidade 87: Um anticorpo monoclonal que é capaz de
se ligar ao dominio K2 de TFPI e que reduz o tempo de coagulagao in
vivo sem reduzir significativamente a contagem de plaquetas.

[000376] Modalidade 88: O anticorpo monoclonal, de acordo com
qualquer uma das modalidades 1 a 86, em que o dito anticorpo reduz
o tempo de coagulagdo in vivo sem reduzir significativamente a
contagem de plaquetas.

[000377] Modalidade 89: O anticorpo monoclonal, de acordo com as
modalidades 88, em que a contagem das ditas plaquetas ndo diminui 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% da contagem
de plaquetas original.

[000378] Modalidade 90: Um anticorpo monoclonal que é capaz de
se ligar ao dominio K2 de TFPI e que reduz o tempo de coagulacao in
vivo sem causar trombocitopenia transiente.

[000379] Modalidade 91: O anticorpo monoclonal, de acordo com
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qualquer uma das modalidades 1 a 89, em que o dito anticorpo reduz
o tempo de coagulagao in vivo sem causar trombocitopenia transiente.
[000380] Modalidade 92: Um fragmento do anticorpo monoclonal de
acordo com qualquer uma das modalidades precedentes.

[000381] Modalidade 93: O fragmento de acordo com a modalidade
92, que é um fragmento Fab, um fragmento F(ab')2, um fragmento
Fab', um fragmento Fd, um fragmento Fv ou um fragmento dAb.
[000382] Modalidade 94: Uma variante do anticorpo monoclonal de
acordo com qualquer uma das modalidades, que € uma variante de
dele¢ao ou uma variante de insergao.

[000383] Modalidade 95: Uma formulacao farmacéutica
compreendendo o anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma
das modalidades 1 a 94.

[000384] Modalidade 96: Uma formulacéao farmacéutica
compreendendo o anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma
das modalidades 1 a 94, em que a dita formulacdo é adequada para
uso parenteral.

[000385] Modalidade 97: Uma formulacéao farmacéutica
compreendendo o anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma
das modalidades 1 a 94, em que o dito anticorpo € adequado para uso
intravenoso.

[000386] Modalidade 98: Uma formulacdo  farmacéutica
compreendendo o anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma
das modalidades 1 a 94, em que o dito anticorpo é adequado para uso
intramuscular.

[000387] Modalidade 99: Uma formulagéo farmacéutica
compreendendo o anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma
das modalidades 1 a 94, em que o dito anticorpo é adequado para uso
subcutaneo.

[000388] Modalidade 100: Uso do anticorpo monoclonal de acordo
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com qualquer uma das modalidades 1 a 94 para a produgdo de um
medicamento adequado para administracao parenteral.

[000389] Modalidade 101: Uso do anticorpo monoclonal de acordo
com qualquer uma das modalidades 1 a 94 para a produgdo de um
medicamento adequado para administragcao intravenosa.

[000390] Modalidade 102: Uso do anticorpo monoclonal de acordo
com qualquer uma das modalidades 1 a 94 para a produgdao de um
medicamento adequado para administragcao intramuscular.

[000391] Modalidade 103: Uso do anticorpo monoclonal de acordo
com qualquer uma das modalidades 1 a 94 para a producdo de um
medicamento adequado para administracao subcutanea.

[000392] Modalidade 104: Uso de um anticorpo monoclonal de
acordo com qualquer uma das modalidades 1 a 94, para o tratamento
de um individuo com uma coagulopatia.

[000393] Modalidade 105: Uso de acordo com a modalidade 104, em
que o dito individuo tem qualquer coagulopatia congénita, adquirida
elou iatrogénica, tal que possa ser selecionada a partir do grupo
consistindo da hemofilia A, com ou sem inibidores, e hemofilia B, com
ou sem inibidores.

[000394] Modalidade 106: Uso de acordo com qualquer uma das
modalidades 95 a 105, em que o dito anticorpo monoclonal reduz
significativamente a perda sanguinea.

[000395] Modalidade 107: Uso de acordo com qualquer uma das
modalidades 95 a 106, em que o dito anticorpo monoclonal reduz
significativamente o tempo de sangramento.

[000396] Modalidade 108: Uso de acordo com qualquer uma das
modalidades 95 a 107, em que a quantidade do anticorpo monoclonal
administrado resulta em uma concentragdo plasmatica de
aproximadamente 10 uyg/mL a aproximadamente 40 ug/mL, tal como

aproximadamente 15 a 35 pg/mL, tal como aproximadamente 10 a 15
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Mg/mL, tal como aproximadamente 15 a 20 pg/mL, tal como
aproximadamente 20 a 25 yg/mL, tal como aproximadamente 25 a 30
Mg/mL, tal como aproximadamente 30 a 35 pjg/mL, tal como
aproximadamente 35 a 40 pg/mL, do dito anticorpo monoclonal.
[000397] Modalidade 109: Um método de tratamento de um individuo
com uma coagulopatia, compreendendo administracdo ao dito
individuo do anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma das
modalidades 1 a 94.

[000398] Modalidade 110: O método de acordo com a modalidade
109, em que a dita coagulopatia € qualquer coagulopatia congénita,
adquirida e/ou iatrogénica, tal que possa ser selecionada a partir do
grupo consistindo da hemofilia A, com ou sem inibidores, e hemofilia
B, com ou sem inibidores.

[000399] Modalidade 111: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 110, em que o dito anticorpo monoclonal é
capaz de reduzir significativamente a perda sanguinea.

[000400] Modalidade 112: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 111, em que o dito anticorpo monoclonal é
capaz de reduzir significativamente o tempo de sangramento.

[000401] Modalidade 113: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 112, em que a quantidade do anticorpo
monoclonal administrada € aquela de saturagao de seu alvo.

[000402] Modalidade 114: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 113, em que a quantidade do anticorpo
monoclonal administrado € aquela de saturagao de TFPI soluvel.
[000403] Modalidade 115: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 114, em que o dito anticorpo administrado &
capaz de inibir completamente TFPI soluvel.

[000404] Modalidade 116: O método de acordo com qualquer uma

das modalidades 109 a 115, em que o dito anticorpo monoclonal é
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administrado em uma quantidade suficiente para saturar TFPI ligado
ao endotélio.

[000405] Modalidade 117: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 116, em que a quantidade do anticorpo
monoclonal administrado resulta em uma concentracdo plasmatica de
aproximadamente 10 yg/mL a aproximadamente 40 pg/mL, tal como
aproximadamente 15 a 35 pyg/mL, tal como aproximadamente 10 a 15
Mg/mL, tal como aproximadamente 15 a 20 pg/mL, tal como
aproximadamente 20 a 25 yg/mL, tal como aproximadamente 25 a 30
Mg/mL, tal como aproximadamente 30 a 35 pjg/mL, tal como
aproximadamente 35 a 40 yg/mL, do dito anticorpo monoclonal.
[000406] Modalidade 118: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 117, em que uma dose uUnica pode ser
administrada.

[000407] Modalidade 119: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 118, em que multiplas doses podem ser
administradas.

[000408] Modalidade 120: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 119, em que o dito anticorpo pode ser
administrado diariamente.

[000409] Modalidade 121: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 120, em que o dito anticorpo pode ser
administrado dia sim dia nao.

[000410] Modalidade 122: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 121, em que o dito anticorpo pode ser
administrado a cada terceiro dia.

[000411] Modalidade 123: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 122, em que o dito anticorpo pode ser
administrado a cada quarto dia.

[000412] Modalidade 124: O método de acordo com qualquer uma
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das modalidades 109 a 123, em que o dito anticorpo pode ser
administrado a cada quinto dia.

[000413] Modalidade 125: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 124, em que o dito anticorpo pode ser
administrado a cada sexto dia.

[000414] Modalidade 126: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 125, em que o dito anticorpo monoclonal pode
ser administrado aproximadamente a cada semana, tal como a cada 5,
6, 7, 8, 9 ou 10 dias.

[000415] Modalidade 127: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 126, em que o dito anticorpo monoclonal pode
ser administrado aproximadamente semana sim, semana nao, tal
como a cada 11, 12, 13, 14, 15, 16 ou 17 dias.

[000416] Modalidade 128: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 127, em que o dito anticorpo monoclonal pode
ser administrado aproximadamente a cada terceira semana, tal como a
cada 18, 19, 20, 21, 22, 23 ou 24 dias.

[000417] Modalidade 129: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 128, em que o dito anticorpo monoclonal pode
ser administrado aproximadamente a cada quarta semana, tal como a
cada 25, 26, 27, 28, 29, 30 ou 31 dias.

[000418] Modalidade 130: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 129, em que a dosagem pode ser
aproximadamente 0,1 a 10 mg/kg, tal como aproximadamente 0,1 a 1
mg/kg, tal como aproximadamente 1 a 2 mg/kg ou aproximadamente 2
a 3 mg/kg ou aproximadamente 4 a 5 mg/kg ou aproximadamente 5 a
6 mg/kg ou aproximadamente 6 a 7 mg/kg ou aproximadamente 7 a 8
mg/kg ou aproximadamente 8 a 9 mg/kg ou aproximadamente 9 a 10
mg/kg; ou aproximadamente 10 a 21 mg/kg, tal como

aproximadamente 10 a 11 mg/kg, ou aproximadamente 11 a 12 mg/kg,
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ou aproximadamente 12 a 13 mg/kg, ou aproximadamente 13 a 14
mg/kg, ou aproximadamente 14 a 15 mg/kg, ou aproximadamente 15 a
16 mg/kg, ou aproximadamente 16 a 17 mg/kg, ou aproximadamente
17 a 18 mg/kg, ou aproximadamente 18 a 19 mg/kg, ou
aproximadamente 19 a 20 mg/kg ou aproximadamente 20 a 21 mg/kg.
[000419] Modalidade 131: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 130, em que a dosagem pode ser
aproximadamente 2 a 200 mg/kg, tal como aproximadamente 150 a
200 mg/kg, tal como aproximadamente 150 a 170 mg/kg, tal como
aproximadamente 100 a 150 mg/kg, tal como aproximadamente 50 a
100 mg/kg, tal como aproximadamente 70 a 90 mg/kg, tal como
aproximadamente 10 a 50 mg/kg, tal como aproximadamente 10 a 30
mg/kg.

[000420] Modalidade 132: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 131, em que o dito anticorpo monoclonal pode
ser administrado parenteralmente.

[000421] Modalidade 133: O método de acordo com a modalidade
132, em que o dito anticorpo monoclonal pode ser administrado
intravenosamente.

[000422] Modalidade 134: O método de acordo com a modalidade
133, em que a dosagem do dito anticorpo monoclonal pode ser
aproximadamente 10 a 20 mg/kg.

[000423] Modalidade 135: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 133 a 134, em que o anticorpo monoclonal pode ser
administrado semana sim, semana nao.

[000424] Modalidade 136: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 133 a 135, em que o anticorpo monoclonal pode ser
administrado a cada terceira semana.

[000425] Modalidade 137: O método de acordo com qualquer uma

das modalidades 133 a 136, em que o anticorpo monoclonal pode ser
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administrado a cada quarta semana.

[000426] Modalidade 138: O método de acordo com a modalidade
133, em que a dosagem do dito anticorpo monoclonal pode ser
aproximadamente 10 a 20 mg/kg e o dito anticorpo monoclonal pode
ser administrado semana sim, semana nao.

[000427] Modalidade 139: O método de acordo com a modalidade
133, em que a dosagem do dito anticorpo monoclonal pode ser
aproximadamente 10 a 20 mg/kg e o dito anticorpo monoclonal pode
ser administrado a cada terceira semana.

[000428] Modalidade 140: O método de acordo com a modalidade
133, em que a dosagem do dito anticorpo monoclonal pode ser
aproximadamente 10 a 20 mg/kg e o dito anticorpo monoclonal pode
ser administrado a cada quarta semana.

[000429] Modalidade 141: O método de acordo com a modalidade
132, em que o dito anticorpo monoclonal pode ser administrado
intramuscularmente.

[000430] Modalidade 142: O método de acordo com a modalidade
132, em que o dito anticorpo monoclonal pode ser administrado
subcutaneamente.

[000431] Modalidade 143: O método de acordo com a modalidade
132, em que a dosagem do dito anticorpo monoclonal pode ser
aproximadamente 1 mg/kg

[000432] Modalidade 144: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 141 a 143, em que o anticorpo monoclonal pode ser
administrado diariamente.

[000433] Modalidade 145: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 141 a 144, em que o anticorpo monoclonal pode ser
administrado dia sim dia nao.

[000434] Modalidade 146: O método de acordo com qualquer uma

das modalidades 141 a 145, em que a dosagem do dito anticorpo
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monoclonal pode ser aproximadamente 1 mg/kg e em que o dito
anticorpo monoclonal pode ser administrado diariamente.

[000435] Modalidade 147: O método de acordo com a modalidade de
qualquer uma das modalidades 141 a 146, em que a dosagem do dito
anticorpo monoclonal pode ser aproximadamente 1 mg/kg e em que o
dito anticorpo monoclonal pode ser administrado dia sim dia n&o.
[000436] Modalidade 148: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 147, em que o dito anticorpo pode ser
administrado profilaticamente.

[000437] Modalidade 149: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 148, em que o dito anticorpo pode ser
administrado terapeuticamente (sob demanda).

[000438] Modalidade 150: O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 109 a 149, em que o dito anticorpo administrado é
capaz de inibir completamente (100%) TFPI soluvel.

[000439] Modalidade 151: Um polinucleotideo que codifica o
anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma das modalidades 1
a 9%4.

[000440] Modalidade 152: Um polinucleotideo de acordo com a
modalidade 151, que compreende pelo menos uma sequéncia
selecionada a partir do grupo consistindo das SEQ ID NOs: 13, 16, 19
e 22.

[000441] Modalidade 153: Um polinucleotideo de acordo com a
modalidade 152, que compreende a SEQ ID NO: 19.

[000442] Modalidade 154: Um polinucleotideo de acordo com a
modalidade 152, que compreende a SEQ ID NO. 22.

[000443] Modalidade 155: Um polinucleotideo de acordo com a
modalidade 152, que compreende as SEQ ID NOs: 19 e 22.

[000444] Modalidade 156: Uma célula eucaridtica que compreende o

polinucleotideo de acordo com qualquer uma das modalidades 151 a

Peticio 870210046490, de 24/05/2021, pég. 113/160



108/145

155.
[000445] Modalidade 157: Uma célula eucariotica que expressa o
anticorpo monoclonal, ou fragmento do mesmo, de acordo com
qualguer uma das modalidades 1 a 94.
[000446] Modalidade 158: A célula eucaridtica de acordo com a
modalidade 157, que € uma célula mamifera.
[000447] Modalidade 159: A célula eucaridtica de acordo com a
modalidade 157, que € uma célula de levedura.
[000448] Modalidade 160: A célula mamifera de acordo com a
modalidade 158, que é selecionada a partir do grupo consistindo em
HEK?293, CHO, BHK, NSO e células de retina humana.

EXEMPLOS

[000449] A presente invencdo € ainda ilustrada pelos seguintes

exemplos que nao devem ser interpretados como limitacdo adicional.
Os conteudos de todas as Figuras e todas as referéncias, patentes e
pedidos de patentes publicadas citados em todas as partes deste
pedido de patente sdo expressamente incorporados neste pedido por
referéncia.

Exemplo 1: Producao e caracterizacao de anticorpos

monoclonais direcionados contra TFPI

[000450] Anticorpos monoclonais foram gerados contra o inibidor da
via de fator tecidual (TFPI). Um anticorpo monoclonal tendo a
especificidade de ligacdo desejada foi identificado, clonado e
sequenciado. Foi encontrado que este anticorpo reduzia
significativamente o tempo de sangramento de cuticula in vivo e nao
levava a nenhuma diminui¢ao significante no numero de plaquetas.

Métodos e Resultados

[000451] Todos os conjuntos foram usados de acordo com
instrucdes dos fabricantes. Abreviaturas: HC: cadeia pesada; LC:

cadeia leve; VH: dominio variavel - cadeia pesada; VL: dominio
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variavel - cadeia leve; PCR: reacéo de polimerase em cadeia.

Imunizagéo e fuséo
[000452] Os camundongos foram imunizados tanto com TFPI
completo como com a versdo TFPIB161B curta que contém somente
os dois primeiros dominios Kunitz. Camundongos RBF foram usados
para imunizacdo e produgcdo de anticorpos monoclonais de
camundongo. Inje¢des foram feitas subcutaneamente nas costas dos
camundongos. 20ug de proteina foram misturadas com o adjuvante de
Freund completo da primeira inje¢cdo. Na imunizagao subsequente,
adjuvante de Freund incompleto foi usado com a mesma concentragao
do antigeno. Dez dias apds a ultima imunizagdo, sangue ocular de
camundongos foi rastreado por ELISA para anticorpos especificos de
TFPI. Camundongos com titulos séricos positivos foram estimulados
com 10 ug de TFPI por injecéo intravenosa, e sacrificados apos trés
dias. Os bacos foram removidos assepticamente e dispersados em
uma suspensao celular unica. Fusao de células de bago e células de
mieloma foi feita pelo método PEG ou por eletrofusao.

Ensaio de ligagdo: ELISA
[000453] Imunoplacas foram recobertas com IgG anti-camundongo.
Sobrenadantes de cultura das células de hibridoma foram adicionados
as placas e, apos lavagem, TFPI humano biotinilado soluvel ou
TFPIB161B foi adicionado para testar para ligagao especifica.

Ensaios de neutralizacdo: ensaio de FXa e ensaio de
TF/FVlla/FXa
[000454] Ensaio de inibicdo de FXa: uma concentragao fixa de TFPI
dando origem a inibicdo de 90% de FXa foi pré-incubada com
sobrenadantes de cultura de células de hibridoma contendo anticorpos
monoclonais anti-TFPl e adicionados a FXa mais substrato
cromogénico especifico para FXa. Este ensaio direciona a ligagdo de

TFPI a FXa (descrito em maiores detalhes no exemplo 6).
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[000455] Ensaio de inibicdo de FVlla/TF/FXa: 1) Incubagédo de
sobrenadantes de cultura de células de hibridoma contendo anticorpos
monoclonais anti-TFPI e fixados em TFPI (inibigdo de 90% de
FVIla/TF); 2) Incubacéo de TFPI + FVlla + TF + FXa; 3) Adigdo de FX
(FX>>FXa) seguido por incubagdo com substrato cromogénico FXa
(descrito em maiores detalhes no exemplo 7).

Tempo de protrombina diluida (dPT)
[000456] Uma analise de Protrombina diluida (PT): plasma humano
em combinagdo com tromboplastina humana diluida (fonte de TF). O
tempo de coagulo no plasma foi medido na adicdo de aumento de
concentragdes de anticorpo monoclonal TFPI purificado em proteina A
para procurar a redugao dose-dependente do tempo de coagulacéo.
FVlla (25 nM) foi o controle positivo e deve encurtar este tempo de
coagulo.

Analise de interagdo de ligagao
[000457] Analise de interacao de ligagéo foi obtida por Ressonancia
de plasmons de superficie em um Biacore 3000. Captura do anticorpo
monoclonal relevante em uma concentracao fixa foi obtida com anti-
IgG de camundongo imobilizada. Concentragdes diferentes de TFPI

foram testadas. Determinagédo de constantes de ligagédo (k ., K Ky)

foi obtida assumindo uma interacdo 1:1 de TFPI e o anticorpo de
interesse (descrito em maiores detalhes no exemplo 8).
Tromboelastografia
[000458] Esta registra a cinética de formacao de coagulo e fibrindlise
no sangue total. Condi¢cao similar a Hemofilia A é induzida pela pré-
incubacao do sangue com IgG anti-FVIII de neutralizacao.
Clonagem e sequenciamento de anticorpo
[000459] Sequéncias da cadeia pesada e cadeia leve murina de um
anticorpo anti-TFPI foram clonadas de um hibridoma: TFPI-4F36A1B2

(abreviado neste pedido para 4F36). RNA total, extraido de células de
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hibridoma usando o Conjunto RNeasy-Mini de Qiagen, foi usado como
moldes para sintese de cDNA. cDNA foi sintetizado em uma reagéo 5'-
RACE usando o conjunto de amplificaggo SMART™ RACE cDNA de
Clontech. Amplificagdo do alvo subsequente de sequéncias HC e LC
foi realizada por PCR usando Phusion Hot Star polimerase
(Finnzymes) e a mistura de iniciador universal (UPM) incluida no
conjunto SMART™ RACE como um iniciador de sentido direto. Um
iniciador de sentido reverso com a seguinte sequéncia foi usado para
amplificacao de HC (dominio de VH): 5'-
CCCTTGACCAGGCATCCCAG-3' (iniciador No.129). Um iniciador de

sentido reverso com a seguinte sequéncia foi usado para a

amplificacao de LC: 5'-
GCTCTAGACTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTG-3' (iniciador
No.69).

[000460] Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em
gel, extraidos usando GFX PCR DNA e Conjunto de Purificagdo de
Banda de Gel de GE Healthcare Bio-Sciences e clonados para o
sequenciamento usando Conjunto de Clonagem Zero Blunt TOPO
PCR e E.coli quimicamente competente TOP10 de Invitrogen. A
colonia de PCR foi realizada em colbnias selecionadas usando uma
AmpliTag Gold Master Mix de Applied Biosystems e iniciadores
M13uni/M13rev. A limpeza de colénia PCR foi realizada usando
mistura de enzima EXOSAP-IT (usb). Sequenciamento foi realizado
em MWG Biotech, Martinsried, Alemanha usando M13uni(-21)/M13rev
(-29) ou iniciadores de sequenciamento T3/T7. Sequéncias foram
analisadas e anotadas usando o programa VectorNT].

[000461] Do hibridoma TFPI-4F36A1B2, um murino capa unico
simples tipo LC foi identificado e um HC murino Unico simples,
subclasse 1gG1. Sequéncia LC é dada na SEQ ID NO: 6 e sequéncia
HC €& dada na SEQ ID NO: 10. Sequéncias VH & VL sdo mostradas na
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Figura 2, sequéncias do peptideo lider ndo estao incluidas.

Epitopos
[000462] TFPI1 inclui trés dominios Kunitz (ver Figura 4). Residuos
acessiveis superficiais dos dominios Kunitz de TFPI1 foram
identificados de estruturas existentes de TFPI1-2. Em particular,
considera-se que residuos com uma aceitabilidade relativa maior que
40% sao acessiveis superficialmente. Para TFPI1-2, isto compreende
(ver Figura 5): aminoacidos 94 a 95, 98, 100 a 110, 118 a 121, 123 a
124,131,134, 138 a 142 e 144 a 145.

Exemplo 2: Clonagem e sequenciamento de mAb
TFPI4F36A1B2 de camundongo

[000463] Este exemplo descreve clonagem e sequenciamento da

cadeia pesada murina e sequéncias da cadeia leve do anticorpo anti-
TFPI: TFPI4F36A1B2.

[000464] RNA total foi extraido de células de hibridoma usando o
Conjunto RNeasy-Mini de Qiagen e usado como molde para sintese
de cDNA. cDNA foi sintetizado em uma reacao 5-RACE usando
conjunto de amplificacgo SMART™ RACE cDNA de Clontech.
Amplificagao alvo subsequente de sequéncias HC e LC foi realizada
por PCR usando Phusion Hot Start polimerase (Finnzymes) e a
mistura de iniciador universal (UPM) incluida no conjunto SMART™
RACE como iniciador de sentido direto. O iniciador de sentido reverso
identificado como SEQ ID NO: 11 foi usado para amplificagcdo de HC
(dominio VH) e o iniciador de sentido reverso identificado como SEQ
ID NO: 12 foi usado para amplificacdo de LC. Os produtos de PCR
foram separados por eletroforese em gel, extraidos usando GFX PCR
DNA & Gel Band Purification Kit de GE Healthcare Bio-Sciences e
clonados para o sequenciamento usando Conjunto de Clonagem Zero
Blunt TOPO PCR e E.coli quimicamente competente TOP10

(Invitrogen). A coldnia de PCR foi realizada em colbnias selecionadas
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usando uma AmpliTaqg Gold Master Mix de Applied Biosystems e
iniciadores de M13uni/M13rev. A limpeza de colénia de PCR foi
realizada usando a mistura de enzima EXOSAP-IT (USB).
Sequenciamento foi realizado em MWG Biotech, Martinsried,
Alemanha usando M13uni(-21)/M13rev(-29) ou iniciadores de
sequenciamento T3/T7. Sequéncias foram analisadas e anotadas
usando o programa VectorNTI. Todos os conjuntos e reagentes foram
usados de acordo com as instru¢des do fabricante.

[000465] Um murino capa unico simples tipo LC e um HC murino
unico simples, subclasse IgG1 foi identificado. As sequéncias de acido
nucleico e aminoacidos da cadeia leve variavel sdo mostradas nas
SEQ ID NOs: 3 e 5, respectivamente. As sequéncias de acido nucleico
e aminoacidos da cadeia pesada variavel sdo mostradas nas SEQ ID
NOs: 7 e 9, respectivamente. As sequéncias do peptideo lider nao
estao incluidas nestas sequéncias.

Pesquisas de BLAST

[000466] As sequéncias de aminoacidos VL e VH anti-
TFPI4F36A1B2 traduzidas foram usadas como sequéncias de
questao. Pesquisas de BLAST foram realizadas contra sequéncias no
banco de dados Uniprot usando o programa de tradugbes BLASTp. A
saida de VH anti-TFPI4F36A1B2 produz alinhamentos dos quais >20
dos 50 escores de identidade mais altos foram sequéncias da cadeia
pesada de Ig murina. Os escores de identidade mais altos foram 81%
(99/121) contra uma cadeia pesada de |g de camundongo. A saida de
VL anti-TFPI4F36A1B2 produz alinhamentos dos quais >30 do 50
escores de identidade mais altos foram sequéncias da cadeia leve de
Ig capa murina. O escore de identidade mais alta foi 92% (105/113)
contra uma cadeia leve de Ig capa de camundongo. Finalmente, as
sequéncias VH e VL anti-TFPI4F36A1B2 representam novas

sequéncias unicas.
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Geracao de vetores de expressao anti-TFPI4F36A1B2
de camundongo
[000467] Uma série de vetores de expressdo baseados no promotor
CMV (vetores pTT) foi gerada para a expressdo transiente do
anticorpo  TFPI4F36 de camundongo no sistema de expressao
baseado em HEK293-6E EBNA desenvolvido por Yves Durocher
(Durocher et al. Nucleic Acid Research, 2002). Além do promotor
CMV, os vetores contém uma origem pMB1, uma origem EBV e o
gene de resisténcia Amp.
[000468] A regido correspondente a LC anti-TFPI4F36A1B2
completo (incluindo a sequéncia do peptideo sinal original) foi
amplificada por PCR dos clones de sequenciamento TOPO originais
usando iniciadores especificos para as sequéncias N e C-terminais. O
iniciador sentido continha umas sequéncias de sitio de restricao Hindlll
terminais para fins de clonagem e uma sequéncia Kozak (5'-
GCCGCCACC-3") imediatamente a montante do cdédon de partida
ATG. O iniciador antissentido continha um cédon de parada seguido
por uma sequéncia de sitio de restricdo Xbal, imediatamente a jusante
da sequéncia de codificagdo. O fragmento de PCR gerado foi digerido
com restricdo, clonado em sitio multiplo de clonagem (MCS) de um
vetor baseado em pTT linearizado e transformado em E. coli para
selecdo. A sequéncia do construto final foi verificada pelo
sequenciamento de DNA.
[000469] A regidao correspondente ao dominio VH (incluindo a
sequéncia do peptideo sinal original) foi amplificada por PCR dos
clones de sequenciamento TOPO originais usando iniciadores
especificos para a sequéncia N-terminal e sequéncia de transicao
VH/CH. O iniciador sentido continha umas sequéncias de sitio de
restricdo Notl terminais para fins de clonagem e uma sequéncia Kozak
(5'-GCCGCCACC-3') imediatamente a montante do codon de partida
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ATG. O iniciador antissentido continha um sitio de restricdo Nhel na
estrutura a jusante da transicdo VH/CH. O fragmento de PCR de
dominio VH gerado foi digerido com restricdo, clonado em um vetor
linearizado contendo a sequéncia de dominio CH de uma IgG1 murina
e transformado em E. coli para selecdo. A sequéncia do construto final
foi verificada por sequenciamento de DNA.
[000470] O anticorpo anti-TFPI4F36A1B2 clonado e expresso
recombinantemente tinha o mesmo perfil e afinidade em todo o ensaio
usado, como o anticorpo derivado do hibridoma original.
Procedimentos usados para a expressdo transiente em células
HEK293-6E sdo descritos no exemplo 3.

Exemplo 3: Desenho e construcdo de um_mAb
TFPI4F36 humanizado
[000471] As sequéncias da CDR anti-TFPI4F36A1B2 de

camundongo foram anotadas de acordo com a definicdo de Kabat e

encontradas sendo como se segue:

[000472] CDR-H1: NYAMS (aminoacidos 31 a 35 da SEQ ID NO: 8).
[000473] CDR-H2: TISRSGSYSYFPDSVQG (aminoacidos 50 a 66
da SEQ ID NO: 8).

[000474] CDR-H3: LGGYDEGDAMDS (aminoacidos 99 a 110 da
SEQ ID NO: 8).

[000475] CDR-L1: KSSQSLLESDGKTYLN (aminoacidos 24 a 39 da
SEQ ID NO: 4).

[000476] CDR-L2: LVSILDS (aminoacidos 55 a 61 da SEQ ID NO: 4).
[000477] CDR-L3: LQATHFPQT (aminoacidos 94 a 102 da SEQ ID
NO: 4).

[000478] Um modelo 3D de anti-TFPI4F36A1B2 foi construido no
Modeller (www.salilab.org/modeller) baseado nos moldes estruturais
2GJJ (mAB contra Her2erbb2) e 1X9Q (hAB contra fluoresceina).
[000479] Uma pesquisa de BLASTp em um banco de dados de
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linhagem germinativa humana V com a VL e VH anti-TFPI4F36A1B2
devolveu as quatro seguintes sequéncias de linhagem germinativa
potenciais:
Cadeia pesada: VH3_21 ou VH7183.9 (valores E <1e-45)
Cadeia leve: VKII_A18 ou VKII_A1 (valores E <3e-45)

[000480] Apds inspecdo manual de acertos e alinhamentos, as
sequéncias de linhagem germinativa VH3 21 e VKII_A18 foram
selecionadas como regides conservadas de humanizagdo HC e LC,
respectivamente. Os segmentos J de linhagem germinativa
correspondentes foram selecionados baseados no alinhamento de
sequéncia como JH6 e JK4. O alinhamento entre anti-TFPI4F36A1B2
e as sequéncias de linhagem germinativa selecionadas € mostrado em
combinagdo com a versado enxertada da primeira CDR de TFPI4F36
humanizado. A identidade de sequéncia entre anti-TFPI4F36A1B2 e
as estruturas humanas (HC: VH3_21/JH6 e LC: VKII_A18/JK4) é muito
alta como ilustrado por asteriscos abaixo da sequéncia. Cada asterisco
marca uma posicao da identidade de sequéncia. O construto de VH
inicial humanizado foi desenhado de acordo com uma estratégia de
enxerto de CDR minima, na qual CDR-H2 é enxertada em uma versao
mais curta (residuo 50 a 58) do que a definicdo de Kabat (residuo 50 a
66). O restante de 5 CDRs foi enxertado de acordo com a definicdo de

Kabat. As CDRs (definicdo de Kabat) sdo listadas como enxertadas

abaixo; os residuos mostrados em negrito para CDR-H2 sao residuos
de linhagem germinativa humana.

[000481] CDR-H1: NYAMS (aminoacidos 31 a 35 da SEQ ID NO:
18).

[000482] CDR-H2: TISRSGSYSYYADSVKG (aminoacidos 50 a 66
da SEQ ID NO: 28).

[000483] CDR-H3: LGGYDEGDAMDS (aminoacidos 99 a 110 da
SEQ ID NO: 18).
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[000484] CDR-L1: KSSQSLLESDGKTYLN (aminoacidos 24 a 39 da
SEQ ID NO: 15).

[000485] CDR-L2: LVSILDS (aminoacidos 55 a 61 da SEQ ID NO:
15).

[000486] CDR-L3: LQATHFPQT (aminoacidos 94 a 102 da SEQ ID
NO: 15).

[000487] A composicdo de CDR-H2 no HzTFPI4F36 final
humanizado variante é listada abaixo e combinado com CDR-H2
listada para o anticorpo anti-TFPI4F36A1B2 de camundongo.

[000488] CDR-H2: TISRSGSYSYFPDSVQG (aminoacidos 50 a 66
da SEQ ID NO: 18).

[000489] A Figura 1 mostra as sequéncias de dominios VH (A) e VL
(B) de anti-TFPI4F36A1B2 de camundongo (SEQ ID NOs: 8 e 4,
respectivamente) alinhadas com sequéncias de linhagem germinativa
humana (SEQ ID NOs: 32 e 31, respectivamente) e sequéncias de
CDR enxertadas TFPI4F36 humanizadas (SEQ ID NOs: 28 e 26,
respectivamente). A numeragdo do esquema de Kabat € usada, como
mostrado acima das sequéncias na Figura, e CDRs de acordo com a
definicdo de Kabat sdo mostradas em negrito. Diferencas nas regides
conservadas entre anti-TFPI4F36A1B2 de camundongo e as
sequéncias de linhagem germinativa sao destacadas em cinza na
sequéncia anti-TFPI4F36A1B2. Os asteriscos indicam posi¢coes da
identidade de sequéncia entre TFPI4F36 de camundongo e
sequéncias de linhagem germinativa humana. Potenciais
retromutacdes sdo destacadas em cinza na sequéncia HzTFPI4F36-
CDR enxertada (listada como hz4F36CDR enxertada).

[000490] Potenciais retromutagbes para os construtos HzTFPI4F36-
CDR enxertadas foram identificadas baseadas nas diferencas
posicionais encontradas nas regides conservadas de TFPI4F36 de

camundongo e a sequéncia de linhagem germinativa. A Figura 1 3D
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mostra que o modelo de sequéncias do fragmento Fab de TFPI4F36
também foi usado para identificar e priorizar potenciais retromutacoes.
As listas de retromutagbes geradas em LC e HC de TFPI4F36
humanizado s&o mostradas nas tabelas 2 e 3, respectivamente.
Geragcao de vetores de expressdao para TFPI4F36
humanizado
[000491] Sequéncias de DNA para regides VH e VL de TFPI4F36
humanizado foram sintetizadas (GENEART AG) de acordo com o
desenho de humanizacido do anticorpo descrito acima. As sequéncias
foram obtidas com o enxerto de CDR minimo basico e nenhuma
retromutacdo adicional. As respectivas sequéncias de peptideo lider
de linhagem germinativa LC e HC foram incluidas nos construtos bem
como uma sequéncia Kozak (5'-GCCGCCACC-3') imediatamente a
montante do cédon de partida ATG.
[000492] Vetores de expressdo baseados em pTT foram gerados
para expressao transiente do anticorpo TFPI4F36 humanizado como
um isotipo capa/lgG4(S241P) humano. A mutagdo de prolina na
posicdo 241 (numeragdo de acordo com Kabat, correspondente ao
residuo 228 pelo sistema de numeragcdao UE (Edelman G.M. et al.,
Proc. Natl. Acad. USA 63, 78-85 (1969)) foi introduzido na regido de
dobradica de IgG4 para eliminar formagao de fragmentos de anticorpo
monomericos, isto € "meio-anticorpos" compreendendo uma LC e uma
HC.
[000493] O fragmento VH foi extirpado do vetor de clonagem
GENEART e clonado em um vetor baseado em pTT linearizado
contendo a sequéncia de um dominio CH de 1gG4(S241P) humana
posteriormente transformado em E. coli para selegdo. A sequéncia do
construto final foi verificada por sequenciamento de DNA. O fragmento
VL foi extirpado do vetor de clonagem GENEART e clonado em um

vetor baseado em pTT linearizado contendo a sequéncia de um
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dominio CL de capa humano e posteriormente transformado em E. coli
para selecdo. A sequéncia do construto final foi verificada por
sequenciamento de DNA.
[000494] As sequéncias de acido nucleico e aminoacidos para a VL,
VH, LC e HC do anticorpo monoclonal HzTFPI4F36 enxertado por
CDR (sequéncia de peptideo sinal omitida) sdo fornecidas na listagem
de sequéncia (SEQ ID NOs: 26 a 30).

Geragcao de vetores de expressdao para TFPI4F36
quimérico de camundongo / ser humano
[000495] Para permitir a melhor avaliacido possivel das variantes
TFPI4F36 humanizadas, uma versdo de quimera de camundongo /
versago de quimera humana do anticorpo anti-TFPI4F36
(ChimTFPI4F36) foi construida a fim de eliminar qualquer diferenca
relacionada a origem de regidao constante e isotipo. Vetores de
expressdo baseados em pTT foram gerados para a expressao
transiente do anticorpo anti-TFPI4F36 quimérico com dominios
variaveis murinos nas estruturas de isotipo capa/lgG4(S241P)
humano.
[000496] A regido correspondente ao dominio VH foi amplificada por
PCR a partir de um plasmideo de expressao anti-TFPI4F36A1B2 HC
usando um iniciador especifico pTT genérico e um iniciador especifico
para o C-terminal de dominio VH. O iniciador sentido é especifico para
o trecho de sequéncia a montante do sitio de restricdo Hindlll e o
cédon de partida ATG. O iniciador antissentido continha um sitio de
restricdo Nhel na estrutura na sequéncia de transicdo VH/CH. O
fragmento de PCR gerado foi digerido com restricdo, clonado em um
vetor baseado em pTT linearizado contendo a sequéncia de um
dominio 1gG4 (S241P) CH humano e posteriormente transformado em
E. coli para selecdo. A sequéncia do construto final foi verificada por

sequenciamento de DNA.
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[000497] A regiao correspondente ao dominio VL foi amplificada por
PCR de um plasmideo de expressdo TFPI4F36A1B2 LC usando um
iniciador especifico pTT genérico e um iniciador especifico para o C-
terminal de dominio VL. O iniciador sentido é especifico para o trecho
de sequéncia a montante do sitio de restricdo Hindlll e o cédon de
partida ATG. O iniciador antissentido continha um sitio de restricdo
BsiWI na estrutura na sequéncia de transigao VL/CL. O fragmento de
PCR gerado foi digerido com restricdo, clonado em um vetor baseado
em pTT linearizado contendo a sequéncia de um dominio CL capa
humano e posteriormente transformado em E. coli para selecdo. A
sequéncia do construto final foi verificada por sequenciamento de
DNA.

Expressao recombinante de variantes de mAb
[000498] As variantes de anticorpo anti-TFPI4F36A1B2 murino, anti-
TFPI4F36 quimérico e TFPI4F36 humanizado foram expressas
transientemente em células HEK293-6E apdés um protocolo de
expressao de anticorpo genérico. O seguinte procedimento descreve o
protocolo de transfecgdo genérico usado para suspensao de células
HEK293-6E adaptadas.

Manutencao celular
[000499] Células HEK293-6E foram cultivadas na suspensdao em
meio de expressao FreeStyle™ 293 (Gibco) suplementado com
Geneticina 25 pug/mL (Gibco), 0,1% v/v do tensoativo Pluronic F-68
(Gibco) & Penicilina-Estreptomicina 1% v/v (Gibco). Células foram
cultivadas em frascos de agitador Erlenmeyer em incubadoras de
agitador a 37°C, CO2 8% e 125 rpm e mantidas em densidades
celulares entre 0,1 a 1,5 x 10° células/mL.

Transfecgao de DNA
[000500] A densidade celular de culturas usadas para transfecgéo foi
0,9 a 2,0 x 108 células/mL.
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[000501] Uma mistura de 0,5 ug de DNA vetor LC + 0,5 ug de DNA
vetor HC foi usado por cultura celular mL.
[000502] O DNA foi diluido em meios Opti-MEM (Gibco) 30 pyL de
meios/ug de DNA, misturado e incubado a temperatura ambiente (23 a
25°C) por 5 min.
[000503] 293Fectin™ (Invitrogen) foi usado como reagente de
transfecgdo em uma concentragao de 1l por ug de DNA.
[000504] O 293Fectin™ foi diluido 30X em meios Opti-MEM (Gibco),
misturado e incubado a temperatura ambiente (23 a 25 °C) por 5 min.
[000505] As solucbes de DNA e 293Fectin foram misturadas e
repartidas para incubar a temperatura ambiente (23-25 °C) por 25 min.
[000506] A mistura de DNA-293Fectin entdo foi adicionada
diretamente a cultura celular.
[000507] A cultura celular transfectada foi transferida para uma
incubadora de agitador a 37°C, CO2 8% e 125 rpm.
[000508] 3 a 6 dias poés-transfeccdo, sobrenadantes de cultura
celular foram coletados por centrifugagcdo, seguida pela filtracdo
através de um filtro PES 0,22 um (Corning).
[000509] Analise quantitativa de producdo de anticorpo foi realizada
por Biolayer Interferometry diretamente em sobrenadantes de cultura
celular clarificados usando o sistema FortéBio Octet e biosensores de
proteina A ou HPLC em proteina A quantitativa.

Andlises de atividade da variante enxertada de CDR de
anti-TFPI4F36 humanizado
[000510] Humanizagao por enxerto de CDR minimo resultou em uma
perda dramatica da afinidade causada pelo efeito tanto em taxa de
associagcao como de dissociacado. A afinidade de ligacdo do TFPI da
versao inicialmente enxertada do anticorpo TFPI4F36 humanizado
(HzZTFPI4F36-CDRenxertado, na tabela 1 listada como TFPI4F36

Humanizado) foi pelo menos de 100 vezes menor que a afinidade de
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~30 pM do anticorpo TFPI4F36 de camundongo original (ver tabela 1).
Retencdo de afinidade no anticorpo quimérico confirmou que
capa/lgG4(S241P) FC humano nado tinha efeito na afinidade de
anticorpo. As analises de afinidade foram feitas usando SRP como

descrito abaixo.

Tabela 1
mAB ka (1/Ms) | kd (1/M) KD (M)
TFPI4F36 murino 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

Anadlise de Ressonancia de Plasmons de Superficie
(Biacore) de interagao hzTFPI4F36-TFPI
[000511] Os parametros cinéticos para a interagdo de TFPI humano
recombinante ao anti-TFPI4F36A1B2 murino original, anti-TFPI4F36
quimérico, e varias variantes do anticorpo TFPI4F36 humanizado
foram determinados pela analise por SPR em Biacore, usando duas
abordagens diferentes. Estudos de avaliagdo de cinética iniciais foram
baseados em um procedimento de captura de mAbs purificados como
descrito no exemplo 1. Estes foram seguidos por um procedimento
cinético de ligacao direta em construtos de mAb selecionados, com o
anticorpo monoclonal acoplado covalentemente através de grupos
amina livres a membrana de dextrana carboximetilada (CM5) na
superficie do chip sensor. TFPI humano recombinante foi injetado em
varias concentragdes, seguidas por um periodo de dissociagdo com o
fluxo tamponado constante sobre superficie do chip sensor como
descrito no exemplo 8.

Mutagénese sitio-dirigida para introduzir retromutagoées
em mAb humanizado
[000512] Baseada na baixa afinidade da versao enxertada de CDR

de anti-TFPI4F36 humanizado, uma série de 27 mutacdes reversas
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humanas-para-camundongo (referidas como retromutagdes) foi gerada
na cadeia leve (LC) e cadeia pesada (HC) de HzTFPI4F36-CDR
enxertado. Estes mutantes foram expressos, purificados e analisados
por Biacore, como mutantes separados ou como mutantes de
combinacgdo de LC/HC. As listas de mutagdes geradas sdo mostradas
nas tabelas 2 e 3, respectivamente.

[000513] Mutagénese sitio-dirigida foi realizada para introduzir
mutagdes reversas humanas-para-camundongo (daqui em diante
referida como retromutagdes) nos residuos especificos em construtos
LC/HC HzTFPI4F36-CDRenxertados como destacado no desenho de
humanizagdo. Mutagdes foram introduzidas por dois métodos
diferentes:

1) Conjuntos de Mutagénese Sitio-dirigida ou Multi Sitio-
dirigida QuickChange® de Stratagene foram usados para introduzir
mutacdes pontuais e mutagbes de combinagdo. Os conjuntos foram
usados de acordo com o protocolo do fabricante.

2) Métodos de PCR de sobreposi¢cdo de 2 etapas padrao

também foram usados para introduzir mutagdes pontuais e para gerar
mutacdes de combinacao.
[000514] Os plasmideos de expressdo LC e HC de HzTFPI4F36-
CDRenxertado foram usados como moldes para os primeiros ciclos de
mutagénese. Em ciclos subsequentes, as mutacbes também foram
introduzidas usando plasmideos anteriormente mutados como molde.
As sequéncias de todos os construtos finais foram verificadas por
sequenciamento de DNA.

Tabela 2: Variantes mutadas da cadeia leve enxertada de
HzTFPI4F36-CDR

LC mutantes Mutacoes Ko (M)
HzTFPI4F36 LC-S63T  |S63T 7,8E-9
HzTFPI4F36 LC-P15I P15l 17,0E-9
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LC mutantes Mutacoes Ko (M)

HzTFPI4F36 LC-FR2 Y36L, K39R, Q42E, Q45K 6,3E-10

HzTFPI4F36 LC-P15l,|P15l, Y36L, K39R, Q42E,|6,4E-10

FR2 Q45K

HzTFPI4F36 LC-Y36L Y36L >3E-11
HzTFPI4F36 LC-K39R, >3E-11
Q42E,Q45K K39R, Q42E, Q45K

Tabela 3: Variantes mutadas da cadeia pesada enxertada
de HzTFPI4F36-CDR

HC mutantes Mutacoes Kb (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-A60P A60P 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, A60P Y59F,A60P 2,3E-9
HzTFPI4F36 HC-KABAT CDR2 Y59F, A6OP, K64Q 9,0E-10
HzTFPI4F36 HC-FR2, S49A A40T, G42E, G44R, S49A 1,3E-9
HzTFPI4F36 HC-FR3 N82aS, A84S, V8OM 5,3E-9
HzTFPI4F36 HC-FR3, S77T S77T, N82aS, A84S, V89IM 7,7E-9
HzTFPI4F36 HC-FR3, A93T N82aS, A84S, V8IM, A93T 4,1E-9
HzTFPI4F36 HC-FR2 A40T, G42E, G44R 8,8E-10
HzTFPI4F36 HC-FR2, S49A, A40T, G42E, G44R, S49A, Y59F, | 2,6E-11
CDR2 ABOP, K64Q
HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, G42E, G44R, Y59F, A60P, K64Q | 3,9E-11
CDR2
HzTFPI4F36 HC-FR2, CDR2 A40T, G42E, G44R, Y59F, A60P, | >3E-11
K64Q
HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, G42E, G44R, S49A, Y59F, A6OP, | >3E-11
S49A CDR2 K64Q
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HC mutantes Mutacgoes Kb (M)
HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, G42E, G44R, A60P, K64Q 9,3E-11
A60P, K64Q
HzTFPI4F36 HC-G44R, A60P, G44R, A60P, K64Q 3,0E-11
K64Q

[000515] As mutagdes tanto em LC como em HC como listadas nas
tabelas 2 e 3 sdo constantemente numeradas de acordo com a
numeracgao do esquema de Kabat como mostrado na Figura 1.
[000516] Os mutantes LC listados na tabela 2 foram expressos como
mutantes LC somente em conjunto com HC HzTFPI4F36
CDRenxertado selvagem. Os mutantes HC listados na tabela 3 foram
expressos como mutantes HC somente em conjunto com LC
HzTFPI4F36 CDRenxertado selvagem. Mutantes de combinagéo LC-
HC também foram expressos combinando mutantes LC e HC
diferentes. Mutantes sdo constantemente chamados apds a cadeia
mutada, isto é, a variante mAb final humanizada é expressa com LC
HzTFPI4F36-CDRenxertado selvagem e o HC HzTFPI4F36 mutado
FR2, S49A, CDR2. Expressao de HEK293-6E transiente foi realizada
como descrito acima.

[000517] O conjunto inicial de 9 mutantes pontuais (HzTFPI4F36 LC-
S63T & HzTFPI4F36 HC-Q3E; G44R; S49A; Y59F; A60P; K64Q;
S77T; A93T) foram baseados em um conjunto primario de
retromutagdes destacadas no desenho de humanizacao. Nenhum dos
mutantes pontuais resgatou a afinidade do anticorpo, entretanto
mutagdes na segunda regidao de estrutura da cadeia pesada humana
(FR2, entre CDR H1 e CDR H2) e na regido C-terminal da CDR H2
(omitido no esquema de enxerto de CDR minimo) foram destacadas
como sendo importantes para a ligagcao de TFPI. Medidas de afinidade
por analises de Biacore foram realizadas como descrito acima.
[000518] Os ciclos subsequentes de mutagénese incluiram diversos

mutantes de trecho nos quais todos os residuos em regides individuais
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foram mutados coletivamente. O mutante HzTFPI4F36 HC-Kabat
CDR2, tem 3 mutacdes Y59F, AGOP, K64Q na regido C-terminal da
CDR H2, que corresponde ao enxerto de CDR H2 de acordo com a
definicdo de Kabat e ndo de acordo com o esquema de enxerto de
CDR minimo usado para a variante HzTFPI4F36-CDRenxertada
inicial. Este mutante de trecho junto com mutantes de trecho em LC
FR2 e HC FR2 melhorou a afinidade do anticorpo TFPI4F36
humanizado significativamente, mas nenhum dos trés mutantes de
trecho individualmente restaurou a alta afinidade de TFPI4F36.
[000519] O mutante HC com mutag¢des combinadas em HC FR2, e
CDR2 (A40T, G42E, G44R, S49A, Y59F, A60P, K64Q) realmente
restaurou a afinidade completamente. Este mutante introduziu 7
residuos murinos adicionais na sequéncia de anticorpo. A combinacao
de mutantes LC FR2 (tanto mutagées FR2 como Y36L) e HC FR2
e/ou mutantes de CDR2 também resultou em mutantes de alta
afinidade. Entretanto a combinacdo destes mutantes LC/HC
constantemente resultou em rendimentos de expressdo mais baixos
em comparacdo com os mutantes HC sozinhos. Estes resultados
indicaram que a inclusdo dos mutantes LC tinha um impacto negativo
na estabilidade destas variantes de anticorpo, por isso sugerindo que
um modelo de interacado delicado entre o TFPI4F36 humanizado LC e
HC exista.
[000520] Na ultima série de mutantes, as 7 mutagbées em HC FR2, e
CDR2 (A40T, G42E, G44R, S49A, Y59F, A60P, K64Q) foram
dissecadas a fim de eliminar retromutagdes potencialmente nao
contribuintes. Uma série de 5 mutantes foi gerada para visar este
ponto.
[000521] Em 3 mutantes, as retromutagdes foram excluidas em FR2:

HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, CDR2

HzTFPI4F36 HC-FR2, CDR2
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HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, S49A CDR2
[000522] Em 2 mutantes, as mutacdes adicionais em CDR2 também
foram eliminadas:

HzTFPI4F36 HC-G44R, A60P, K64Q

HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, A60P, K64Q
[000523] Nenhum dos mutantes, entretanto, esteve em paridade com
o mutante CDR2 HC FR2 combinado. Afinidade ou niveis de
expressdo (ou ambos) foram impactados por qualquer reducdo do
subconjunto mutante CDR2 HC FR2. Os dois mutantes HzTFPI4F36
HC G42E, G44R, Y59F, A60P, K64Q com 5 retromutacdes restantes e
HzTFPI4F36 HC G42E, G44R, A60P, K64Q com 4 retromutacdes
residuais foram escolhidos para a comparacido completa com
HzTFPI4F36 HC-FR2, S49A, CDR2.
[000524] HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, A60P, K64Q e HZTFPI4F36
HC-FR2, S49A, CDR2 expressou em niveis comparaveis, enquanto
HzTFPI4F36 HC-G42E, G44R, CDR2 tinha um nivel de expresséao
levemente mais baixo. Estudos de estabilidade biofisica acelerada nao
mostraram diferenca na estabilidade nas trés variantes.
[000525] As afinidades medidas por Biacore sao listadas abaixo.
[000526] Eficacia in vivo medida no ensaio de dPT (como descrito
abaixo) foram comparaveis para as trés variantes.
[000527] Tabela 4: parametros cinéticos para a interagaéo entre TFPI
e variantes TFPI4F36 humanizadas.

Tabela 4: Parametros cinéticos da interacao entre TFPI e

variantes de TFPI4F36 humanizadas.

Mutante Kb (pM) Rendimento da Numero de
expressao (mg/L) retromutagoe

S

HzTFPI4F36 A40T, G42E, G44R, S49A, Y59F, 26 54 7
AB0P, K64Q

HzTFPI4F36 G42E, G44R, Y59F, AGOP, K64Q 39 24 5
HzTFPI4F36 G42E, G44R, A6OP, K64Q 93 53
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[000528] Com base nos dados descritos acima, a HC FR2 original, e
mutante CDR2 com 7 retromutagcdes HC (A40T, G42E, G44R, S49A,
Y59F, AGOP, K64Q) testaram superior a outras variantes; esta variante
€ neste pedido referida como HzTFPI4F36 ou como mAbTFPI12021.
[000529] E provavel que as mutagdes de CDR2 Y59F, A60P, K64Q
afetem a afinidade de anticorpo interagindo diretamente com o
antigeno. Mutagdes A40T, G42E, G44R residem em um deslocamento
de FR2 que conecta CDRH1 e CDR H2, remoto da face de ligagéo a
antigeno e podem ser equilibrados para estabilizar interagdes LC-HC.
A mutacdo S49A ¢é inserida no meio de um grupo altamente
hidrofébico de cadeias laterais que podem explicar porque alanina é
preferencial sobre serina nesta posicdo de maneira interessante, por
isso, a alta afinidade de HzTFPI4F36 é obtida como uma combinacgao
de mutagdes que melhoram a interagao de antigeno direta e mutagdes
remotas da regiao de ligagao a antigeno que estabilizam o anticorpo.
[000530] Finalmente, HzZTFPI4F36 tem uma afinidade (Kp) de ~25
pM e contém 35 residuos de aminoacidos derivados da sequéncia de
anticorpo de camundongo, correspondente a 5,2% do numero total de
residuos no anticorpo.
[000531] As sequéncias de aminoacidos da regiao variavel leve (VL),
regiao variavel pesada (VH), cadeia leve e cadeia pesada de um
construto humanizado selecionado, HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021), sao
mostradas nas SEQ ID NOs: 15, 18, 21 e 24, respectivamente.
Ensaios in vitro de eficacia
[000532] O anticorpo anti-TFPI4F36 é capaz de neutralizar a inibicao
mediada por TFPI do fator de coagulacdo Xa (FXa) e o complexo de
fator tecidual (TF) e fator Vlla (FVIla). As atividades de variantes de
anticorpo TFPI4F36 murino e humanizado foram medidas em um teste
de tempo de protrombina diluida (dPT). O ensaio de dPT foi usado

para medida da atividade pré-coagulante de anticorpos anti-TFPI.
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Aumento das concentracbes plasmaticas do anticorpo anti-TFPI
encurta o tempo de coagulagao dPT.

Exemplo 4: Purificacdo, cristalizacdo e estrutura do
fragmento Fab de MuTFPI4F36 (Fab) e o sequndo dominio Kunitz
(K2) de Inibidor da Via de Fator Tecidual Humano (TFPI)

[000533] Um fragmento de TFPI incluindo seu segundo dominio de
Kunitz (K2) e uma marcagédo His6 de C-terminal (SEQ ID NO: 2) foi

cocristalizado com o fragmento Fab MuTFPI4F36 (Fab). A estrutura do

complexo foi resolvida por cristalografia de raio x. Foi encontrado que
o epitopo de ligacdo K2 era composto de residuos E10, E11, P13,
R17, Y19, T21, Y23, Q28, Q31, E33, R34, F35, K36 e L50. Foi
encontrado que o paratopo no Fab compreendia residuos E31, S32,
D33, Y37, A96, T97, H98 e F99 da cadeia leve MuTFPI4F36 (SEQ ID
NO: 4) e residuos N31, R53, S54, S56, Y57, Y59, F60, P61, D62, Q65,
Y102, D103 e D106 da cadeia pesada MuTFPI4F36 (SEQ ID NO: 8).

Materiais e Métodos

Cromatografia por Exclusdo de Tamanho Analitica.
[000534] Cromatografia por exclusdo de tamanho analitica (SEC) foi
realizada usando uma coluna Biosep S-3000 (300 x 7,80 mm)
(Phenomenex) eluida com tampao PBS (fosfato 10 mM, NaCl 150 mM,
KCI 3 mM, pH 7,5) em uma taxa de fluxo de 0,8 mL/min.

Preparagéo e Purificagdo do Complexo Fab/K2.
[000535] O complexo Fab/K2 foi preparado pela mistura de Fab
(0,27mg/mL em tampao PBS, pH 7,4) e K2 (0,29 mg/mL em PBS, pH
7,4) em uma proporgcdo molar de 1:1.5 (5,4 mg de Fab e 1,4 de mg
K2). O complexo foi concentrado em um dispositivo de filtro centrifugo
(Amicon, corte de pm 10 kD) a uma concentragdo de ~6,7 mg/mL.
Para remover K2 em excesso, a amostra concentrada foi aplicada a
uma coluna de filtracdo Superdex 75 (CV300) eluida em gel com

tampao PBS, pH 7,4 em uma taxa de fluxo de 1 mL/min. Fragbes
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contendo o complexo Fab/K2 foram agrupadas e concentradas a uma
concentragao proteica de 9,2 mg/mL. Esta solugdo foi usada para
cristalizacéo.

Cristalizacdo do Complexo Fab/K2.
[000536] O complexo Fab/K2 foi cristalizado como hastes pelo
método de gota pendente usando uma solugdo precipitada contendo
citrato de potassio tribasico 0,2 M (pH 8,0) e PEG 3.350 a 20% em p/v.

Determinacéao de Estrutura Cristalina.
[000537] A estrutura do complexo Fab/K2 foi resolvida pelo método
de substituicdo molecular usando estruturas de PDB 1F8T e 1TFX
como moldes para moléculas de Fab e K2, respectivamente.

Resultados
[000538] O complexo entre Fab e K2 foi preparado pela adicdo de
excesso de K2 a uma solugao de Fab. A Figura 6 mostra a formacéao
de complexo monitorada pela cromatografia por exclusdo de tamanho
analitica (SEC). Este método separa moléculas de acordo com seu
tamanho molecular com as maiores espécies que eluem antes que as
menores. Os picos correspondentes a K2 e Fab foram bem separados
devido a grande diferenga no peso molecular (pm ~8 kDa e 48 kDa,
respectivamente). A adicdo de K2 a solugdo de Fab resultou em
deslocamento menor esperado na posicao de pico em direcado a
tempos de retencdo mais curtos. O complexo foi faciimente separado e
obtido em forma pura pela separagao de K2 em excesso usando SEC
preparativo.
[000539] As condi¢des para cristalizagao do complexo Fab/K2 foram
rastreadas usando varios rastreamentos de cristalizacido comerciais. O
método de gota pendente permitiu cristais em forma de haste
adequados para analise de raio x de cristal unico e a estrutura foi
resolvida pelo método de substituicdo molecular usando estruturas

depositadas no PDB como moldes. A Figura 7 mostra a estrutura total
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do complexo Fab/K2. Exibidas sdo as cadeias leves e pesadas,
constituindo a molécula Fab, e exibindo o enovelamento B-sanduiche
esperado da imunoglobulina caracteristico para moléculas de
anticorpo. Também sdo mostradas as alcas de CDR que entram em
contato com o antigeno e definem a especificidade e afinidade do
anticorpo.
[000540] O antigeno, K2, exibe a B-folha antiparalela unica
caracteristica (1 (120-N26) e B2 (Q31-Y37)) e a a-hélice N-terminal
(a1, L50-156) que define o enovelamento de Kunitz (Figura 8).
Também estédo presentes hélices 310 opcionais proximas ao N-terminal
(a0, D5-F8) seguido pela alga 1 (L1, L9-Y19) levando a B 1, que é
conectada a B2 através de uma alga curta (LB, N27-K30). No
segmento C-terminal, a alga 2 (L2, G38-T49) conecta 2 com a1.
Finalmente, trés ligagcdes dissulfeto caracteristicas (C7-C57, C16-C40
e C33-C53) conectam a0 com a1, L1 com L2 e B2 com a1,
respectivamente.
[000541] Duas estruturas de K2 foram depositadas no Banco de
dados de Proteina Mundial (PDB). Uma estrutura, 1ADZ, é
determinada por espectroscopia de NMR e representa a estrutura em
solucao livre, ao passo que a outra, 1TFX, é determinada pela
cristalografia de raio x e representa K2 complexado com tripsina
porcina. A Figura 9 mostra a superposicdo estrutural de K2
representada pela molécula 1ADZ, 1TFX e K2 no complexo com Fab.
Os tracos do esqueleto parecem muito similares entre as trés
estruturas, sugerindo que o enovelamento Kunitz com suas trés
ligacdes dissulfeto de estabilizacédo seja bastante rigido.

Descricdo do epitopo de ligacdo MuTFPI4F36 K2
[000542] O epitopo de ligacdo no antigeno K2, definido como

residuos em K2 contendo pelo menos um atomo pesado de cadeia

lateral situado dentro de uma distancia de 4 A ou menos de um atomo
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pesado em Fab, compreende residuos E10, E11, P13, R17, Y19, T21,
Y23, Q28, Q31, E33, R34, F35, K36 e L50 (Figura 10). Os residuos de
contato em K2 sdo localizados em L1 (E10, E11, P13, R17, Y19)
estrutura de B-folha (T21, Y23, Q31, E33, R34, F35, K36) e a al¢a de
conexdo, LB (Q28) e, finalmente, um unico a1 (L50). A Figura 10
representa o epitopo de ligacdo mapeado tanto na estrutura 3D de K2
como na sequéncia de aminoacidos primaria.
Descricdo do paratopo MuTFPI4F36
[000543] O paratopo no fragmento Fab MuTFPI4F36 foi determinado

da mesma estrutura de raio x do complexo entre o Fab MuTFPI4F36 e

o dominio K2 de TFPI. O paratopo foi definido como aqueles residuos
no Fab MuTFPI4F36 tendo um atomo pesado dentro de uma distancia
de menos de 4 A de um atomo pesado no dominio K2. Os residuos de
contato na cadeia leve sdo localizados nos residuos E31, S32, D33,
Y37, A96, T97, HI98 e F99 da SEQ ID NO: 4. Os residuos de contato
na cadeia pesada sao localizados nos residuos N31, R53, S54, S56,
Y57, Y59, F60, P61, D62, Q65, Y102, D103 e D106 da SEQ ID NO: 8.
A posicao do paratopo ¢ ilustrada na Figura 3.
Exemplo 5: Estrutura do complexo Fab K2/HzTFPI4F36

[000544] Usando metodologia similar aquela descrita para

determinacao da estrutura tridimensional de Fab MuTFPI4F36 ligado a
K2, a estrutura do complexo entre o fragmento de Fab do anticorpo
humanizado, HzTFPI4F36, e K2 foi determinada. Foi encontrado
esperadamente que o Fab de HzTFPI4F36 ligava-se a mesma regiao
em K2 que o Fab murino do qual € derivado. A similaridade total entre
as estruturas dos dois complexos € evidente na Figura 11, onde tracos
de faixa do esqueleto s&o recobertos para complexos K2/TFPI4F36
Fab e K2/HzTFPI4F36 Fab. O epitopo (utilizagado definida de um corte
4 A) em K2 foi, para HZTFPI4F36, encontrado compreender residuos
E10, E11, D12, P13, R17, Y19, T21, Y23, F24, N26, Q28, Q31, C32,
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E33, R34, K36 e L50. Em comparacdo com a estrutura de
K2/MuTFPI4F36, os Fab de origem murina, D12, F24, N26 e C32
estdo no complexo K2/HzTFPI4F36 humanizado dentro do corte 4 A,
ao passo que F35 esta fora. Isto reflete diferencas menores em
orientagdes da cadeia laterais dentro das interfaces de ligagdo dos
complexos K2/Fab MuTFPI4F36 e Fab K2/HzTFPI4F36, apesar de
que as regidbes de CDR em MuTFPI4F36 e HzTFPI4F36 sejam
idénticas.
Exemplos 6 a 8
[000545] A funcédo de HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021) foi comparada a

fungdo de todos (quatro) anticorpos monoclonais comercialmente

disponiveis, alguns dos quais s&o ditos para ligar ao dominio K2 de
TFPI; alguns dos ndo foram descritos com respeito a ligagéo.

Exemplo 6: ensaio de neutralizacao de TFPI: inibicao de

FXa

[000546] Materiais usados foram tampédo BSA no ensaio (Hepes 50
mM; NaCl 0,1 M, CaCl. 5 mM, BSA 0,1 mg/mL, pH 7,4) e os reagentes
mostrados na tabela 5.

Tabela 5: Materiais usados

Reagente Companhia/Referén | Concentragao Concentragao final
cia estoque (diluicao em
tampao BSA)
FXa humano Enzyme Research | 21,7 uM 5nM
Laboratory
TFPI humano | Referéncia: Pedersen | Liofilizado em | 6 nM

et al., 1990, J. Biol. | glicilglicina a 10
Chem. 265, p. 16786- | mM, NaCl a 100

16793 mM; tampéao
manitol a 165 mM
pH 7,0.

Reconstituido em

agua.
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Reagente Companhia/Referén | Concentragao Concentracao final
cia estoque (diluicao em
tampao BSA)
mAbTFPI4F36 | Presente invencao 5a 150 nM
mAb0281 Ab systems
mAb4904 AD
mAb2974 R&D systems
mAb29741 R&D systems
S2765 Chromogenix 20 mM 1 mM
Método:

[000547] TFPI humano completo recombinante (concentracéo final 6
nM)) foi misturado no tampéo BSA com concentra¢des crescentes do
mADb de interesse (concentragao final: 5 a 150 nM) por 30 min. FXa foi
adicionado e incubado 30 min com mistura por outros 30 min.
Substrato cromogénico S2765 foi adicionado e a absor¢do em 405 nm
foi medida por 15 min em um Spectramax. Atividade 100% representa
a atividade de FXa sem adicao de TFPI.

Tabela 6: Neutralizagao da inibicao de TFPI de FXa

Companhia mAb ID ICsonM | % de
neutralizagcao de
TFPl em 150 nM

Presente invencgao HzTFPI4F36 12,6 100%

(mAbTFPI12021)
AbNova mADb0281 nd <10%
American mADb4904 nd <10%
Diagnotica
R&Dsystems mADb2974 29,4 90%
R&Dsystems mADb29741 nd <10%
Conclusao:

[000548] Em 150 nM, HzTFPI4F36 (mAbTFPI 2021) neutralizou
totalmente a inibicdo de TFPI de FXa. Quase nenhuma atividade foi
detectada para mAb0281, mAb4904 e mAb29741.

Peticao 870210046490, de 24/05/2021, pég. 140/160



135/145

Exemplo 7: ensaio de neutralizacdo de TFPI: inibicdo de
FVIla/TF/FXa
[000549] Materiais usados foram tampdo BSA (Hepes a 50 mM,;
NaCl a 0,1 M, CaCl> a 5 mM, BSA a 0,1 mg/mL, pH 7,4) EDTA: 50 mM
e os reagentes listados na tabela 7.

Tabela 7

Reagente Companhia/Referéncia  [Concentragao [Concentragao

Estoque final (diluigao
em tampao
BSA)
MAB2974 R&D systems 3330 nM Variavel (5 a 150
MAbTFPI4F36|Presente invengdo 75300 nM nM)
NovoSeven Novo Nordisk 27 uM 1 pM
vesiculas Vesiculas fosfolipidicas HTI2,0 mM 10 uM

catNo.PCPS-02 No.W1115-
75% PC - 25% PS

S-2765 Chromogenix 35 mM 0,5 mM
FX American Diagnostica inc.[165 uM 160 nM
Fator bovino X Numero do
produto 510 Lote No.
050920 dissolvido em
glicerol/agua a 50%

TFPI Referéncia: Pedersen et al.,18,6 uM 1 nM
1990, J. Biol. Chem. 265, p.
16786-16793

TF (Innovin) Dade BehringNo0.2010-01-2,8 nM (6nM) 1 pM
11N0.536975 frasco diss.
em 10mL de H20

Método:

[000550] Adicionar todos os componentes nas concentragdes finais
indicadas na tabela. Adicionar 25 pL de FX, 25 yL de mAb TFPI em
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concentragdes variadas, 25 yL de TFPI humano, 25 uL de FVlla-TF
(innovin) em pogos de microtitulo. Incubagao por 40 min a temperatura
ambiente. Adicionar 50 uyL de EDTA seguido por 50 pyL de S-2765.
Misturar e ler a placa por 15 min em 405 nm em Spectramax. Atividade
100% ¢é a atividade de FVIla/TF/FX obtida sem TFPI presente.

Tabela 8: Neutralizagao da inibicdo de TFPI de FVIla/TF/FX

Companhia mAb ID ICs % de neutralizagdao de
TFPlem 150 nM
Presente invencdo | HzTFPI4F36 3,8nM | 100%
(mAbTFPI2021)
AbNova mAb0281 nd Nd
American mAb4904 nd Nd
Diagnotica
R&Dsystems mAb2974 45,6 53%
nM
R&Dsystems mMADb29741 nd Nd
Concluséo:

[000551] Em uma concentracado de mAb de 150 nM, TFPI é
totalmente neutralizado por mAbTFPI12021. mAb2974 também alcanca
a saturagdo mas nao neutraliza totalmente TFPI (neutralizagdo 53%).

Exemplo 8: analise de interacao de ligacao

[000552] Os materiais usados foram como listados na tabela 9.

Tabela 9

Reagente Companhia

TFPI Liofilizado em dlicilglicina a 10 mM, NaCl a 100 mM;
tamp&o manitol a 165 mM pH 7,0. Reconstituido em
agua.

mAbTFP12021 Presente invengéo

mAb0281 Ab systems

mAb4904 AD

mAb2974 R&D systems

mAb29741 R&D systems

Todos os outros reagentes Biacore
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Método:
[000553] Analise de interacdo de ligagéo foi obtida por Ressonancia
de Plasmons de Superficie em um instrumento Biacore T-100. Captura
do anticorpo monoclonal relevante em uma concentragdo fixa foi
obtida pela imobilizagao direta em um chip CM5 do mAb em um nivel
de 500-1000 RU em acetato de sd6dio 10 mM pH 4,5 a 5,0. Diluicbes
de quatro vezes de TFPI completo humano recombinante ou forma
curta de TFPI humano (1 a 161 residuos de aminoacidos) de 200 nM a
0,2 nM foram testadas para ligar ao mAb imobilizado. Tampao de
corrida e diluigao: HEPES 10 mM, 150 mM, p20 0,005%, pH 7.,4.
Regeneracéo foi obtida por Glicina 10 mM, pH 1,7. Determinagdo de
constantes cinéticas e de ligacdo (kon, Kof, Kp) foi obtida assumindo
uma interagdo 1:1 de TFPI e o anticorpo de interesse usando o
programa de avaliacédo Biacore T100. Os resultados sdo mostrados na
tabela 10. Competicdo dos diferentes mAbs para ligacdo a TFPI
quando ligados a mAbTFPI2021 ("mAb2021", HzTFPI4F36) foi obtida
por imobilizacdo de mAbTFPI2021 a 5000 RU em um chip CM5
seguido por ligacdo de TFPI 50 nM seguido por concentragdes
variadas dos mAbs (2974, 0281, 4904, 29741) a serem testados para
competicdo. Resultados sdo mostrados na tabela 11. Regeneragao do
chip foi obtida por Glicina 10 mM, pH 1,7.

Tabela 10: Analise de ressonancia de plasmons de
superficie (SPR). Ligagdo a TFPI humano de extensédo total.

Constantes cinéticas e de ligagao.

Fabricante mAb ID |ka (1/Ms) kd (1/s) |Kp (M) Kb nM
Presente invencdo |mAb2021 [2,39E+06 [3,58E-05 [1,50E-11 |0,015
AbNova mAb0281 [3,99E+050,001436 [3,60E-09 (3,60

American mAb4904 1,42E+05(00,1294 [9,14E-09 9,14

Diagnotica

R&Dsystems mAb2974 1,39E+06 (0,001202 8,64E-10 (0,864
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Fabricante mAb ID |ka (1/Ms) kd (1/s) |Kp (M) Ko nM
R&Dsystems mAb2974 9,51E+050,003165 (3,33E-09 (3,33

1
Tabela 11: Anadlise de SPR. Constante de ligagdo para

ligacdo a TFPI humano de extensdo total e TFPIl4e1(dominios K1 and
K2). Competicdo com mABTFPI 2021.

Fabricante mAb ID Ko (M) | Ko (M) |Competicao
TFPI TFPlie1 | com mAB
4F36
Presente mAbTFPI12021 | 1,50E- 4,55E-11 | Sim
invengéo 11
AbNova mAb0281 3,60E- 7,28E-09 | Nao
09
American mAb4904 9,14E- Sem Nao
Diagnotica 09 ligacao
R&Dsystems | mAb2974 8,64E- 3,12E-09 | Sim
10
R&Dsystems | mAb29741 3,33E- Sem Nao
09 ligacao
Concluséao

[000554] mADbLTFPI2021 se liga a TFPI com uma afinidade mais alta
do que qualquer um dos outros mAbs testados (Kp 15 pM). Somente o
MAb2974 compete por ligacdo ao mesmo sitio que mAb TFPI4F36.

Exemplo 9: Neutralizaciao de TFPI em células endoteliais

vasculares umbilicais humanas (HUVECSs)

[000555] Células endoteliais expressam constitutivamente TFPI em
uma forma que esta ligada a superficie celular através de uma ancora
glicosilfosfatidilinositol (GPI). TFPI ancorado por GPIl inibe
especificamente a atividade mediada por TF quando TF é expresso na

mesma celula que TFPIl. Para demonstrar que HzTFPI4F36
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(mAbTFPI12021) neutraliza a inibicdo por TFPI ligado a célula muito
mais eficientemente que mAb 2974, aplicamos células endoteliais
vasculares umbilicais humanas HUVECs; e a fim de induzir a
expressao de TF, estas células foram estimuladas com TNFa (Sigma
RBI) e IL1B3 (Roche) antes do teste de ativacéo catalisada por FVIla/TF
de FX.
[000556] Células HUVEC foram cultivadas a confluéncia em placas
de 96 pogos em meio EBM-2 (Clonetics) e estimuladas com TNFa 20
ng/mL e IL1B 20 ng/mL por 2 horas antes do teste. O teste foi
realizado em HEPES 25 mM, NaCl 137 mM, KCI 3,5 mM, 5 mM CacCl,
1 mg/mL BSA (0,1%) ph 7,4, e a ativagdo de FX foi seguida na
presenga do anticorpo (0 a 20 nM) e com adigéo de FVlla 50 pM e FX
50 nM. Geragao de FXa foi medida com 0,6 mM de um substrato
cromogénico, S-2765 (Chromogenix) e calibrada em direcdo a uma
curva padrao de FXa.
[000557] A Figura 12 mostra os resultados quando a inibigdo por
TFPI ligado a célula foi eliminado por 0 a 20 nM de HzTFPI4F36 ou
mAb 2974. Ativacdo mediada por TF/FVlla de FX foi estimulada por
HzTFPI4F36 com meia concentragao de efeito maximo, (EC50 ~ nM)
ao passo que apenas alguma estimulacdo da geracdo de FXa foi
observada com o mAb 2974 em 20 nM.
[000558] Dessa forma, este exemplo ilustra que HzTFPI4F36, ao
contrario de mAb 2974, neutraliza eficientemente a inibicdo de
ativacao de FX mediada por TF/FVIla por TFPI ligado a célula.
Exemplo 10: Neutralizacdo de inibicdo de TFPI de
atividade TF/FVlla_sobre células 231 MDA-MB de carcinoma de
mama humano.
[000559] Células 231 MDA-MB expressam constitutivamente altos

niveis de TF e quantidades insignificantes de TFPI na superficie.

Ativagdo mediada por TF/FVIla de superficie celular de FX pode ser
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inibida por TFPI exdgeno adicionado. Para demonstrar que
HzTFPI4F36 neutraliza este tipo de inibicdo de TFPI muito mais
eficientemente do que mAb 2974, aplicamos células 231 MDA-Mb e
testamos a capacidade de varias concentragdes do anticorpo para
eliminar a inibicido de TFPI da ativacao catalisada por FVIla/TF de FX.
[000560] Células 231 MDA-MB foram cultivadas a confluéncia em
placas de 96 pocos em DMEM Gibco catNo. 31966-021 fornecido com
FCS 10% e P/S 1%. O teste foi realizado em HEPES 25 mM, NaCl 137
mM, KCI 3,5 mM, CaCl 5§ mM, BSA 1 mg/mL (0,1%) pH 7,4, e ativagéo
de FX foi seguida na presenga do anticorpo (0 a 20 nM) e com adigéo
de TFPI completo recombinante humano 2,5 nM, FVlla 100 pM e FX
50 nM. Geragao de FXa foi medida com 0,6 mM de um substrato
cromogénico, S-2765 (Chromogenix). A absorvancia em 405 nm foi
medida continuamente e a atividade de FXa foi determinada pela
medida da inclinagdo da curva de progresso em 15 min apos inicio da
reacao.

[000561] A Figura 13 mostra os resultados quando a inibigao por
TFPI foi eliminada por 0 a 20 nM de HzTFPI4F36 ou mAb 2974.
Ativacao mediada por TF/FVlla de FX foi estimulada por HzZTFPI4F36
com meia concentragao de efeito maximo, (ECso ~ 2 nM) ao passo que
a estimulacdo da geracdo de FXa foi obtida em uma concentragao
substancialmente mais alta de mAb 2974 (ECso > 20 nM).

Exemplo 11: Mapeamento dos epitopos de ligacdo dos
anticorpos _monoclonais _anti-TFPl, HzTFPI4F36 e mAb2974,
usando ELISA.

[000562] O epitopo de ligagdo para HzTFPI4F36 no dominio Kunitz
de TFPI 2 (K2) foi mapeado pela resolugdo da estrutura cristalina do
complexo TFPI-K2/HZTFPI4F36. O efeito de mutagdo de residuos de
aminoacidos unicos em TFPI dentro (E10, R17 e Y19) e fora (D5) do
epitopo de ligacdo de HzTFPI4F36 na afinidade de ligagcdo a
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HzTFPI4F36 e mAb2974 (R&D systems) foi analisado por ELISA. As
variantes de TFPI foram expressas em células HEK293-F e os ELISAs
foram realizados usando o meio condicionado das culturas celulares.
[000563] As concentracoes de TFPI-WT e mutantes de TFPI foram
estimados por um ELISA, que se ligam a TFPlI K1 (MAb4903,
American Diagnostica) e K3 (MAb4F110, interno) e por isso ndo é
afetado pelas mutagdes. O efeito das mutagdes na ligagdo a
HzTFPI4F36 foi analisado usando MAb4903 e HzTFPI4F36 no ELISA.
O efeito sobre a ligacdo de MADb2974 foi determinado usando um
ELISA com MAb2974 e MAb4F110.
[000564] Os efeitos das mutagbes em Kunitz TFPI-2 na ligagéo a
HzTFPI4F36 e MADb2974 respectivamente, foram calculados em
relacdo a TFPI-WT (ligacdo 100%) e ilustrados na Figura 14. Os
numeros foram corrigidos para diferengas em niveis de expressao.
Conclusao:
[000565] A mutacdo de alanina dos trés residuos de aminoacidos
dentro do epitopo de ligacdo de HzTFPI4F36 resultou na ligagao
reduzida a HzTFPI4F36, ao passo que a substituicdo de alanina do
residuo localizado fora do epitopo (TFPI-D5A) nado tinha efeito.
Somente um dos quatro mutantes de alanina, TFPI-Y19A, reduziu
ligagdo a MAb2974.
[000566] Finalmente, HzTFPI4F36 e MADb2974 tém epitopos de
ligacao distintos mas ficam sobrepostos localizados em TFPI-Kunitz 2.

Exemplo 12: Estudos in vivo

[000567] Coelhos foram tornados transientemente hemofilicos pela
administragdo intravenosa de 2000 RBU/kg de anticorpos anti-FVIII
monoclonais. Apés 10 minutos, os coelhos receberam 12000 U/kg de
anticorpo anti-TFPI (4F36; 1,93 mg/kg). Hemorragia de cuticula foi
induzida 45 minutos apds administragcao de anticorpo anti-FVIII.

[000568] O anticorpo 4F36 causou uma reducgado significante do
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tempo de sangramento de cuticula (Figura 15). Administracdo do
anticorpo 4F36 ndo levou a diminuigdo significante no numero de
plaquetas (Figura 18).

[000569] Um experimento similar foi repetido no qual trés grupos de
oito coelhos transientemente hemofilicos receberam anticorpo controle
de isotipo (grupo controle negativo), anti-TFPI 2 mg/kg (mAb 4F36) ou
NovoSeven 9 mg/kg (grupo controle positivo) 5 minutos apds a
hemorragia de cuticula ser induzida. Resultados sao ilustrados na
Figura 16: administragdo de mAB 4F36 resultou em uma redugado
consideravel em perda sanguinea (aproximadamente 85%) em todos
os recipientes, demonstrando que mAb4F36 pode ser usado "sob
demanda".

Exemplo 13: Estimativa de relacao dose-efeito em

coelho

[000570] A relacido dose-efeito do mAb HzTFPI4F36 humanizado foi
examinada em um modelo de hemofilia de coelho. Coelhos foram
tornados hemofilicos transientes pela administragao iv de um anticorpo
anti-FVIIl monoclonal. Ap6és 10 minutos, os coelhos receberam 0,5, 1,
2 mg/kg de HzTFPI4F36 ou um anticorpo controle de isotipo. Apos
hemorragia de cuticula ser induzida por outros 35 minutos, seguida por
um periodo de observacdo de 60 minutos, HzTFPI4F36 reduziu o
tempo de sangramento significativamente e dependentemente de dose
bem como a perda sanguinea ao aumentar a dose de 0,5 a 2 mg/kg
(Figura 17). Dessa forma, uma redugao significante tanto do tempo de
sangramento como da perda sanguinea foi alcancada com
HzTFPI4F36 1 mg/kg, correspondente a uma concentragao plasmatica
de 18780 ng/mL de HzTFPI4F36. Normalizagdo da hemorragia foi
alcancada em 2 mg/kg, correspondente a uma concentragéo
plasmatica de 30980 ng/mL de HzZTFPI4F36.

[000571] Estes dados indicam que a ‘concentragao eficaz', por
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exemplo, concentracdo plasmatica necessaria para normalizagdo no
presente modelo - de HzTFPI4F36 esta na faixa de 18780 e 30980
ng/mL.

Exemplo 14: PK/PD em coelhos - ‘Duracao de Acao'
[000572] Um estudo farmacocinético de HzTFPI4F36 em coelhos

dosados com 20 mg/kg foi realizado. Em pontos do tempo
predeterminados durante o estudo, amostras de sangue foram tiradas
dos coelhos para perfil farmacocinético por um ELISA medindo
HzTFPI4F36 livre (mostrado na fig. 3 abaixo). Estudos de efeito foram
realizados em 4 dias (96 horas), 7 dias (168 horas) e 10 dias (240
horas) apds administragcdo, usando o modelo de sangramento de
cuticula em coelhos hemofilicos transientes, os pontos de tempo de
efeito sdo indicados na Figura 19.

[000573] O perfil farmacocinético é bifasico indicativo da depuracao
mediada alvo. Dessa forma, acima da flexdo da curva, mAb livre em
excesso esta presente (mABIlivre> TFPltotal), abaixo da curva:
mAblivre <TFPltotal. Em bom acordo com o perfil farmacocinético,
tanto perda sanguinea como tempo de sangramento foi
significativamente reduzido tanto em 4 como 7 dias apos
administracdo de HzTFPI4F36 20 mg/kg intravenosamente, ao passo
gue nenhum efeito significante foi observado apds 10 dias (Figura 20).
[000574] Estes dados confirmam que a concentragdo plasmatica
eficaz de HzTFPI4F36 em um modelo de sangramento de cuticula em
coelhos hemcofilicos esta entre 18780 e 30980 ng/mL que esta perto do
limite de saturagao de TFPI (flexdo da curva). Consequentemente, um
dose iv. Unica de HzTFPI4F36 20 mg/kg reduziu o sangramento de
cuticula por pelo menos 7 dias, que correspondeu ao periodo de
tempo que a concentragao plasmatica esteve acima da ‘concentragao
eficaz'

Exemplo 15: modelo farmacocinético baseado em
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dados de PK de macaco

[000575] Uma avaliacdo farmacocinética foi feita baseada em um
estudo farmacocinético em macacos, onde tanto doses unicas como
multiplas foram administradas (Figura 21). Os niveis de dose variaram
de 2 a 200 mg/kg.

[000576] O perfil PK em macaco (20 mg/kg, painel superior) € similar
ao coelho, que indica a presenca da distribuicdo similar de endotélio
soluvel e ligado a TFPI. Dessa forma, estes dados indicam que os
dados de efeito de coelho podem ser empregados para predizer a
faixa de efeito no macaco. Além disso, a afinidade de HzTFPI4F36
para humano, macaco e coelho TFPI & similar (0 mesmo epitopo) e
distribuicdo de tecido de TFPI similar nas trés espécies permite
predicdes de dose no macaco e no homem.

Exemplo 16: Simulacoes

[000577] Baseado no modelo apresentado acima, foi possivel fazer
uma série de simulagdes. O objetivo principal das simulagdes foi
descrever o regime 6timo de dosagem em configuracdo de dose
multipla. A concentragao alvo (TFPI) ndo era conhecida, mas os dados
de efeito de coelho acima permitem a suposicdo que se o objetivo esta
perto da saturagdo em um nivel de 30000 ng/mL, entdo o efeito
completo em um modelo de sangramento € obtido. Por isso, o objetivo
principal das simulagcbes foi avaliar que niveis de dose durante o
periodo do tempo levariam a saturagao completa. A Figura 22 exibe
uma simulagdo de 1 mg/kg administrado subcutaneamente. A Figura
23 mostra uma simulagao de HzTFPI4F36 15 mg/kg (mAbTFPI 2021)
administrado IV a cada terceira semana. A Figura 24 mostra uma
simulagao de HzTFPI4F36 20 mg/kg (mAbTFPI 2021) administrado IV
a cada segunda semana.

[000578] Em suma, baseado nas simulagdes acima mencionadas, a

seguinte predicdo de regime de dose pode ser feita para seres
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humanos:

Tabela 12: Regime de dosagem

Tipo de dose Dose Regime de dosagem
adm S.c. 1 mg/kg Todo 2° dia
adm l.v. 10 a 20 mg/kg Toda 22 a 4 2semana

Peticio 870210046490, de 24/05/2021, pég. 151/160



1/4

REIVINDICAGOES

1. Anticorpo monoclonal, caracterizado pelo fato de que é
capaz de se ligar especificamente ao dominio K2 de TFPI, em que o
dito anticorpo é capaz de se ligar especificamente a um epitopo
compreendendo o residuo R17 da SEQ ID NO: 2 e o KD do referido
anticorpo € inferior a 0,8 nM, conforme determinado usando
ressonancia de plasmons de superficie;

em que a cadeia pesada do referido anticorpo compreende
uma sequéncia de CDR3 dos aminoacidos 99 a 110
(LGGYDEGDAMDS) da SEQ ID NO: 18, em que um, dois ou trés
desses aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente;

em que a cadeia pesada do referido anticorpo compreende
ainda:

« uma sequéncia de CDR1 dos aminoacidos 31 a 35
(NYAMS) da SEQ ID NO: 18, em que um desses aminoacidos pode
ser substituido por um aminoacido diferente; e

* uma sequéncia de CDR2 dos aminoacidos 50 a 66
(TISRSGSYSYFPDSVQG) da SEQ ID NO: 18, em que um, dois ou
trés destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente;

e em que a cadeia leve do referido anticorpo compreende:

*« uma sequéncia de CDR1 dos aminoacidos 24 a 39
(KSSQSLLESDGKTYLN) da SEQ ID NO: 15, em que um, dois ou trés
destes aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido
diferente; e

* uma sequéncia de CDR2 dos aminoacidos 55 a 61
(LVSILDS) da SEQ ID NO: 15, em que um ou dois desses
aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido diferente; e

* uma sequéncia de CDR3 dos aminoacidos 94 a 102
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(LQATHFPQT) da SEQ ID NO: 15, em que um ou dois desses
aminoacidos podem ser substituidos por um aminoacido diferente.

2. Anticorpo monoclonal, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que o KD do referido anticorpo € inferior a
0,7 nM, inferior a 0,6 nM, inferior a 0,5 nM, inferior a e 0,4 nM, inferior
a 0,3 nM, inferior a 0,2 nM, inferior a 0,1 nM, inferior a 0,05 nM, inferior
a 0,025 nM, conforme determinado usando ressonancia de plasmons
de superficie.

3. Anticorpo monoclonal, de acordo com a reivindicagao 1
ou 2, caracterizado pelo fato de que a cadeia leve do dito anticorpo
compreende os residuos de aminoacidos:

oE, na posicao correspondente a posicao 31,

¢S, na posicao correspondente a posicao 32,

eD, na posicao correspondente a posicao 33,

¢Y, na posi¢ao correspondente a posicao 37,

oA, na posicao correspondente a posicao 96,

¢ T, na posicao correspondente a posi¢cao 97 e

oF, na posicao correspondente a posi¢ao 99

da SEQ ID NO: 15;

€ em que a cadeia pesada do dito anticorpo compreende os
residuos de aminoacidos:

eN, na posic¢ao correspondente a posi¢ao 31,

*R, na posicao correspondente a posig¢ao 53,

¢S, na posicao correspondente a posi¢ao 54,

eY, na posigao correspondente a posigao 57,

¢Y, na posigao correspondente a posig¢ao 59,

oF, na posicéo correspondente a posicao 60,

oP, na posigao correspondente a posigao 61,

¢D, na posigao correspondente a posigéo 62,

¢Q, na posigao correspondente a posi¢ao 65,
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¢Y, na posigcao correspondente a posicao 102,

oD, na posicao correspondente a posicao 103 e

eD, na posicao correspondente a posi¢ao 106

da SEQ ID NO 18.

4. Anticorpo monoclonal, de acordo com a reivindicacao 3,
caracterizado pelo fato de que a dita cadeia pesada compreende ainda
um S na posicao correspondente a posicao 52 da SEQ ID NO: 18 e/ou
em que a dita cadeia leve compreende ainda um H na posig¢ao
correspondente a posicao 98 da SEQ ID NO: 15 e a dita cadeia
pesada compreende ainda um S na posicao correspondente a posi¢cao
56 da SEQ ID NO: 18.

5. Anticorpo monoclonal, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que a referida
substituicdo de aminoacido é uma substituicido conservativa.

6. Anticorpo monoclonal, caracterizado pelo fato de que é
capaz de se ligar ao dominio Kunitz 2 (K2) do inibidor da via de fator
tecidual (TFPI), em que a cadeia pesada do dito anticorpo
compreende:

euma sequéncia de CDR1 dos aminoacidos 31 a 35
(NYAMS) da SEQ ID NO:18e

euma sequéncia de CDR2 dos aminoacidos 50 a 66
(TISRSGSYSYFPDSVQG) da SEQ ID NO:18, e

euma sequéncia de CDR3 dos aminoacidos 99 a 110
(LGGYDEGDAMDS) da SEQ ID NO:18, e em que a cadeia leve do
dito anticorpo compreende:

euma sequéncia de CDR1 dos aminoacidos 24 a 39
(KSSQSLLESDGKTYLN) da SEQ ID NO: 15, e

euma sequéncia de CDR2 de aminoacidos 55 a 61
(LVSILDS) da SEQ ID NO: 15, e

euma sequéncia de CDR3 de aminoacidos 94 a 102
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(LQATHFPQT) da SEQ ID NO: 15.

7. Anticorpo monoclonal, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que a cadeia leve do
dito anticorpo compreende a SEQ ID NO: 15 e a cadeia pesada do dito
anticorpo compreende a SEQ ID NO: 18.

8. Anticorpo monoclonal, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que a cadeia leve do
dito anticorpo compreende a SEQ ID NO: 21 e a cadeia pesada do dito
anticorpo compreende a SEQ ID NO: 24.

9. Anticorpo monoclonal, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 8, caracterizado pelo fato de que é capaz de
neutralizagao da inibicdo de TFPI de FVIla/TF/FXa ligado a membrana
em pelo menos 55%, tal como pelo menos 60%, tal como pelo menos
65%, tal como pelo menos 70%, tal como pelo menos 75%, tal como
pelo menos 80%, tal como pelo menos 85%, tal como pelo menos
90%, tal como pelo menos 95%, tal como até 100%, tal como 100%,
como medido em um ensaio de inibidor de FVlla/TF/FXa, quando TFPI
€ saturado com o dito anticorpo.

10. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende um anticorpo, como definido em qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 9, e um veiculo ou diluente farmaceuticamente
aceitavel.

11. Uso de um anticorpo monoclonal, como definido em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que
o referido uso é para a preparagdo de uma composig¢ao farmacéutica
para o tratamento de um individuo com uma coagulopatia.

12. Uso, de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado
pelo fato de que o referido individuo apresenta qualquer coagulopatia
congénita, adquirida e/ou iatrogénica, tal como hemofilia A, com ou

sem inibidores, e hemofilia B, com ou sem inibidores.
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FIG. 2

A

TFPI-4F36A1B2 VL (sequéncia nucleotidica e traduzida, peptideo sinal omitido):

D I V M T Q T P L T L s VvV T I G Q-
1 GATATTGTGA TGACCCAGAC TCCACTCACT TTGTCGGTTA CCATTGGACA
CTATAACACT ACTGGGTCTG AGGTGAGTGA AACAGCCAAT GGTAACCTGT
P A S I s C K S S Q s L L E S D G -
51 ACCAGCTTCC ATCTCTTGCA AGTCAAGTCA GAGCCTCTTA GAAAGTGATG
TGGTCGAAGG TAGAGAACGT TCAGTTCAGT CTCGGAGAAT CTTTCACTAC
«+ K T Y L N W L L Q R P G E S P K
101 GAAAAACCTA TTTAAATTGG TTATTACAGA GGCCAGGCGA GTCTCCAAAG
CTTTTTGGAT AAATTTAACC AATAATGTCT CCGGTCCGCT CAGAGGTTTC
L L I Y L Vv 8§ I L D s G V P D R F -
151 CTCCTAATCT ATCTGGTGTC TATACTGGAC TCTGGAGTCC CTGACAGGTT
GAGGATTAGA TAGACCACAG ATATGACCTG AGACCTCAGG GACTGTCCAA
- T G 8 G S8 G T D F T L K I S R V E
201 CACTGGCAGT GGATCAGGGA CAGATTTCAC GCTGAAAATC AGCAGAGTGG
GTGACCGTCA CCTAGTCCCT GTCTAAAGTG CGACTTTTAG TCGTCTCACC
«- A E D L G V Y ¥ C L Q A T H F P
251 AGGCTGAGGA TTTGGGAGTT TATTATTGTT TGCAAGCTAC ACATTTTCCT
TCCGACTCCT AAACCCTCAA ATAATAACAA ACGTTCGATG TGTAAAAGGA
Q T F G G G T K L E I K R
301 CAGACGTTCG GTGGCGGCAC CAAGCTGGAA ATCAAACGG
GTCTGCAAGC CACCGCCGTG GTTCGACCTT TAGTTTGCC

TFPI-4F36A1B2 VH (sequéncia nucleotidica e traduzida, peptideo sinal omitido):

E V E L vV E S G G G L Vv K P G G S
1 GAGGTGGAGC TGGTGGAGTC TGGGGGAGGC TTAGTGAAGC CTGGAGGGTC
CTCCACCTCG ACCACCTCAG ACCCCCTCCG AATCACTTCG GACCTCCCAG
L K L s C A A s G F T F S N Y A M-
51 CCTGABAACTC TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACTTTCAGT AACTATGCCA
GGACTTTGAG AGGACACGTC GGAGACCTAA GTGAAAGTCA TTGATACGGT
S W Vv R @ T P E K R L E W v A T
101 TGTCTTGGGT TCGCCAGACT CCGGAGAAGA GGCTGGAGTG GGTCGCAACC
ACAGAACCCA AGCGGTCTGA GGCCTCTTCT CCGACCTCAC CCAGCGTTGG
I $S R S G S Y S Y F P D S8 V Q@ G R
151 ATTAGTCGTA GTGGTAGTTA CTCCTACTTT CCAGACAGTG TGCAGGGTCG
TAATCAGCAT CACCATCAAT GAGGATGAAA GGTCTGTCAC ACGTCCCAGC
«F T I S R D N A K N T L Y L @ M S
201 ATTCACCATC TCCAGAGACA ATGCCAAGAA CACCCTGTAC CTGCRAATGA
TAAGTGGTAG AGGTCTCTGT TACGGTTCTT GTGGGACATG GACGTTTACT
- S L R S E D T A M Y Yy ¢ T R L G
251 GCAGTCTGCG GTCTGAGGAC ACGGCCATGT ATTATTGTAC AAGACTTGGG
CGTCAGACGC CAGACTCCTG TGCCGGTACA TAATAACATG TTCTGAACCC
G Y D E G D A M D S W G Q G T S V-
301 GGTTACGACG AGGGGGATGC TATGGACTCC TGGGGTCAAG GAACCTICAGT
CCRATGCTGC TCCCCCTACG ATACCTGAGG ACCCCAGTTC CTTGGAGTCA
T V S s
351 CACCGTCTCC TCA
GTGGCAGAGG AGT
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FIG. 3

1 2 3 4 5 6
123456789012345678901234567ABCDEF890123456789012345678901234567890 Kabat
DIVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLES DGKTYLNWLLQRPGESPKLLIYLVSILDSGVPD 4F36

7 8 9 10 11 1z
12345678901234567890123456789012345AB67890123456789012345678901234 Kabat
RFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCLQATHFP QTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQ 4F36

13 14 15 16 17 18 19
567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890 Kabat
LTSGGASVVCFLNNFYPRDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHN 4F36

20 21
123456789012345678901234 Kabat
SYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC 4F36

1 2 3 4 5 6
12345678901234567890123456789012345AB67890123456789012ABC34567890 Kabat
EVELVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSNYAMS WVRQTPEKRLEWVATISR SGSYSYFP 4F36

7 8 9 10 11
1234567890123456789012ABC345678901234567890ABCDEFGHIJK12345678901 Kabat
DSVQGRFTISRDNAKNTLYLQMSSLRSEDTAMYYCTRLGGYDEGD AMDSWGQGTSVTV 4F36

12 13 14 15 16 17

23456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456 Kabat
SSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVIVIWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYT 4F36

18 19 20 21
7890123456789012345678901234567890123456 Kabat
LSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCG 4F36
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FIG. 8
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FIG. 12
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FIG. 13
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FIG. 14
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FIG. 15
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FIG. 17
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FIG. 19
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FIG. 23
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