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DESCRIPCION
Anticuerpos dirigidos contra el inhibidor de los activadores del plasmindgeno de tipo 1 (PAI-1) y usos de los mismos
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud Provisional U.S. n? 61/865.451, presentada el 13 de agosto de
2013, y la Solicitud de Patente Europea n® 14305757.8, presentada el 22 de mayo de 2014.

ANTECEDENTES

El inhibidor de los activadores del plasminégeno tipo 1 (PAI-1) es el principal inhibidor del activador de plasmin6geno
de tipo tisular (tPA) y el activador de plasminégeno de tipo urocinasa (uPA), las serina proteasas clave responsables
de la generacion de plasmina. PAI-1 regula la fibrinolisis al inhibir la activacién del plasminégeno en el
compartimento vascular. La fibrinolisis es un proceso estrechamente coordinado para degradar los coagulos de
fiborina formados por la activacion de la cascada de coagulacion. La desregulacion del equilibrio de
coagulacién/fibrinolisis conduce a eventos de hemostasia anormales como hemorragias o enfermedades
trombdticas. EI PAI-1 también es un regulador clave de la activacion del plasminégeno en el compartimento
pericelular (intravascular y tisular) en el que el plasmindégeno unido al receptor se activa principalmente por la
urocinasa unida al receptor de urocinasa (UPAR). Al inhibir la proteolisis pericelular, PAI-1 regula numerosas
funciones celulares como la degradacién de la matriz extracelular (ECM), la activacion y liberacion de factores de
crecimiento desde ECM, la activacion de metaloproteinasas de matriz (MMP) y la apoptosis celular. Recientemente,
se han identificado efectos independientes de la proteasa del PAI-1 a través de su interaccion con cofactores (como
vitronectina, heparina, glucosaminoglucano), complejos uPAR-urocinasa o receptores celulares (LRP: proteina
relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad) o integrinas que afectan a las funciones celulares
como adherencia/desadherencia, migracion, proliferacion y bioactividad intracelular. Mediante estos mecanismos
celulares y efectos antifibrinoliticos, se ha establecido un papel patogénico de PAI-1 en el crecimiento y metastasis
tumorales, fibrosis, infarto agudo del miocardio y trastornos metabdlicos como aterosclerosis, obesidad y diabetes.

El gen SERPINE1 humano (PAI-1) se localiza en el cromosoma 7, consta de ocho intrones y nueve exones, y tiene
un tamano de 12.169 b (Klinger, K.W. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:8548, 1987). PAI-1 es una glicoproteina
de cadena Unica de aproximadamente 50 kDa (379 aminoacidos) de la superfamilia SERPIN (inhibidor de la serina
proteasa) que se sintetiza en la conformacién activa pero se vuelve latente espontdneamente en ausencia de
vitronectina (Vn). La vitronectina, el cofactor principal de PAI-1, estabiliza la conformacion activa con el Bucle del
Centro Reactivo (RCL), que es aproximadamente 20 aminoacidos que estan expuestos en la superficie. El
mecanismo de inhibicién de las dos dianas principales de PAI-1 (tPA y uPA) es una inhibicién suicida. La region RCL
de PAI-1 posee el enlace peptidico cebo (R346-M347, también llamado P1-P’1), que posee el sitio de escision para
esta serina proteasa. Primero se forma un complejo de Michaelis con tPA o uPA, entonces la triada catalitica
reacciona con el enlace peptidico cebo para formar un complejo acil-enzima que, después de la escision del enlace
peptidico PI-P’1, induce fuertes cambios de conformacion. Los cambios conformacionales causan la insercién del
RCL escindido en una cadena 3 permaneciendo la proteasa unida covalentemente como una acil enzima con PAI-1.
En circunstancias no fisioldgicas, la hidrdlisis de este complejo acil-enzima puede inducir la liberacion del PAI-1
escindido y la proteasa activa libre (Blouse et al., Biochemistry, 48: 1723, 2009).

PAI-1 circula en la sangre a niveles muy variables (intervalo nM) y en exceso con respecto a concentraciones de t-
PA o uPA. PAI-1 exhibe flexibilidad estructural y se puede encontrar en una de tres conformaciones: (1) una
conformacién latente, (2) una conformacion activa, o (3) una conformacion de sustrato (véase la Figura 1). El PAI-1
se encuentra principalmente como un complejo no covalente con vitronectina (Kd O 1 nM) que disminuye la
transicion de latencia en 1,5 a 3 veces. La afinidad de PAI-1 latente, escindida o complejado por la vitronectina se
reduce significativamente. La vitronectina unida a la matriz también se localiza con PAI-1 en el espacio pericelular.
Las células endoteliales, los monocitos, los macréfagos y las células vasculares del musculo liso sintetizan este PAI-
1 que entonces puede almacenarse en grandes cantidades en forma latente mediante plaquetas (en el granulo ).
PAI-1 es un inhibidor rapido y especifico (con una constante de velocidad de segundo orden de 10% a 107 M's"") de
tPA y uPA en disolucion, pero inactivo contra la proteasa unida a la fibrina o sus receptores celulares. PAI-1 también
puede inhibir otras proteasas como la trombina, la plasmina y la proteina C activada, pero de manera menos
eficiente.

Se han resuelto varias estructuras 3D del PAI-1 humano desde la primera descrita en 1992 (Mottonen et al., Nature
355:270, 1992) en la conformacion latente. Estas estructuras 3D incluyen formas mutantes de PAI-1 en el sustrato
(Aertgeerts et al., Proteins 23:118, 1995), conformacion activa estabilizada (Sharp et al., Structure 7:111, 1999), PAI
complejado el con dominio de somatomedina B de la vitronectina (Zhou et al., Nat. Struct. Biol. 10:541, 2003), o con
pentapéptido inhibidor del bucle RCL (Xue et al., Structure 6:627, 1998). Mas recientemente, la estructura de PAI-1
de ratdén en conformacion latente fue elucidada por Dewilde et al. (J Struct. Biol. 171:95, 2010), y revelaron
diferencias con el PAI-1 humano en la posicion RCL, la region de la puerta y la posicién de la a-hélice A. Las
relaciones de estructura/funcién en PAI-1 se han estudiado usando més de 600 proteinas mutantes (revisado por De
Taeye et al.,, Thromb. Haemost. 92:898, 2004) para localizar dominios involucrados en las diversas actividades de
esta serpina multifuncional.
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Dado que PAI-1 puede sintetizarse en casi todos los tipos de células, incluyendo hepatocitos, adipocitos, células
mesangiales, fibroblastos, miofibroblastos y células epiteliales, su expresion varia mucho en condiciones fisiologicas
(por ejemplo, variacion circadiana del nivel plasmatico de PAI-1) y patolégicas (por ejemplo, obesidad, sindrome
metabdlico, resistencia a la insulina, infeccion, enfermedades inflamatorias, cancer). PAI-1 se considera una
proteina de fase aguda. La regulacién transcripcional de la expresion del ARNm de PAI-1 es inducida por varias
citocinas y factores de crecimiento (por ejemplo, TGFB, TNFa, EGF, FGF, insulina, angiotensina Il y IV), hormonas
(por ejemplo, aldosterona, glucocorticoides, PMA, glucosa alta) y factores de estrés (por ejemplo, hipoxia, especies
reactivas de oxigeno, lipopolisacéaridos).

Ademas, un polimorfismo en el promotor (posicion - 675) del gen PAI-1 afecta el nivel de expresion. El alelo 4G
aumenta el nivel de PAI-1, y la variante 4G/4G (que ocurre en alrededor del 25% de la poblacién) induce un
aumento de aproximadamente el 25% del nivel de PAI-1 en plasma en comparacién con el 5G/5G (25% de aparicién
y 4G/5G 50% de aparicién). El polimorfismo 4G/4G se ha relacionado con el infarto de miocardio (Dawson et al.,
Arterioscler Thromb. 11:183, 1991), un tipo especifico de fibrosis pulmonar (neumonia intersticial idiopatica) (Kim et
al., Mol Med. 9:52, 2003), y el grupo de donantes de genotipo 4G/4G es un factor de riesgo independiente para la
pérdida de injerto renal debido a la fibrosis intersticial y la atrofia tubular (Rerolle et al., Nephrol. Dial. Transplant
23:3325, 2008).

Se han atribuido varios papeles patogénicos al PAI-1 en enfermedades trombdticas tales como la trombosis arterial
y venosa, el infarto agudo de miocardio y la aterosclerosis. Su participacion en trastornos metabdlicos como el
sindrome de resistencia a la insulina y la obesidad es bien reconocida. PAI-1 también se conoce como un factor
profibrético para varios 6rganos, y se ha demostrado que se sobreexpresa en tejidos fibréticos (es decir, higado,
pulmén, rifdn, corazén, adherencias abdominales, piel: cicatriz o esclerodermia) (revisado por Ghosh y Vaughan, J.
Cell Physiol. 227:493, 2012). Los ratones sin (knock-out, KO) PAI-1 estan protegidos de la fibrosis en diferentes
modelos, tal como el higado (ligadura de conductos biliares o xenobidticos), rifidn (modelo de obstruccion ureteral
unilateral (UUQ)), pulmén (inhalacién de bleomicina) (Bauman et al., J. Clin. Invest. 120:1950, 2010; Hattori et al.,
Am. J. Pathol. 164:1091, 2004; Chuang-Tsai et al., Am. J. Pathol. 163:445, 2003), mientras que en el corazdn, esta
supresién esté protegida de la fibrosis inducida (Takeshita et al., AM. J. Pathol. 164:449, 2004) pero propensa a la
fibrosis cardiaca selectiva dependiente de la edad (Moriwaki et al., Cric. Res. 95:637, 2004). Se ha dado a conocer
que la regulacién descendente de la expresion de PAI-1 por ARNip (Senoo et al., Thorax 65:334, 2010) o la
inhibicién por compuestos quimicos (Izuhara et al., Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 28:672, 2008; Huang et al., Am.
J. Respir. Cell Mol. Biol. 46:87, 2012) disminuyen la fibrosis pulmonar, mientras que la sobreexpresion de PAI-1 de
tipo salvaje (Eitzman et al., J. Clin. Invest. 97:232, 1996) o un mutante de PAI-1 que retiene solo la unién de
vitronectina pero no la funcién inhibidora de tPA exacerba la fibrosis pulmonar (Courey et al., Blood 118:2313, 2011).

La fibrosis hepatica de la ligadura del conducto biliar (BDL) se atenta mediante anticuerpos que neutralizan PAI-1
(patente U.S. n® 7.771.720), mientras que la regulacién negativa por ARNip atenua la fibrosis hepatica inducida por
BDL y xenobioticos (Hu et al., J. Hepatol. 51:102, 2009). Los ratones PAI-1 KO se protegieron del dafo hepatico
inducido por colesterol y la fibrosis en BDL (Bergheim et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 316:592, 2006; Wang et al.,
FEBS Lett. 581:3098, 2007; Wang et al., Hepatology 42:1099, 2005) y de la fibrosis hepatica inducida por
angiotensina |l (Beier et al., Arch. Bioch. Biophys. 510:19, 2011).

Los ratones PAI-1 KO estan protegidos de la fibrosis renal en el modelo UUO (Oda et al., Kidney Int. 60, 587, 2001),
en la nefropatia diabética (Nicholas et al., Kidney Int. 67:1297, 2005) y en nefropatia inducida por angiotensina Il
(Knier et al., J. Hypertens. 29:1602, 2011; para revisiones, véanse Ma et al. Frontiers Biosci. 14:2028, 2009 y Eddy
A.A. Thromb. Haemost. 101:656, 2009). Por el contrario, los ratones que sobreexpresan PAI-1 muestran una fibrosis
mas severa y un mayor reclutamiento de macroéfagos después de UUO (Matsuo et al., Kidney Int. 67: 2221, 2005;
Bergheim et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 316:592, 2006). Se ha demostrado que el mutante de PAI-1 no inhibidor
(PAI-1 R) protege a los ratones del desarrollo de fibrosis en la glomerulonefritis experimental (thy1) en ratas al
disminuir la expresion de proteinas urinarias y la acumulacién de matriz glomerular (Huang et al., Kidney Int. 70:515,
2006). Los péptidos que bloquean PAI-1 inhiben la acumulacién de colageno 3, 4 y fibronectina en ratones UUO
(Gonzalez et al., Exp. Biol. Med. 234:1511, 2009).

PAI-1, como diana de numerosas patologias, ha sido el foco de una intensa investigacién para inhibir su actividad o
regular su expresion durante los ultimos 20 afios. Se han disefiado compuestos quimicos (Suzuki et al., Expert Opin.
Investig. Drugs 20:255, 2011), anticuerpos monoclonales (Gils y Declerk, Thromb Haemost; 91:425, 2004), péptidos,
mutantes (Cale y Lawrence, Curr. Drug Targets 8:971, 2007), ARNip o ARN antisentido para inhibir sus diversas
funciones o regular su expresion. Se ha demostrado que varios anticuerpos anti-PAl-1, fragmentos de anticuerpos y
métodos para usar tales anticuerpos o fragmentos de anticuerpos son Utiles para tratar la fibrosis (documento WO
2011/139973). Sin embargo, a pesar de la intensa investigacion, el problema de desarrollar un modulador
terapéuticamente eficaz de PAI-1 aun no se ha resuelto. En consecuencia, existe la necesidad en la técnica de
nuevos agentes que inhiban la actividad de PAI-1 para uso en el tratamiento de patologias humanas mediadas por
PAI-1.

SUMARIO DE LA DESCRIPCION

La invencidon es como se define por las reivindicaciones.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2770507 T3

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
al inhibidor de los activadores del plasmindgeno humano tipo 1 (PAI-1), en el que el anticuerpo comprende una
region variable de cadena pesada, comprendiendo dicha regidn variable de cadena pesada CDR1 (SEQ ID NO: 34),
CDR2 (SEQ ID NO: 33) y CDR3 (SEQ ID NO: 32) de SEQ ID NO: 6, y una region variable de cadena ligera,
comprendiendo dicha region variable de cadena ligera CDR1 (SEQ ID NO: 37), CDR2 (SEQ ID NO: 36) y CDR3
(SEQ ID NO: 35) de SEQ ID NO: 7. En un aspecto adicional, la cadena pesada comprende una regién variable de
cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 6, y la cadena ligera comprende una region variable de cadena ligera
que comprende la SEQ ID NO: 7. En otro aspecto, la regién variable de cadena pesada es 99%, 98%, 97%, 96%,
95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 6, y la regién variable de cadena ligera es 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 7. Todas las aproximaciones de % de
identidad indican el % de identidad minimo; mayores % de identidad que los valores recitados también estan
abarcados por la descripcion.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 34, una regiéon CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:
33, y una regién CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 32; y (b) regiones estructurales de cadena
ligera, una region CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 37, una regién CDR2 de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 36, y una regiéon CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 35. En ciertos
aspectos, la cadena pesada del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena pesada que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idénticas a las regiones estructurales de cadena pesada de SEQ ID
NO: 6, y la cadena ligera del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena ligera que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idénticas a las regiones estructurales de SEQ ID NO: 7.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
al inhibidor de los activadores del plasmindgeno humano tipo 1 (PAI-1), en el que el anticuerpo comprende una
region variable de cadena pesada, comprendiendo dicha regidn variable de cadena pesada CDR1 (SEQ ID NO: 22),
CDR2 (SEQ ID NO: 21) y CDR3 (SEQ ID NO: 20) de SEQ ID NO: 2, y una regién variable de cadena ligera,
comprendiendo dicha region variable de cadena ligera CDR1 (SEQ ID NO: 25), CDR2 (SEQ ID NO: 24) y CDR3
(SEQ ID NO: 23) de SEQ ID NO: 3. En un aspecto adicional, la cadena pesada comprende una region variable de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 2, y la cadena ligera comprende una region variable de cadena ligera
que comprende SEQ ID NO: 3. En otro aspecto, la regién variable de cadena pesada es 99%, 98%, 97%, 96%, 95%,
94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 2, y la region variable de cadena ligera es 99%, 98%, 97%,
96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 3.

En un aspecto adicional, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 22, una regién CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:
21, y una regién CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 20; y (b) regiones estructurales de cadena
ligera, una region CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 25, una region CDR2 de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 24, y una regién CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 23. En ciertos
aspectos, la cadena pesada del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena pesada que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idénticas a las regiones estructurales de cadena pesada de SEQ ID
NO: 26, y la cadena ligera del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena ligera que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idénticas a las regiones estructurales de SEQ ID NO: 3.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
al inhibidor de los activadores del plasmindgeno humano tipo 1 (PAI-1), en el que el anticuerpo comprende una
regién variable de cadena pesada, comprendiendo dicha regién variable de cadena pesada CDR1 (SEQ ID NO: 28),
CDR2 (SEQ ID NO: 27), y CDR3 (SEQ ID NO: 26) de SEQ ID NO: 4, y una regién variable de cadena ligera,
comprendiendo dicha region variable de cadena ligera CDR1 (SEQ ID NO: 31), CDR2 (SEQ ID NO: 30) y CDR3
(SEQ ID NO: 29) de SEQ ID NO: 5. En un aspecto adicional, la cadena pesada comprende una regién variable de
cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 4, y la cadena ligera comprende una regién variable de cadena ligera
que comprende la SEQ ID NO: 5. En otro aspecto, la regién variable de cadena pesada es 99%, 98%, 97%, 96%,
95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 4, y la regién variable de cadena ligera es 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 5.

En un aspecto adicional, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una regién CDR1 de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 28, una regiéon CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:
27, y una region CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 26; y (b) regiones estructurales de cadena
ligera, una region CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 31, una regién CDR2 de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 30, y una regién CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 29. En ciertos
aspectos, la cadena pesada del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena pesada que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o0 90% idénticas a las regiones estructurales de cadena pesada de SEQ ID
NO: 4, y la cadena ligera del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena ligera que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o0 90% idénticas a las regiones estructurales de SEQ ID NO: 5.
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En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
al inhibidor de los activadores del plasmindgeno humano tipo 1 (PAI-1), en el que el anticuerpo comprende una
region variable de cadena pesada, comprendiendo dicha regidn variable de cadena pesada CDR1 (SEQ ID NO: 40),
CDR2 (SEQ ID NO: 39) y CDR3 (SEQ ID NO: 38) de SEQ ID NO: 8, y una region variable de cadena ligera,
comprendiendo dicha region variable de cadena ligera CDR1 (SEQ ID NO: 43), CDR2 (SEQ ID NO: 42) y CDR3
(SEQ ID NO: 41) de SEQ ID NO: 9. En un aspecto adicional, la cadena pesada comprende una regién variable de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 8, y la cadena ligera comprende una region variable de cadena ligera
que comprende SEQ ID NO: 9. En otro aspecto, la regién variable de cadena pesada es 99%, 98%, 97%, 96%, 95%,
94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 8, y la region variable de cadena ligera es 99%, 98%, 97%,
96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 9.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 40, una regiéon CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:
39, y una regiéon CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 38; y (b) regiones estructurales de cadena
ligera, una region CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 43, una region CDR2 de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 42, y una regién CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 41. En ciertos
aspectos, la cadena pesada del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena pesada que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o0 90% idénticas a las regiones estructurales de cadena pesada de SEQ ID
NO: 8, y la cadena ligera del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena ligera que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idénticas a las regiones estructurales de SEQ ID NO: 9.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
al inhibidor de los activadores del plasmindgeno humano tipo 1 (PAI-1), en el que el anticuerpo comprende una
regién variable de cadena pesada, comprendiendo dicha regién variable de cadena pesada CDR1 (SEQ ID NO: 52),
CDR2 (SEQ ID NO: 51), y CDR3 (SEQ ID NO: 50) de SEQ ID NO: 10, y una region variable de cadena ligera,
comprendiendo dicha regién variable de cadena ligera CDR1 (SEQ ID NO: 55), CDR2 (SEQ ID NO: 54), y CDR3
(SEQ ID NO: 53) de SEQ ID NO: 11. En un aspecto adicional, la cadena pesada comprende una regién variable de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 10, y la cadena ligera comprende una regién variable de cadena ligera
que comprende SEQ ID NO: 11. En otro aspecto, la region variable de cadena pesada es 99%, 98%, 97%, 96%,
95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 10, y la regién variable de cadena ligera es 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 11.

En un aspecto adicional, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 52, una regién CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:
51, y una region CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 50; y (b) regiones estructurales de cadena
ligera, una region CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 55, una region CDR2 de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 54, y una regién CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 53. En ciertos
aspectos, la cadena pesada del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena pesada que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o0 90% idénticas a las regiones estructurales de cadena pesada de SEQ ID
NO: 10, y la cadena ligera del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena ligera que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o0 90% idénticas a las regiones estructurales de SEQ ID NO: 11.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
al inhibidor de los activadores del plasmindgeno humano tipo 1 (PAI-1), en el que el anticuerpo comprende una
region variable de cadena pesada, comprendiendo dicha regidn variable de cadena pesada CDR1 (SEQ ID NO: 58),
CDR2 (SEQ ID NO: 57), y CDR3 (SEQ ID NO: 56) de SEQ ID NO: 12, y una regién variable de cadena ligera,
comprendiendo dicha regién variable de cadena ligera CDR1 (SEQ ID NO: 61), CDR2 (SEQ ID NO: 60), y CDR3
(SEQ ID NO: 59) de SEQ ID NO: 13. En un aspecto adicional, la cadena pesada comprende una region variable de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 12, y la cadena ligera comprende una regién variable de cadena ligera
que comprende SEQ ID NO: 13. En otro aspecto, la region variable de cadena pesada es 99%, 98%, 97%, 96%,
95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 12, y la regién variable de cadena ligera es 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 13.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 58, una regiéon CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:
57, y una region CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 56; y (b) regiones estructurales de cadena
ligera, una region CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 61, una region CDR2 de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 60, y una regién CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 59. En ciertos
aspectos, la cadena pesada del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena pesada que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o0 90% idénticas a las regiones estructurales de cadena pesada de SEQ ID
NO: 12, y la cadena ligera del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena ligera que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o0 90% idénticas a las regiones estructurales de SEQ ID NO: 13.
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En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
al inhibidor de los activadores del plasmindgeno humano tipo 1 (PAI-1), en el que el anticuerpo comprende una
region variable de cadena pesada, comprendiendo dicha regidn variable de cadena pesada CDR1 (SEQ ID NO: 64),
CDR2 (SEQ ID NO: 63) y CDR3 (SEQ ID NO: 62) de SEQ ID NO: 14, y una region variable de cadena ligera,
comprendiendo dicha regién variable de cadena ligera CDR1 (SEQ ID NO: 67), CDR2 (SEQ ID NO: 66), y CDR3
(SEQ ID NO: 65) de SEQ ID NO: 15. En un aspecto adicional, la cadena pesada comprende una region variable de
cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 14, y la cadena ligera comprende una region variable de cadena
ligera que comprende la SEQ ID NO: 15. En otro aspecto, la regién variable de cadena pesada es 99%, 98%, 97%,
96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 14, y la regién variable de cadena ligera es 99%,
98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 15.

En un aspecto adicional, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 64, una region CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:
63, y una regién CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 62; y (b) regiones estructurales de cadena
ligera, una region CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 67, una region CDR2 de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 66, y una regién CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 65. En ciertos
aspectos, la cadena pesada del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena pesada que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o0 90% idénticas a las regiones estructurales de cadena pesada de SEQ ID
NO: 14, y la cadena ligera del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena ligera que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idénticas a las regiones estructurales de SEQ ID NO: 15.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
al inhibidor de los activadores del plasmindgeno humano tipo 1 (PAI-1), en el que el anticuerpo comprende una
regién variable de cadena pesada, comprendiendo dicha regién variable de cadena pesada CDR1 (SEQ ID NO: 70),
CDR2 (SEQ ID NO: 69), y CDR3 (SEQ ID NO: 68) de SEQ ID NO: 16, y una region variable de cadena ligera,
comprendiendo dicha regién variable de cadena ligera CDR1 (SEQ ID NO: 73), CDR2 (SEQ ID NO: 72), y CDR3
(SEQ ID NO: 71) de SEQ ID NO: 17.

En un aspecto adicional, la cadena pesada comprende una regién variable de cadena pesada que comprende SEQ
ID NO: 16, y la cadena ligera comprende una region variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 17. En
otro aspecto, la region variable de cadena pesada es 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o0 90%
idéntica a la SEQ ID NO: 16, y la region variable de cadena ligera es 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%,
91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 17.

En un aspecto adicional, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 70, una regién CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:
69, y una region CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 68; y (b) regiones estructurales de cadena
ligera, una region CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 73, una regién CDR2 de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 72, y una regién CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 71. En ciertos
aspectos, la cadena pesada del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena pesada que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idénticas a las regiones estructurales de cadena pesada de SEQ ID
NO: 16, y la cadena ligera del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena ligera que son 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idénticas a las regiones estructurales de SEQ ID NO: 17.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
al inhibidor de los activadores del plasmindgeno humano tipo 1 (PAI-1), en el que el anticuerpo comprende una
region variable de cadena pesada, comprendiendo dicha region variable de cadena pesada CDR1 (SEQ ID NO: 46),
CDR2 (SEQ ID NO: 45), y CDR3 (SEQ ID NO: 44) de SEQ ID NO: 80, y una region variable de cadena ligera,
comprendiendo dicha regién variable de cadena ligera CDR1 (SEQ ID NO: 49), CDR2 (SEQ ID NO: 48), y CDR3
(SEQ ID NO: 47) de SEQ ID NO: 81.

En un aspecto adicional, la cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada que comprende SEQ
ID NO: 80, y la cadena ligera comprende una region variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 81. En
otro aspecto, la region variable de cadena pesada es 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o0 90%
idéntica a la SEQ ID NO: 80, y la region variable de cadena ligera es 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%,
91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 81.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 46, una regién CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 45, y una regién
CDRS de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 44; y (b) regiones estructurales de cadena ligera, una region
CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 49, una regién CDR2 de cadena ligera que comprende SEQ ID
NO: 48, y una region CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 47. En ciertos aspectos, la cadena
pesada del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena pesada que son 99%, 98%, 97%, 96%, 95%,
94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idénticas a las regiones estructurales de cadena pesada de SEQ ID NO: 80, y la
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cadena ligera del anticuerpo comprende regiones estructurales de cadena ligera que son 99%, 98%, 97%, 96%,
95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idénticas a las regiones estructurales de SEQ ID NO: 81.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente al inhibidor de los activadores del plasminégeno tipo 1 (PAI-1), en el que el anticuerpo comprende
una region variable de cadena pesada, comprendiendo dicha regién variable de cadena pesada CDR1 (SEQ ID NO:
76 ), CDR2 (SEQ ID NO: 75), y CDR3 (SEQ ID NO: 74) de SEQ ID NO: 18, y una region variable de cadena ligera,
comprendiendo dicha regién variable de cadena ligera CDR1 (SEQ ID NO: 79), CDR2 (SEQ ID NO: 78), y CDR3
(SEQ ID NO: 77) de SEQ ID 19. En un aspecto adicional, la cadena pesada comprende una regién variable de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 18, y la cadena ligera comprende una regién variable de cadena ligera
que comprende SEQ ID NO: 19. En otro aspecto, la region variable de cadena pesada es 99%, 98%, 97%, 96%,
95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 18, y la region variable de cadena ligera es 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a la SEQ ID NO: 19.

Un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales
de cadena pesada, una region CDR1 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 76, una region CDR2 de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 75, y una regién CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:
74;y (b) regiones estructurales de cadena ligera, una region CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO:
79, una region CDR2 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 78, y una region CDR3 de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 77. En ciertos aspectos, la cadena pesada del anticuerpo comprende regiones estructurales
de cadena pesada que son 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o 90% idénticas a las regiones
estructurales de cadena pesada de SEQ ID NO: 18, y la cadena ligera del anticuerpo comprende regiones
estructurales de cadena ligera que son 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o 90% idénticas a las
regiones estructurales de SEQ ID NO: 19.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 33, una regién CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 146, y una region
CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 32; y (b) regiones estructurales de cadena ligera, una regién
CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 37, una regién CDR2 de cadena ligera que comprende SEQ ID
NO: 145, y una regién CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 35.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 147, una region CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 33, y una region
CDRS de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 32; y (b) regiones estructurales de cadena ligera, una region
CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 37, una regién CDR2 de cadena ligera que comprende SEQ ID
NO: 36, y una regiéon CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 35.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 147, una region CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 33, y una region
CDRS de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 32; y (b) regiones estructurales de cadena ligera, una region
CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 37, una region CDR2 de cadena ligera que comprende SEQ ID
NO: 145, y una regién CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 35.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 146, una region CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 33, y una regién
CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 32; y (b) regiones estructurales de cadena ligera, una regién
CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 37, una region CDR2 de cadena ligera que comprende SEQ ID
NO: 145, y una regién CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 35.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 34, una region CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 33, y una region
CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 32; y (b) regiones estructurales de cadena ligera, una regién
CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 37, una regién CDR2 de cadena ligera que comprende SEQ ID
NO: 145, y una regién CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 35.

En un aspecto adicional, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
esencialmente al mismo epitopo en PAI-1 que un anticuerpo monoclonal aislado, que comprende una region
variable de cadena pesada, en el que la region variable de cadena pesada comprende CDR1 (SEQ ID NO: 34),
CDR2 (SEQ ID NO: 33), y CDR3 (SEQ ID NO: 32) de SEQ ID NO: 6, y una region variable de cadena ligera, en el
que la region variable de cadena ligera comprende CDR1 (SEQ ID NO: 37), CDR2 (SEQ ID NO: 36), y CDR3 (SEQ
ID NO: 35) de SEQ ID NO: 7.
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En un cierto aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, que comprende: (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region CDR1 de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 76, una regién CDR2 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:
75, y una regién CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 74; y (b) regiones estructurales de cadena
ligera, una region CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 79, una region CDR2 de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 78, y una region CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 77.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal humanizado que se une
especificamente al PAI-1 humano, en el que el anticuerpo comprende: (a) una cadena pesada que tiene una region
variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 82, o un fragmento de union a antigeno de la misma, y
una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 91, o un fragmento
de union a antigeno de la misma; (b) una cadena pesada que tiene una regién variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 83, o un fragmento de unién a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una
regién variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 92, o un fragmento de unién a antigeno de la misma;
(c) una cadena pesada que tiene una regién variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 84, o un
fragmento de unidn a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 93, o un fragmento de union a antigeno de la misma; (d) una cadena pesada que tiene una
regién variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 85, o un fragmento de unién a antigeno de la misma,
y una cadena ligera que tiene una region variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 91, o un fragmento
de union a antigeno de la misma; (e) una cadena pesada que tiene una regién variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 85, o un fragmento de unién a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una
regién variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 93, o un fragmento de unién a antigeno de la misma;
(f) una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 86, o un
fragmento de unidn a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 94, o un fragmento de unién a antigeno de la misma; (g) una cadena pesada que tiene una
regién variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 87, o un fragmento de unién a antigeno de la misma,
y una cadena ligera que tiene una region variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 95, o un fragmento
de union a antigeno de la misma; (h) una cadena pesada que tiene una regién variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 88, o un fragmento de unién a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una
regién variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 96, o un fragmento de unién a antigeno de la misma;
(i) una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 89, o un
fragmento de unidn a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 97, o un fragmento de union a antigeno de la misma; (j) una cadena pesada que tiene una
region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 90, o un fragmento de unién a antigeno de la misma,
y una cadena ligera que tiene una region variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 98, o un fragmento
de union a antigeno de la misma; (k) una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 86, o un fragmento de unién a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una
regién variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 93, o un fragmento de unién a antigeno de la misma;
() una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 86, o un
fragmento de unidn a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 95, o un fragmento de unién a antigeno de la misma; (m) una cadena pesada que tiene una
region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 89, o un fragmento de unién a antigeno de la misma,
y una cadena ligera que tiene una region variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 93, o un fragmento
de unién a antigeno de la misma; o (n) una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 89, o un fragmento de unién a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una
regién variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 95, o un fragmento de unién a antigeno de la misma.
En otro aspecto, la regién variable de cadena pesada humanizada es 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%,
91% 0 90% idéntica a cualquiera de las regiones variables de cadena pesada humanas descritas previamente, y la
region variable de cadena ligera humanizada es 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o0 90% idéntica a
cualquiera de las regiones variables de cadena ligera humanas descritas previamente.

En un aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
a PAI-1, que comprende: (a) una regién estructural de cadena pesada y una regién variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 86, y (b) una region estructural de cadena ligera y una regién variable de cadena ligera que
comprende la SEQ ID NO: 93. En ciertos aspectos, la cadena pesada monoclonal aislada comprende regiones
estructurales de cadena pesada que son 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o0 90% idénticas a las
regiones estructurales de cadena pesada de SEQ ID NO: 86, y la cadena ligera de anticuerpo monoclonal aislado
comprende regiones estructurales de cadena ligera que son 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, o
90% idénticas a las regiones estructurales de SEQ ID NO: 93. En ciertos otros aspectos, la cadena pesada del
anticuerpo monoclonal aislado comprende regiones estructurales de cadena pesada que son 95% idénticas a las
regiones estructurales de cadena pesada de SEQ ID NO: 86, y la cadena ligera del anticuerpo monoclonal aislado
comprende regiones estructurales de cadena ligera que son 95% idénticas a las regiones estructurales de SEQ ID
NO: 93.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal humanizado que se une
especificamente al PAI-1 humano, en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada que tiene una region
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variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 154, o un fragmento de unién a antigeno de la misma; y
una cadena ligera que tiene una region variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 153, o un fragmento
de unién a antigeno de la misma. En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal
humanizado que se une especificamente a PAI-1 humano, en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada
que tiene una regién variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 155, o un fragmento de unién a
antigeno de la misma, y un cadena ligera que tiene una region variable de cadena ligera que comprende SEQ ID
NO: 153, o un fragmento de unioén a antigeno de la misma. En otro aspecto, la region variable de cadena pesada
humanizada es 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a cualquiera de las regiones
variables de cadena pesada humanas descritas previamente, y la region variable de cadena ligera humanizada es
99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% 0 90% idéntica a cualquiera de las regiones variables de cadena
ligera humanas descritas previamente.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, en el que el anticuerpo se une a un polipéptido que comprende SEQ ID NO: 158. En otra
realizacioén, el anticuerpo monoclonal aislado se une a un fragmento de un polipéptido que comprende SEQ ID NO:
158. En aun otra realizacion, el anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente a PAI-1 se une a un
polipéptido que comprende SEQ ID NO: 156 y/o SEQ ID NO: 158. En otra realizacién, el anticuerpo monoclonal
aislado que se une especificamente a PAI-1 se une a un polipéptido que comprende SEQ ID NO: 156, SEQ ID NO:
158, y/o SEQ ID NO: 157. En todavia otra realizacién, el anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente
a PAI-1 comprende una afinidad de unioén especifica por los restos 160, 262, 296-297, 300-307, y/o 310-316 de SEQ
ID NO: 1. En ciertas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado descrito en el presente documento
interaccionacon al menos los restos 311, 312, y 313 (D-Q-E) de SEQ ID NO: 1. En ciertas realizaciones, el PAI-1
unido por el anticuerpo es PAI-1 humano. En otras realizaciones, el PAI-1 unido por el anticuerpo es la forma activa
de PAI-1 humano.

En otras realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente a PAI-1 descrito en el presente
documento se une a un polipéptido que comprende SEQ ID NO: 161. En todavia otras realizaciones, el anticuerpo
monoclonal aislado se une a un polipéptido que comprende SEQ ID NO: 159 y/o SEQ ID NO: 161. En todavia otras
realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado se une a un polipéptido que comprende SEQ ID NO: 159, SEQ ID
NO: 160, y/o SEQ ID NO: 161. En todavia otra realizacién, el anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1 comprende una afinidad de unién especifica por los restos 44-64 y/o los restos 307-321 de
cyno-PAI-1 (SEQ ID NO: 162). En ciertas realizaciones, el PAI-1 unido por el anticuerpo es cyno-PAI-1. En otras
realizaciones, el PAI-1 unido por el anticuerpo es la forma latente de cyno-PAI-1.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que inhibe
competitivamente la union a PAI-1 de cualquiera de los anticuerpos descritos. En una realizacion, se describe aqui
un anticuerpo monoclonal aislado que compite por la unién y/o inhibe competitivamente la unién con cualquiera de
los anticuerpos monoclonales aislados descritos aqui. En ciertas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado
compite o inhibe competitivamente la union a PAI-1 humano. En ciertas realizaciones, el anticuerpo monoclonal
aislado compite o inhibe competitivamente la unién a un polipéptido que comprende SEQ ID NO: 156, SEQ ID NO:
157, y/o SEQ ID NO: 158. En otra realizacion, el anticuerpo monoclonal aislado compite o inhibe competitivamente
la unién a un polipéptido que comprende SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO: 160, y/o SEQ ID NO: 161. En una
realizacion, el anticuerpo aislado compite por unirse a un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 156, 157, y/o
158 con un anticuerpo monoclonal aislado que comprende (a) regiones estructurales de cadena pesada, una region
CDR1 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 34, una regién CDR2 de cadena pesada que comprende
SEQ ID NO: 33, y una region CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 32; y (b) regiones estructurales
de cadena ligera, una region CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 37, una region CDR2 de cadena
ligera que comprende SEQ ID NO: 145, y una regién CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 35.

En otro aspecto, se describen en el presente documento nucleétidos que codifican cualquiera de los anticuerpos
monoclonales aislados descritos en el presente documento.

En un aspecto, se describe en el presente documento un método para tratar una afeccién causada por una mayor
expresion de PAI-1 o una mayor sensibilidad a PAI-1, que comprende administrar a un paciente u otro sujeto, por via
oralmente, parenteralmente mediante una disolucién inyectable, mediante inhalacién, o tépicamente, una cantidad
farmacéuticamente eficaz de un anticuerpo contra PAI-1.

En un aspecto, se describe en el presente documento un método para restaurar la generacion de plasmina, que
comprende administrar a un paciente u otro sujeto que lo necesite, por via oral, parenteralmente mediante una
disolucién inyectable, mediante inhalacion, o tépicamente, una cantidad farmacéuticamente eficaz de un anticuerpo
contra PAI-1. La administracion parenteral descrita en el presente documento incluye formas de administracion
parenteral intravenosa, mediante goteo, intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, rectal o vaginal,
intravenosa, intraarterial, subcutanea, e intramuscular. En algunas realizaciones, la administracion a un paciente u
otro sujeto comprende multiples administraciones. En otro aspecto, el método para restaurar la generacion de
plasmina facilita el tratamiento terapéutico de una afeccion que comprende niveles aumentados de tejido fibrético.
En algunos aspectos, la afeccion se caracteriza por fibrosis. En algunos aspectos, la afeccién es fibrosis, fibrosis
cuténea, esclerosis sistémica, fibrosis pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica, enfermedad pulmonar intersticial, y
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enfermedad pulmonar crénica. En otros aspectos, la generacion de plasmina facilita el tratamiento terapéutico de la
fibrosis hepatica, fibrosis renal, incluyendo enfermedad renal crénica, trombosis, trombosis venosa y arterial,
trombosis de venas profunda, isquemia de miembros periféricos, trombosis de coagulaciéon intravascular
diseminada, accidente cerebrovascular isquémico agudo con y sin trombolisis, o restenosis de endoprétesis
vascular.

En otro aspecto, se describe en el presente documento el uso de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un
anticuerpo contrra PAI-1 para la fabricacion de un medicamento para tratar una afecciéon causada por una mayor
expresion de PAI-1 o una mayor sensibilidad a PAI-1, que comprende administrar a un paciente u otro sujeto, por via
oral, parenteralmente mediante una disolucién inyectable, mediante inhalacion o mediante via tdpica.

En un aspecto, el medicamento es para tratar una afeccion que comprende niveles aumentados de tejido fibrético.
En algunos aspectos, la afeccion se caracteriza por fibrosis. En algunos aspectos, la afeccién es fibrosis, fibrosis
cutanea, esclerosis sistémica, fibrosis pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica, enfermedad pulmonar intersticial, y
enfermedad pulmonar crénica. En otros aspectos, el medicamento es para tratar una afeccion que comprende
fibrosis hepatica, fibrosis renal, incluyendo enfermedad renal crénica, trombosis, trombosis venosa y arterial,
trombosis de venas profundas, isquemia de miembros periféricos, trombosis de coagulacién intravascular
diseminada, accidente cerebrovascular isquémico agudo con y sin trombolisis, o restenosis de endoprétesis
vascular.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, en el que el anticuerpo inhibe la fibrosis pulmonar. En ciertas realizaciones, el anticuerpo
inhibe la fibrosis en el pulmén de un sujeto. En ciertas realizaciones, el anticuerpo inhibe la fibrosis en el pulmon de
un sujeto con fibrosis pulmonar idiopatica (IPF). En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado descrito
aqui induce un aumento en la degradacion de fibrina en un sujeto. En ciertas realizaciones, el anticuerpo aumenta la
degradacion de fibrina en el plasma del sujeto. En algunas otras realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado
descrito aqui inhibe la acumulacién de colageno en el pulmén de un sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto tiene
IPF. En algunas otras realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado descrito aqui aumenta los niveles de dimero D
en el fluido de lavado broncoalveolar (BALF) de un sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto tiene IPF. En algunas
otras realizaciones, el anticuerpo monoclonal aislado descrito en el presente documento se une especificamente a
PAI-1, en el que el anticuerpo inhibe el aumento del peso pulmonar debido a la fibrosis en un sujeto. En una
realizacion, el sujeto tiene IPF.

En otro aspecto, se describe en el presente documento el uso de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un
anticuerpo contra PAI-1 para la fabricacion de un medicamento para tratar una afeccién causada por una mayor
expresion de PAI-1 o una mayor sensibilidad a PAI-1, que comprende administrar a un paciente oralmente,
parenteralmente mediante una disolucién inyectable, mediante inhalacién, o tépicamente, en el que la afeccion es
fibrosis pulmonar idiopatica.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un método para restaurar la generacién de plasmina, que
comprende administrar a un paciente u otro sujeto del mismo, por via oral, parenteralmente mediante una disolucién
inyectable, mediante inhalacién, o tépicamente, una cantidad farmacéuticamente eficaz de un anticuerpo contra PAI-
1, en el que el la generacién de plasmina facilita el tratamiento terapéutico de la fibrosis pulmonar idiopatica.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, en el que el anticuerpo restaura la actividad fibrinolitica en un sujeto. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo restaura la actividad fibrinolitica en un sujeto con accidente cerebrovascular isquémico
agudo. El accidente cerebrovascular isquémico agudo puede ser con o sin trombolisis. En algunas realizaciones, el
anticuerpo monoclonal aislado restaura la lisis del coagulo. En ciertas realizaciones, el anticuerpo restaura la lisis de
coagulo in vitro. En todavia otras realizaciones, el anticuerpo restaura la lisis de coagulo in vitro con una ICso de
alrededor de 2 nM.

En otros aspectos, se describe aqui un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente a PAI-1, en el
que el anticuerpo restaura la ruptura de la fibrina en un sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto tiene accidente
cerebrovascular isquémico agudo.

En otro aspecto, se describe en el presente documento el uso de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un
anticuerpo contra PAI-1 para la fabricacion de un medicamento para tratar una afeccién causada por una mayor
expresion de PAI-1 o una mayor sensibilidad a PAI-1, que comprende administrar a un paciente por via oral,
parenteralmente mediante una disolucion inyectable, mediante inhalacién, o por via topica, en el que la afeccion es
un accidente cerebrovascular isquémico agudo con y sin trombolisis.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un método para restaurar la generacién de plasmina, que
comprende administrar a un paciente u otro sujeto que lo necesite, por via oral, parenteralmente mediante una
disolucién inyectable, mediante inhalacion, o tépicamente, una cantidad farmacéuticamente eficaz de un anticuerpo
contra PAI-1, en el que la generacion de plasmina facilita el tratamiento terapéutico del accidente cerebrovascular
isquémico agudo con y sin trombolisis.
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En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, en el que el anticuerpo inhibe la formaciéon de adherencias en un sujeto. En algunas
realizaciones, la formacién de adherencias es posterior a una cirugia o lesién del sujeto. En algunas realizaciones, la
formacion de adherencias en el sujeto es abdominal. En otras realizaciones, la formacién de adherencias se produce
en el hombro, la pelvis, el corazén, la columna vertebral, la mano, y otras regiones del cuerpo del sujeto.

En otro aspecto, se describe en el presente documento el uso de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un
anticuerpo contra PAI-1 para la fabricacién de un medicamento para tratar o prevenir una afeccién causada por una
mayor expresién de PAI-1 o una mayor sensibilidad a PAI-1, que comprende administrar a un paciente por via oral,
parenteralmente mediante una disolucion inyectable, mediante inhalacién, o por via topica, en el que la afeccion es
la formacion de adherencias abdominales.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un método para restaurar la generacién de plasmina, que
comprende administrar a un paciente u otro sujeto que lo necesite, por via oral, parenteralmente mediante una
disolucién inyectable, mediante inhalacién, o tdpicamente, una cantidad farmacéuticamente efectiva de un
anticuerpo contra PAI-1, en el que la generacién de plasmina facilita el tratamiento terapéutico o la prevencion de la
formacion de adherencias. En algunas realizaciones, la formacién de adherencias en el sujeto es abdominal.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une a un complejo
PAI-1/vitronectina. En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que
neutraliza la actividad de PAI-1 induciendo la conformacién del sustrato PAI-1. En una realizacion, el anticuerpo
restaura o es capaz de restaurar la generacion de plasmina. En otra realizacién, el anticuerpo monoclonal aislado
induce o es capaz de inducir degradacion de fibronectina. En aun otra realizacion, el anticuerpo monoclonal aislado
induce o es capaz de inducir la activacién de metaloproteinasas de la matriz (MMP).

En otro aspecto, el anticuerpo monoclonal aislado descrito aqui es un fragmento de anticuerpo. En algunas
realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo Fv monocatenario. En otras realizaciones, la cadena pesada y la
cadena ligera estan conectadas por un conector flexible para formar un anticuerpo monocatenario. En otras
realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo Fab, Fab’ o (Fab’)z.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado que se une
especificamente a PAI-1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo cristalizado. En una realizacién, se describe en el
presente documento un cristal aislado que comprende el fragmento Fab’ del anticuerpo monoclonal A44, en el que el
fragmento Fab’ consiste en la secuencia de cadena ligera SEQ ID NO: 7 y la secuencia de cadena pesada SEQ ID
NO: 6. En ofra realizacion, se describe en el presente documento un cristal aislado que comprende un fragmento
Fab’ que comprende la secuencia de cadena ligera SEQ ID NO: 93 y la secuencia de cadena pesada SEQ ID NO:
86. En una realizacion, el cristal aislado comprende dimensiones de celda unitaria asimeétrica a = 105 Ab=152Ay
¢ = 298 A. En una realizacién, el cristal aislado pertenece al grupo espacial P212121. En otra realizacion, el cristal
aislado comprende una resolucion de difraccién de rayos X de 3,3 A. En una realizacion, el cristal aislado retiene la
actividad bioldgica del anticuerpo cristalizado. En algunas realizaciones, el cristal aislado tiene una semivida mayor
in vivo que la contraparte soluble del anticuerpo cristalizado.

En un aspecto, se describe en el presente documento una composicion farmacéutica que comprende: (a) el
anticuerpo cristalizado que se une especificamente a PAI-1, y (b) al menos un excipiente farmacéutico que embebe
0 encapsula el cristal.

En otro aspecto, se describe en el presente documento una composicién farmacéutica que comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de los anticuerpos descritos en
el presente documento.

En un aspecto, se describe en el presente documento un método para generar un anticuerpo contra PAI-1, que
comprende inmunizar un mamifero con un complejo compuesto de PAI-1, o un fragmento del mismo, y vitronectina.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un método para seleccionar un anticuerpo contra PAI-1 en
un ELISA para determinar su capacidad para bloquear la funcién de PAI-1 como un inhibidor de la actividad de tPA,
que comprende las etapas de: (a) unir PAI-1 a una placa de ELISA; (b) incubar la placa de ELISA con el anticuerpo
contra PAI-1; (c) incubar la placa de ELISA con tPA; (d) incubar la placa de ELISA con anticuerpo anti-tPA marcado;
y (e) medir la ODaos emitida por el anticuerpo anti-tPA marcado; en el que una lectura positiva indica que el
anticuerpo contra PAI-1 se une a PAI-1 pero no bloquea la formacién del enlace covalente entre PAI-1 y tPA, y una
lectura negativa indica que el anticuerpo contra PAI-1 bloquea la interaccion de tPA con PAI-1.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un método de deteccion de hibridomas. En ciertas
realizaciones, el método de deteccion comprende un método de deteccion inversa que usa anticuerpos anti-PAI-1
inmovilizados anti-ratén. En otras realizaciones, el método de deteccion comprende un ensayo de deteccién directa
usando PAI-1 libre como ligando o contra vitronectina inmovilizada. En ciertas realizaciones, el método se aplica
para determinar la afinidad de un anticuerpo por un complejo PAI-1/vitronectina. En algunas realizaciones, el método
comprende: inmovilizar vitronectina a una superficie; poner en contacto PAI-1 con la vitronectina inmovilizada a la
superficie, formando asi un complejo; poner en contacto la superficie que comprende el complejo con el anticuerpo;
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separar el anticuerpo unido al complejo del anticuerpo no unido; detectar el anticuerpo unido al complejo, y analizar
los niveles de anticuerpo unido al complejo para determinar la afinidad del anticuerpo por el complejo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 representa una representacion esquematica de los mecanismos entre PAI-1 y las serina proteasas
activador de plasmindgeno de tipo tisular (tPA) y activador de plasminégeno de tipo urocinasa (uPA). PAI-1 exhibe
flexibilidad estructural y puede aparecer en una conformacion latente o una conformacién activa cuando se une a la
vitronectina (Vn). La region RCL de PAI-1 posee el enlace peptidico cebo (también llamado P1-P1’) que es el sitio de
escision por la serina proteasa. Primero se forma un complejo de Michaelis con tPA o uPA, entonces la triada
catalitica reacciona con el enlace peptidico cebo para formar un complejo acil-enzima que, después de la escision
del enlace peptidico P1-P’1, induce fuertes cambios de conformacién. La acil enzima es un complejo labil formado
por un enlace covalente entre el resto de serina (triangulo negro) de la triada catalitica de la serina proteasa (tPA) y
el aminoacido del sustrato (circulo negro) que se somete a una hidrélisis adicional. Los cambios conformacionales
provocan la insercién del RCL escindido en una cadena (3, permaneciendo la proteasa unida covalentemente como
una acil enzima con PAI-1. Bajo circunstancias no fisiolégicas, la hidrélisis de este complejo acil-enzima puede
inducir la liberacion del PAI-1 escindido y la proteasa activa libre.

La Figura 2 representa una curva estandar tipica para la titulacién de anticuerpos en el ELISA de unién como se
describe en el Ejemplo 2. Los anticuerpos 31C9, 33B8 y 33H1 fueron controles positivos, y la IgG1 fue un control
negativo.

La Figura 3 representa una curva de representacién para un ELISA funcional para seleccionar anticuerpos que
bloquean la interaccién de PAI-1 con tPA como se describe en el Ejemplo 4. El anticuerpo 33H1 es un control
positivo, IgG1 es un control negativo, y A44 se identificé como un clon de anticuerpo positivo.

La Figura 4 representa la neutralizacion de la actividad de bloqueo de PAI-1 humano de tPA por A44 y los
anticuerpos disponibles comercialmente (33B8 y 33H1) en el ensayo cromogénico descrito en el Ejemplo 4.

La Figura 5 representa la neutralizacién de la actividad de bloqueo de PAI-1 humano de tPA mediante una seleccion
de anticuerpos producidos a partir de diferentes fusiones (véase el Ejemplo 4).

La Figura 6 representa el PAI-1 humano y sus ortélogos bloquean la actividad del tPA humano en un ensayo
cromogénico con una potencia similar.

La Figura 7 representa la neutralizacién de la actividad bloqueante de PAI-1 de mono macaco (cyno) y de ratén de
tPA humano por anticuerpos A44 y 33B8 (disponibles comercialmente) en el ensayo cromogénico descrito en el
Ejemplo 4.

La Figura 8 muestra el analisis de SDS-Page del mecanismo de accién para los anticuerpos 33H8 (convierte PAI-1
de conformacion activa a latente), 33H1 (convierte PAI-1 de conformacion activa a sustrato) y A44 para bloquear la
interaccion de PAI-1 con tPA. Linea 1: patrones de peso molecular; Linea 2: solo PAI-1; Linea 3: solo tPA; Linea 4:
PAI-1 en presencia de tPA; Linea 5: 33B8 + PAI-1 + tPA; Linea 6: 33H1 + PAI-1 + tPA; Linea 7: A44 + PAI-1 + tPA;
Linea 8: mAb es un anticuerpo de control de isotipo.

La Figura 9 muestra el analisis de SDS-Page del mecanismo de accién para los anticuerpos 33H8 (convierte PAI-1
de conformacion activa a latente), 33H1 (convierte PAI-1 de conformaciéon activa a sustrato) y anticuerpos
desarrollados a partir de fusiones C26, E16 y E21 para bloquear la interaccion de PAI-1 con tPA. Linea 1: patrones
de peso molecular; Linea 2: solo PAI-1; Linea 3: solo tPA; Linea 4: PAI-1 en presencia de tPA; Linea 5: 33B8 + PAI-
1 + tPA; Linea 6: 33H1 + PAI-1 + tPA; Linea 7: C26 + PAI-1 + tPA; Linea 8: E16 + PAI-1 + tPA; Linea 9: E21 + PAI-1
+ tPA; Linea 10: mAb es un anticuerpo de control de isotipo.

La Figura 10 representa el andlisis de SDS-Page del mecanismo de accion para los anticuerpos 33H8 (convierte
PAI-1 de conformacién activa a latente), 33H1 (convierte PAI-1 de conformacién activa a sustrato) y anticuerpos
desarrollados a partir de fusiones A39, B109 y C45 para bloquear la interaccion de PAI-1 con tPA. Linea 1: patrones
de peso molecular; Linea 2: solo PAI-1; Linea 3: solo tPA; Linea 4: PAI-1 en presencia de tPA; Linea 5: 33B8 + PAI-
1 + tPA; Linea 6: 33H1 + PAI-1 + tPA; Linea 7: A39 + PAI-1 + tPA; Linea 8: B109 + PAI-1 + tPA; Linea 9: C45 + PAI-
1 + tPA; Linea 10: mAb es un anticuerpo de control de isotipo.

La Figura 11 representa la alineacién de la cadena ligera de los siguientes anticuerpos murinos: A105 (SEQ ID NO:
3), A39 (SEQ ID NO: 5), A44 (SEQ ID NO: 7), A71 (SEQ ID NO: 9), A75 (SEQ ID NO: 81), B109 (SEQ ID NO: 11),
B28 (SEQ ID NO: 13), C45 (SEQ ID NO: 15), E16 (SEQ ID NO: 17), y E21 (SEQ ID NO: 19). Las CDR estén
resaltadas en negrita.

La Figura 12 representa la alineacion de la cadena pesada de los siguientes anticuerpos murinos: A105 (SEQ ID
NO: 2), A39 (SEQ ID NO: 4), A44 (SEQ ID NO: 6), A71 (SEQ ID NO: 8), A75 (SEQ ID NO: 80), B109 (SEQ ID NO:
10), B28 (SEQ ID NO: 12), C45 (SEQ ID NO: 14), E16 (SEQ ID NO: 16), y E21 (SEQ ID NO: 18). Las CDR, segun lo
definido por IMGT, se resaltan en negrita.
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La Figura 13 representa la alineacion de la cadena ligera de A44 murina (SEQ ID NO: 7) con vk1 (SEQ ID NO: 101)
y vlambda3 (SEQ ID NO: 102).

La Figura 14 representa la alineacion de la cadena pesada de A44 murina (SEQ ID NO: 6) con vh2 (SEQ ID NO:
103) y vh4 (SEQ ID NO: 104).

La Figura 15 representa el clon A44 de humanizacion VL con todos los constructos alineados. Todas las secuencias
alineadas (SEQ ID NOs: 91-98) se describen adicionalmente a continuacién en la Tabla 25. Los cuadros negros
representan dominios CDR. Los restos resaltados varian en secuencia del resto directamente arriba en la alineacion.
La numeracion de los restos es la descrita por IMGT.

La Figura 16 representa el clon A44 de humanizacion VH con todos los constructos alineados. Todas las secuencias
alineadas (SEQ ID NOs: 82-90) se describen adicionalmente a continuacién en la Tabla 25. Los cuadros negros
representan dominios CDR. Los restos resaltados varian en secuencia del resto directamente arriba en la alineacién.
La numeracion de los restos es la descrita por IMGT.

La Figura 17 representa el porcentaje de inhibicion de la actividad de PAI-1 representada graficamente en funcion de
la concentracion de mAb, y se determiné la IC50 Imax usando el software de velocidad Biostat.

La Figura 18 representa la purificacion de Fab A44 etiquetado con 6-His recombinante de homogeneidad.

La Figura 19 representa el analisis de SPR con Biacore 2000 usando un andlisis cinético Unico de la unién
glicosilada de PAI-1 humano al anticuerpo APG inmovilizado. Un sensograma de cinética de ciclo Unico se muestra
en gris. El modelo de ajuste se muestra en negro.

La Figura 20 representa la neutralizacion de PAI-1 en plasma humano mediante anticuerpos APG, APGv2 y APGv4
segun se determina mediante deteccion de formacion de complejo UK-PAI-1 mediante ELISA. El porcentaje de
inhibicién de la actividad de PAI-1 se represent6 graficamente en funcién de la concentracion de anticuerpos APG,
APGv2 o APGv4.

La Figura 21 muestra la restauracion de la lisis del coagulo de plasma humano por A44V11 (1, 3 o 10 nM) en
presencia de tPA 1 nM y PAI-1 3 nM como se detecta por medida cinética de turbidimetria mediante lectura de
absorbancia a 340 nm en funcion del tiempo (min).

La Figura 22 muestra la ausencia de restauracion de la lisis del coagulo de plasma humano por el control negativo
de IgG1 humana (1, 3 o 10 nM) en presencia de tPA 1 nM y PAI-1 3 nM como se detecta por absorbancia a 340 nm
en funcion del tiempo (min).

La Figura 23 representa la restauracién de la lisis del codgulo de plasma humano por A44V11 o control negativo de
isotipo IgG1 humano a diversas concentraciones.

La Figura 24 representa la restauracion de la lisis del coagulo de plasma humano por APG, APGV2 o0 APGV4 a 3 nM
en presencia de tPA 1 nM y PAI-1 3 nM como se detecta por absorbancia a 340 nm en funcién del tiempo (min).

La Figura 25 representa la restauracion de la lisis del coagulo de plasma humano por las variantes 2 y 4 de APG a
diversas concentraciones.

La Figura 26 representa la inmunotransferencia de anti-PAI-1 en sobrenadantes de miofibroblastos LL29 humanos a
48H después del tratamiento con A44V11 o mAb de control de isotipo IgG a 50 nMy TGFB 5 ng/ml.

La Figura 27 representa la actividad genérica de MMP en fibroblastos pulmonares primarios humanos después del
tratamiento celular durante 48 horas con PBS (control), plasminégeno (Pg), A44v11 y plasminégeno (A + Pg) o IgG
humana negativa y plasminégeno (Neg + Pg).

La Figura 28 representa el nivel de PAI-1 activo humano en el liquido de lavado broncoalveolar (BALF) (A) y en el
lisado pulmonar (B) de ratones tratados con bleomicina el dia 7 y el dia 9 después del tratamiento el dia 4 con A44 o
IgG1 a 10 mg/kg o PBS mediante administracién ip. PAI-1 activo determinado por ELISA (# HPAIKT Molecular
Innovation). El porcentaje de inhibicion se calculd dividiendo la diferencia entre A44 bleo e IgG bleo entre la
diferencia entre el grupo de ratones IgG bleo y no tratado (PBS).

La Figura 29 representa el nivel de Dimero D de ratéon en BALF de ratones tratados con bleomicina el dia 7 y el dia 9
después del tratamiento en el dia 4 con A44 o IgG1 a 10 mg/kg o PBS mediante administracion i.p. segin lo
determinado por ELISA (Asserachrom D-Di, Diagnostica Stago). Se indica un incremento en nimero de veces en el
dimero D inducido por A44 en comparacion con IgG.

La Figura 30 representa el peso pulmonar derecho de ratones humanizados transgénicos 21 dias después del
tratamiento con disolucion salina o bleomicina seguido de PBS (vehiculo), IgG1 o A44 10 mg/kg mediante
administracion i.p. del dia 4 al dia 20 cada 3 dias.
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La Figura 31 representa el contenido pulmonar de hidroxiprolina en ratones humanizados transgénicos 21 dias
después del tratamiento con disoluciéon salina o bleomicina seguido de PBS (vehiculo), IgG1 o A44 10 mg/kg
mediante administracion i.p. del dia 4 al dia 20 cada 3 dias.

La Figura 32 representa el nivel de PAI-1 activo en plasma de monos tratados con mAb A44V11 (A) (n = 5) o con
control de isotipo IgG1 (B) (n = 4) (5 mg/kg ip) 24 horas antes de la exposicién a LPS (100 ug/kg iv). Se recogieron
muestras de sangre en el punto de tiempo indicado, y los niveles de PAI-1 activo se determinaron en plasma usando
el ELISA (# HPAIKT de Molecular Innovation).

La Figura 33 muestra el nivel de PAI-1 activo en la biopsia hepatica de monos tratados con mAb A44V11 (A) (n = 5)
o con control de isotipo IgG1 (B) (n = 4) (5 mg/kg ip) 24 horas antes de la exposicién a LPS (100 ug/kg iv). Se
recogieron biopsias de higado en monos anestesiados en el punto de tiempo indicado, y los niveles de PAl-activo se
determinaron en lisados usando el ELISA (# HPAIKT de Molecular Innovation).

La Figura 34 representa el nivel de dimero D en plasma de monos tratados con mAb A44V11 (A) (n = 5) o con
control de isotipo IgG1 (B) (n = 4) (5 mg/kg ip) 24 horas antes de la exposicién a LPS (100 ug/kg iv). Se recogieron
muestras de sangre en el punto de tiempo indicado, y los niveles de dimero D se determinaron en plasma usando el
ELISA.

La Figura 35 representa el nivel de complejos de plasmina-a2 antiplasmina (PAP) en plasma de monos tratados con
mAb A44V11 (A) (n = 5) o con control de isotipo IgG1 (B) (n = 4) (5 mg/kg ip) 24 horas antes de la exposicion a LPS
(100 ug/kg iv). Se recogieron muestras de sangre en el punto de tiempo indicado, y los niveles de PAP se
determinaron en plasma usando el ELISA (# Asserachrom PAP de Diagnostica Stago).

La Figura 36 representa el nivel de PAI-1 activo en liquido intraperitoneal (IPF) y lisados de cuerno uterino. Niveles
de PAI-1 activo en el liquido intraperitoneal (A) y lisados del cuerno uterino (B). En los puntos de tiempo de 6 horas y
el dia 7, los niveles de PAI-1 activo fueron méas bajos tanto en el liquido intraperitoneal (IPF) como en los lisados de
cuerno uterino (UH) en los animales tratados con el anticuerpo A44V11 en comparacion con los animales tratadas
con el anticuerpo de control de isotipo, no hubo diferencia observada a las 72 horas. (* p <0,001 calculado por la
prueba de la T de Student).

La Figura 37 representa otro ejemplo de purificacién de Fab A44 etiquetado con 6-His recombinante de
homogeneidad.

La Figura 38 representa la purificacion de Fab A44 etiquetado con 6-His recombinante de homogeneidad
complejado con la proteina PAI-1 de tipo salvaje humana.

La Figura 39(a) representa la cristalizacion compleja del complejo Fab A44/PAl-1, y la Figura 39(b) representa los
mejores cristales optimizados.

La Figura 40 representa los monocristales en forma de barilla del complejo Fab A44/PAI-1.

La Figura 41 representa el reconocimiento por Fab A44 de la forma activa de PAI-1 humano y de la forma latente de
cyno PAI-1.

La Figura 42 representa el epitopo de PAI-1 reconocido por Fab A44 en (A) PAI-1 humano activo, y (B) cyno PAI-1
latente.

La Figura 43 representa el paratopo de cadena pesada del complejo Fab A44/PAl-1.
La Figura 44 representa el paratopo de cadena ligera del complejo Fab A44/PAI-1.

La Figura 45 representa una alineacion de secuencias de los epitopos de union a A44 propuestos de PAI-1 de cyno,
humano, rata y ratén. Las secuencias se extraen de SEQ ID NO: 1 (PAI-1 humano), SEQ ID NO: 162 (PAI-1 cyno),
SEQ ID NO: 163 (PAI-1 ratén), y SEQ ID NO: 164 (PAI-1 rata).

La Figura 46 representa la comparacion de la estructura de PAI-1 de ratdn con la estructura del complejo PAI-1
humano/A44V11.

La Figura 47 muestra la estructura del complejo PAI-1 humano/A44V11 y el modelo de unién de vibronectina a PAI-
1.

La Figura 48 representa la cobertura peptidica péptica de cyno-PAI-1 (SEQ ID NO: 162); se obtiene una cobertura
de secuencia del 95,3% a partir de 150 péptidos pépticos que solapan.

La Figura 49 representa graficas representativas de absorcion de deuterio para péptidos cyno-PAl-1 en los estados
no unidos (lineas circulares), unidos a APGv2 (lineas x) y unidos a A44v11 (lineas de diamante). Los
intervalos/posiciones de restos son de SEQ ID NO: 162. (A) la mayoria de los péptidos pépticos no mostraron
diferencias entre cyno-PAl-1 solo o unido a ninguno de los mAb. (B), los péptidos que cubren los restos 44-64
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mostraron una proteccién similar contra el intercambio en ambos estados unidos a mAb. (C), los péptidos que
incorporan los restos 295-322 incorporan menos deuterio en ambos estados unidos a mAb; sin embargo, la
magnitud de la proteccion es mayor para A44v11.

La Figura 50 representa la comparacién de intercambio de hidrégeno/deuterio (HDX) de cyno-PAI-1 solo y unido a
Ad4vi11. (A), grafica de mariposa del intercambio fraccional relativo promedio con el estado no unido arriba y el
estado unido abajo. Las lineas corresponden a los datos adquiridos para los puntos de tiempo de 10 segundos, 1
minuto, 5 minutos y 240 minutos. En (B), grafica de los datos de diferencia (en daltons) de la gréafica anterior en (A)
para cyno-PAI-1 solo o unido a A44v11.

La Figura 51 representa la comparacion de HDX de cyno-PAI-1 solo y unido a APGv2. En (A), grafica de mariposa
del intercambio fraccional relativo promedio con el estado no unido arriba y el estado unido abajo. Las lineas
corresponden a los datos adquiridos para los puntos de tiempo de 10 segundos, 1 minuto, 5 minutos y 240 minutos.
En (B), gréfica de los datos de diferencia del panel (A) anterior para cyno-PAl-1 solo o unido a APGv2.

La Figura 52 representa la comparacion de HDX de cyno-PAI-1 unido a A44v11 y unido a APGv2. En (A), gréafica de
mariposa del intercambio fraccional relativo promedio con el estado unido a APGv2 arriba y el estado unido a
A44v11 abajo. Las lineas corresponden a los datos adquiridos para los puntos de tiempo de 10 segundos, 1 minuto,
5 minutos y 240 minutos. En (B), grafica de los datos de diferencia del panel (A) anterior para cyno-PAl-1 unido a
APGv2 0 A44v11.

La Figura 53 representa el epitopo de cyno-PAIl-1:A44v11 determinado por HDX MS. Los restos de cynoPAI-1 (SEQ
ID NO: 162) que muestran proteccion contra el intercambio en el estado unido al anticuerpo A44v11 se muestran en
negrita. Los restos del epitopo de cyno-PAI-1:A44v11 determinado a partir de los estudios de cristalizacion se
muestran en recuadros.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencién proporciona anticuerpos y fragmentos de los mismos que se unen especificamente a PAI-1
humano y modulan las funciones biolégicas de PAI-1. Dichos anticuerpos son particularmente Utiles para tratar
enfermedades o trastornos asociados a PAI-1 (por ejemplo, fibrosis). La descripcién también proporciona
composiciones farmacéuticas, asi como acidos nucleicos que codifican anticuerpos contra PAI-1, vectores de
expresion recombinantes y células hospedantes para producir tales anticuerpos, o fragmentos de los mismos. Los
métodos para usar anticuerpos también se describen en el presente documento para detectar PAI-1 o para modular
la actividad de PAI-1, in vitro o in vivo.

I. Definiciones
Para que la presente invencién pueda entenderse mas facilmente, primero se definen ciertos términos.

Como se usa en el presente documento, la expresion “PAl-1 humano” se refiere a un péptido que comprende o que
consiste en la secuencia de aminoacidos enumerada a continuacion:

VHHPPSYVAHLASDFGVRVFQQVAQASKDRNVVFSPYGVASVLAMLQLTTG
GETQQQIQAAMGFKIDDKGMAPALRHLYKELMGPWNKDEISTTDAIFVQRD

LKLVQGFMPHFFRLFRSTVKQVDFSEVERARFIINDWVKTHTKGMISNLLGK

GAVDQLTRLVLVNALYFNGQWK TPFPDSSTHRRLFHKSDGSTVSVPMMAQT
NKFNYTEFTTPDGHYYDILELPYHGDTLSMFIAAPYEKEVPLSALTNILSAQLI

SHWKGNMTRLPRLLVLPKFSLETEVDLRKPLENLGMTDMFRQFQADFTSLSD
QEPLHVAQALQKVKIEVNESGTVASSSTAVIVSARMAPEEIIMDRPFLFVVRH

NPTGTVLFMGQVMEP (SEQ ID NO. 1),

o un fragmento de la misma.

Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” se refiere a moléculas de inmunoglobulina que
comprenden cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por
enlaces disulfuro, asi como multimeros de las mismas (por ejemplo, IgM). Cada cadena pesada comprende una
regién variable de cadena pesada (abreviado Vi o VH) y una region constante de cadena pesada (Cn o CH). La
regién constante de cadena pesada comprende tres dominios, Chi, CHz y CHs. Cada cadena ligera comprende una
regién variable de cadena ligera (abreviada VL o VL) y una regién constante de cadena ligera (CL o CL). La regién
constante de cadena ligera comprende un dominio (Cv1). Las regiones VH y VL se pueden subdividir en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDRs), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas regiones estructurales (FR). Cada VH y VL esta compuesta de tres CDRs
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y cuatro FRs, dispuestas desde el extremo amino al terminal carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, CDRS, FRA4.

Como se usa en el presente documento, la expresion “fragmento de unién a antigeno” de un anticuerpo incluye
cualquier polipéptido o glicoproteina de origen natural, obtenible enzimaticamente, sintético, o genéticamente
modificado, que se une especificamente a un antigeno para formar un complejo. Los fragmentos de unién a
antigeno de un anticuerpo pueden derivarse, por ejemplo, de moléculas de anticuerpo completas usando cualquier
técnica estandar adecuada tal como digestion proteolitica o técnicas de ingenieria genética recombinante que
implican la manipulacion y expresién de ADN que codifica los dominios variables y opcionalmente los constantes del
anticuerpo. Los ejemplos no limitantes de porciones de union a antigeno incluyen: (i) fragmentos Fab; (ii) fragmentos
F(ab’)2; (iii) fragmentos Fd; (iv) fragmentos Fv; (v) moléculas de Fv monocatenario (scFv); (vi) fragmentos dAb; y (vii)
unidades de reconocimiento minimas que consisten en los restos de aminoacidos que imitan la regién hipervariable
de un anticuerpo (por ejemplo, una regién determinante de la complementariedad aislada (CDR)). Otras moléculas
modificadas, tales como diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y minicuerpos, también estan incluidas dentro de la
expresion “fragmento de union a antigeno”.

Como se usa en el presente documento, el término “CDR” o “region determinante de la complementariedad” significa
los sitios de combinacién de antigeno no contiguos que se encuentran dentro de la regién variable de polipéptidos
tanto de cadena pesada como ligera. Estas regiones particulares han sido descritas por Kabat et al., J. Biol. Chem.
252, 6609-6616 (1977) y Kabat et al., Sequences of protein of immunological interest. (1991), y por Chothia et al., J.
Mol. Biol. 196:901-917 (1987) y por MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262:732-745 (1996), en los que las definiciones
incluyen solapamiento o subconjuntos de restos de aminoacidos cuando se comparan entre si. La definicién de
Kabat se basa en la variabilidad de secuencia. La numeracién unica de IMGT para todas las regiones V de IGy TR
de todas las especies se basa en la alta conservacion de la estructura de la regién variable (Lefranc, Mp et al., Dev
comp. Immunol. 27:55-77, 2003). La numeracién de IMGT, configurada después de alinear mas de 5.000
secuencias, tiene en cuenta y combina la definicién de la region estructural y las CDRs. La definicién de Clothia se
basa en la ubicacién de las regiones de bucle estructural. La definicion de Contacto (MacCallum et al.) se basa en
un analisis de las estructuras cristalinas complejas y las interacciones anticuerpo-antigeno. Los restos de
aminoacidos que abarcan las CDRs tal como se definen por cada una de las referencias citadas anteriormente se
exponen para comparacion. En una realizacién descrita en el presente documento, el término “CDR” es una CDR
como se define por la definicion de Kabat. En otra realizacion descrita en el presente documento, la CDR es una
CDR como se define por IMGT.

Como se usa en el presente documento, la expresion “restos de aminodacidos estructurales (FR)” se refiere a
aquellos aminoécidos en la region estructural de una cadena de Ig. La expresion “region estructural” o “region FR”,
como se usa en el presente documento, incluye los restos de aminoacidos que son parte de la region variable, pero
no son parte de las CDRs (por ejemplo, usando la definicion de Contacto de las CDRs). Por lo tanto, una estructura
de regién variable tiene una longitud de aproximadamente 100-120 aminoacidos pero incluye solo aquellos
aminoacidos fuera de las CDRs.

La presente descripcion también abarca “sustituciones conservativas de aminodacidos” en las secuencias de
aminoacidos de CDR de los anticuerpos descritos en el presente documento, es decir, modificaciones de la
secuencia de aminoacidos que no anulan la uniéon del anticuerpo al antigeno, es decir, PAI-1. Una sustitucion
conservativa es una sustitucion de un resto de aminoacido nativo por un resto no nativo de tal manera que haya
poco o ningun efecto sobre la polaridad o carga del resto de aminoacido en esa posicién. Por ejemplo, una
sustitucién conservativa resulta de la sustitucion de un resto no polar en un polipéptido por cualquier otro resto no
polar. Ademas, cualquier resto nativo en el polipéptido también se puede sustituir por alanina, como se ha descrito
previamente para la “mutagénesis por barrido de alanina” (Cunningham et al., Science 244:1081-85 (1989)). Las
sustituciones conservativas de aminoacidos incluyen la sustitucion de un aminoacido en una clase por un
aminoacido de la misma clase, en la que una clase se define por las propiedades fisicoquimicas comunes de la
cadena lateral del aminoacido y las altas frecuencias de sustitucion en proteinas homdlogas que se encuentran en la
naturaleza, segun se determina, por ejemplo, mediante una matriz de intercambio de frecuencia Dayhoff estandar o
una matriz BLOSUM. Se han categorizado seis clases generales de cadenas laterales de aminodcidos, e incluyen:
Clase | (Cys); Clase Il (Ser, Thr, Pro, Ala, Gly); Clase Ill (Asn, Asp, GIn, Glu); Clase IV (His, Arg, Lys); Clase V (lle,
Leu, Val, Met); y Clase VI (Phe, Tyr, Trp). Por ejemplo, la sustitucion de un Asp por otro resto de clase lll, tal como
Asn, GIn o Glu, es una sustitucion conservativa. De este modo, un resto de aminoacido no esencial previsto en un
anticuerpo contra PAI-1 se reemplaza por otro resto de aminoacido de la misma clase. Los métodos para identificar
sustituciones conservativas de aminoacidos que no eliminan la unién al antigeno son bien conocidos en la técnica
(véanse, por ejemplo, Brummell et al., Biochem. 32:1180, 1993; Kobayashi et al. Protein Eng. 12:879, 1999; y Burks
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:412, 1997). Las reglas generales para las sustituciones conservativas de
aminoacidos se establecen en la Tabla 1 a continuacién.
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Tabla 1: Sustituciones conservativas de aminoéacidos

Restos originales Sustituciones ejemplares Sustituciones selecionadas
Ala Val, Leu, lle Val
Arg Lys, Gin, Asn Lys
Asn Gin, His, Lys, Arg Gin
Asp Glu Glu
Cys Ser Ser
Gin Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
His Asn, Gin, Lys, Arg Arg
lle Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucina Leu
Leu Norleucine, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys Arg, GIn, Asn Arg
Met Leu, Phe, lle Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Ala
Ser Thr Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Met, Leu, Phe, Ala, Norleucina Leu

Las sustituciones conservativas de aminoacidos también abarcan restos de aminodcidos no naturales que se
incorporan tipicamente por sintesis quimica de péptidos en lugar de por sintesis en sistemas bioldgicos. Estos
incluyen peptidomiméticos y otras formas revertidas o invertidas de restos de aminoacidos.

Se espera que las modificaciones conservativas de la secuencia de aminodcidos (y las modificaciones
correspondientes a los nucleotidos codificantes) produzcan anticuerpos contra PAI-1 que tengan caracteristicas
funcionales y quimicas similares a las de los anticuerpos contra PAI-1 de origen natural. Por el contrario, pueden
realizarse modificaciones sustanciales en las caracteristicas funcionales o quimicas de los anticuerpos contra PAI-1
seleccionando sustituciones que difieran significativamente en su efecto sobre el mantenimiento de (a) la estructura
de la cadena principal molecular en el area de la sustitucion, por ejemplo como una conformacién de lamina o
helicoidal, (b) la carga o hidrofobia de la molécula en el sitio diana, o (c) la mayor parte de la cadena lateral. Los
restos naturales pueden dividirse en grupos basados en las propiedades comunes de la cadena lateral:

1) hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

2) hidrofilos neutros: Cys, Ser, Thr;

3) acidos: Asp, Glu;

4) bésicos: Asn, GIn, His, Lys, Arg;

5) restos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro; y

6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.
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Las sustituciones no conservativas pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases por un
miembro de otra clase. Dichos restos sustituidos pueden introducirse en regiones del anticuerpo contra PAI-1
humano que son homoélogas con el anticuerpo contra PAI-1 no humano, o en las regiones no homodlogas de la
molécula.

En ciertos aspectos, las regiones variables de cadena pesada o ligera pueden ser 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%,
93%, 92%, 91% o0 90% idénticas a cualquiera de las secuencias de regiones variables descritas en el presente
documento.

Como se usa en el presente documento, la expresion “se une especificamente a” se refiere a la capacidad de un
anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo para unirse a un antigeno con un Kd que es menor que 1
x 108 M, 1 x 107 M, 1 x 108 M, 1 x 10° M, 1 x 10 M, 1 x 10" M, 1 x 10-'2 M, o menos. La expresion también
abarca la capacidad de un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo para unirse a un antigeno con
una afinidad que es al menos dos veces mayor que su afinidad por un antigeno inespecifico.

La descripcion también proporciona anticuerpos que inhiben competitivamente la unién de un anticuerpo a un
epitopo descrito en el presente documento como se determina por cualquier método conocido en la técnica para
determinar la union competitiva, por ejemplo los inmunoensayos descritos en el presente documento. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo inhibe competitivamente la union al epitopo en al menos 95%, al menos 90%, al menos
85%, al menos 80%, al menos 75%, al menos 70%, al menos 60%, o al menos 50%

Como se usa en el presente documento, el término “antigeno” se refiere al sitio de unién o epitopo reconocido por
un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo.

Como se usa en el presente documento, el término “vector” pretende referirse a una molécula de &cido nucleico
capaz de transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a un
bucle circular de ADN bicatenario en el que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es
un vector virico, en el que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales en el genoma virico. Ciertos vectores son
capaces de replicacion auténoma en una célula hospedante en la que se introducen (por ejemplo, vectores
bacterianos que tienen un origen de replicacién bacteriano y vectores episomales de mamifero). Otros vectores (por
ejemplo, vectores de mamiferos no episomales) pueden integrarse en el genoma de una célula hospedante tras la
introduccion en la célula hospedante, y de este modo se replican junto con el genoma hospedante. Ademas, ciertos
vectores son capaces de dirigir la expresién de genes a los que estan unidos operativamente. Dichos vectores se
denominan en el presente documento “vectores de expresion recombinantes” (o simplemente, “vectores de
expresion”). En general, los vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante a menudo estan en
forma de plasmidos. Los términos “plasmido” y “vector” pueden usarse indistintamente. Sin embargo, la descripcion
pretende incluir otras formas de vectores de expresion, tales como vectores viricos (por ejemplo, retrovirus,
adenovirus y virus adenoasociados defectuosos en la replicacion), que cumplen funciones equivalentes.

Se pueden emplear numerosos sistemas de vectores de expresion para los fines descritos en el presente
documento. Por ejemplo, una clase de vector usa elementos de ADN que derivan de virus animales tales como virus
del papiloma bovino, virus del polioma, adenovirus, virus de la vacuna, baculovirus, retrovirus (RSV, MMTV o
MOMLYV), o virus SV40. Otros implican el uso de sistemas policistronicos con sitios internos de unién a ribosomas.
Ademas, las células que han integrado el ADN en sus cromosomas se pueden seleccionar mediante la introduccién
de uno o mas marcadores que permiten la seleccion de células hospedantes transfectadas. El marcador puede
proporcionar prototrofia a un hospedante auxotréfico, resistencia a biocidas (por ejemplo, antibioticos) o resistencia a
metales pesados como el cobre. El gen marcador seleccionable puede enlazarse directamente a las secuencias de
ADN que se van a expresar, o pueden introducirse en la misma célula por cotransformacion. También se pueden
necesitar elementos adicionales para una sintesis 6ptima de ARNm. Estos elementos pueden incluir secuencias de
sefal, sefales de ayuste, asi como promotores transcripcionales, potenciadores y sefiales de terminacion. En
realizaciones particulares, los genes de region variable clonados se insertan en un vector de expresion junto con los
genes de region constante de cadena pesada y ligera (por ejemplo, humanos) sintéticos como se discutié
anteriormente.

Mas generalmente, una vez que se ha preparado un vector o secuencia de ADN que codifica un anticuerpo, o
fragmento del mismo, el vector de expresion puede introducirse en una célula hospedante apropiada. Es decir, las
células hospedantes pueden transformarse. La introduccién del plasmido en la célula hospedante se puede lograr
mediante diversas técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica. Estos incluyen, pero no se limitan a,
transfeccién (incluyendo electroforesis y electroporacién), fusién de protoplastos, precipitacién con fosfato de calcio,
fusion celular con ADN envuelto, microinyeccion, e infeccién con virus intacto. Véanse, Ridgway, A. A. G.
“Mammalian Expression Vectors” Chapter 24.2, p. 470-472 Vectors, Rodriguez and Denhardt, Eds. (Butterworths,
Boston, Mass. 1988). Una realizacion descrita en el presente documento es la introduccién de plasmidos en el
hospedante mediante electroporacion. Las células transformadas se cultivan en condiciones apropiadas para la
produccién de cadenas ligeras y cadenas pesadas, y se analizan para determinar la sintesis de proteinas de cadena
pesada o ligera. Las técnicas de ensayo ejemplares incluyen ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA), o analisis de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS),
inmunohistoquimica, y similares.
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Como se usa en el presente documento, el término “transformacién” se usara en un sentido amplio para referirse a
la introduccién de ADN en una célula hospedante receptora que cambia el genotipo y, en consecuencia, da como
resultado un cambio en la célula receptora.

“Células hospedantes” se refiere a células que se han transformado con vectores construidos usando técnicas de
ADN recombinante y que codifican al menos un gen heterélogo. En las descripciones de los procedimientos para el
aislamiento de polipéptidos de hospedantes recombinantes, los términos “célula” y “cultivo celular” se usan
indistintamente para indicar la fuente del anticuerpo a menos que se especifique claramente lo contrario. En otras
palabras, la recuperacion del polipéptido de las “células” puede significar ya sea de células completas centrifugadas,
o del cultivo celular que contiene tanto el medio como las células suspendidas.

Debe entenderse que este término esta destinado a referirse no solo a la célula sujeto particular sino a la progenie
de dicha célula. Debido a que pueden producirse ciertas modificaciones en las generaciones siguientes debido a
mutaciones o influencias ambientales, dicha progenie puede, de hecho, no ser idéntica a la célula madre, pero aun
se incluye dentro del alcance de la expresion “célula hospedante” como se usa en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término “tratar”, “tratando” y “tratamiento” se refieren a medidas
terapéuticas o preventivas descritas en el presente documento. Los métodos de “tratamiento” emplean la
administracién a un sujeto, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno descrito en el presente documento, por
ejemplo un sujeto que tiene una enfermedad o trastorno asociado a PAI-1 (por ejemplo, una enfermedad fibrética) o
predispuesto a tener dicha enfermedad o trastorno, para prevenir, curar, retrasar, reducir la gravedad de, o mejorar
uno o mas sintomas de la enfermedad o trastorno o enfermedad o trastorno recurrente, o para prolongar la
supervivencia de un sujeto mas alla de lo esperado en ausencia de tal tratamiento.

Como se usa en el presente documento, la expresion “enfermedad o trastorno asociado a PAI-1” incluye estados de
enfermedad con o sin sintomas asociados a un estado de enfermedad, en el que se encuentran niveles o actividad
alterados de PAI-1. Los ejemplos de enfermedades o trastornos asociados a PAI-1 incluyen varios tipos de fibrosis.

Como se usa en el presente documento, la expresion “cantidad eficaz” se refiere a la cantidad de un anticuerpo o un
fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a PAI-1, que es suficiente para efectuar el tratamiento,
pronostico o diagnostico de una enfermedad o trastorno asociado a PAI-1, como se describe aqui, cuando se
administra a un sujeto. Una cantidad terapéuticamente eficaz variara dependiendo del sujeto y la condicion de la
enfermedad a tratar, el peso y la edad del sujeto, la gravedad de la condicion de la enfermedad, la forma de
administracion y similares, que puede determinar facilmente un experto en la técnica. Las dosis para administracién
pueden oscilar, por ejemplo, de alrededor de 1 ng a alrededor de 10.000 mg, de alrededor de 1 ug a alrededor de
5.000 mg, de alrededor de 1 mg a alrededor de 1.000 mg, de alrededor de 10 mg a alrededor de 100 mg, de un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, descrito aqui. Los regimenes de dosificacion pueden
ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica éptima. Una cantidad eficaz también es aquella en la que los
efectos beneficiosos minimizan o compensan los efectos téxicos o perjudiciales (es decir, efectos secundarios) de
un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo.

Como se usa en el presente documento, el término “sujeto” o “mamifero” incluye cualquier animal humano o no
humano.

Como se usa en el presente documento, el término “epitopo” se refiere a un determinante antigénico que
interacciona con un sitio de unién a antigeno especifico en la regién variable de una molécula de anticuerpo
conocida como paratopo. Un solo antigeno puede tener mas de un epitopo. De este modo, diferentes anticuerpos
pueden unirse a diferentes areas en un antigeno y pueden tener diferentes efectos bioldgicos. Los epitopos pueden
ser conformacionales o lineales. Un epitopo conformacional es producido por aminoacidos espacialmente
yuxtapuestos de diferentes segmentos de la cadena polipeptidica lineal. Un epitopo lineal es aquel producido por
restos de aminoacidos adyacentes en una cadena de polipéptido.

Se observa aqui que, como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares “un”, “una”, y “el/la” incluyen una referencia plural a menos que el contexto indique claramente lo
contrario.

Il Anticuerpos anti-PAlI-1

En un aspecto, la invencién proporciona anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que se unen
especificamente a PAI-1 humano. En la Tabla 2 se exponen ejemplos de secuencias de aminoacidos de VH, VL y
CDR y secuencias nucleotidicas de los anticuerpos descritos aqui. Las regiones CDR que se muestran en la Tabla 2
estan definidas por IMGT.
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ejemplares o fragmentos de los mismos

ANTICUERPO

SECUENCIA

SEQID NO

mA105 VH

QVOQLOQQSGAELMKPGASVKISCKATGFTFSIY WIEWVKQRPG
LGLEWIGEILPGSGSTNYNEKFKGKATFTADTSSNTAFMQLSS
LTSEDSAVYYCARGGLYYDLDYWGQGTILTVSSAKTTPP

2

mA105 VL

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQ
RPGQSPQRLISLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKLSRVEGA
DLGVYYCWQDRHFPRTFGGGTKLEIKRAD

mA39 VH

QVQLQQSGAELMKPGASVKISCKATGYTFNIY WIQWVKQRP
GHGLEWIGEILPGSNTNYNEKFKDKATFTADSSSNTAYMQLSS
LTSEDSAVYYCARLGIGLRGALDYWGQGTSVTVSSAKTTPP

mA39 VL

DIQMTHSPASLSASVGETVTITCRASENIY SYLAWYHQKQGKS
PQLLVYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFSLNIKSLQPEDFGTFY
CQHRYGSPWTFGGGTKLEIKRAD

mA44 VH

EMQLQESGPSLVKPSQTLSLTCSVIGDSMTNGYWNWIRKFPG
NKLEYMGYITYSGSTYYNPSLKGRISITRNTSKNQYYLQLSSV
TTEDTATYYCARWHYGSPYYFDYWGQGTTLTVSSAKTTPP

mA44 VL

DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLSWLQQKPGKS
PKTLIYRANRSVDGVPSRFSGSGSGQDYSLTISSLEYEDMGIYY
CLQYDEFPPTFGGGTKLEIKRAD

mA71 VH

QVQLQQSGAELMKPGASVKISCKATGFTFSTYWIEWIKQRPG
HGLDWIGEILPGSGNTNYNEKFKGKATFTADTSSNTVYMQLS
SLTSEDSAVYYCARGGLYYNLDSWGQGTTLTVSSAKTTPP

mA71 VL

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLYWLLQ
RPGQSPKRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAED
LGVYYCWQDTHFPRTFGGGTKLEIKRAD
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mA75 VH

QGQLQQSGAELMKPGASVKISCKASGFTFSTYWIAWLKQRPG
HGLEWIAEILPGSGLTNYNEIFRGKATFTADTSSNTAYMQLSS
LTSEDSAVYYCARGGLYYAMDYWGQGTSVTVSSAKTTAP

80

mA75 VL

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASICKSSQSLLDSEGKTYLNWLFQR
PGQSPKRLIYLVCKLDCGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEGED
LGVYYCWQGSHFPQTFGGGTKLEIKRAD

81

mB109 VH

EVULUYUSUSVLARPUISVKMSUKASUYSELSY WMHW VKUKP
GQGLEWMGAIYPGNSGQGLDWIGAIYPGNSDTTYNQKFEDK
AKLTAVASASTAYMEVSSLTNEDSAVYYCTRGLRRWGAMD
YWGQGTSVTVSSAKTTPP

10

mB109 VL

DIVMTQSHKFMSTSAGDRVSIPCKASQDVSSAVAWYQQKLG
QSPKLLIYSASFRYTGVPDRFTGSGSGTDFTFTISSVQAEDLAV
YYCQQHYSSPYTFGGGTNLEIKRAD

11

mB28 VH

QVQLQQSGAELMKPGASVKISCKATGYTFSISWIEWIKQRPGG
LEWIGKILPGSGGANYNEKFKGKATVTADTSSNTVYMQLSSL
TSEDSAVYYCARLSTGTRGAFDYWGQGTTLTVSSAKTTPP

12

mB28 VL

DIQLTQSPASLSASVGATVTITCRASENVYSYLAWYQQKQGK
SPQLLVYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFSLKINYLQPEDFGS
YYCQHHYGTPPTFGGGTKVEIKRAD

13

mC45 VH

QVQLQQSGVELVRPGTSVKVSCKASGYAFTNYLIEWIKQRPG
QGLEWIGVIHPGSGVTNYNEKFKGKAILTADKSSSTAYMQLSS
LTSDDSAVYFCARDYYGSSHGLMDYWGQGTSVTVSS

14

mC45 VL

DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLSWFQQKPGKS
PKTLIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGQDYSLTISSLEYEDMGIYY
CLQYDEFPRTFGGGTKLEIK

15
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mE16 VH T
EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSNYGMSWVRQTPE
KGLGWVASLRTGGNTYYSDSVKGRFTISRDNDRNILYLQMSS
LTSEDTAVYYCARGLRHWGYFDVWGAGTTVTVSS

mE16 VL 17
DIVMTQSHKFMSTSVGDRVNITCKASQDVSTAVGWYQQEPG
QSPKLLIYSASNRHTGVPDRFTGSGSGTDFTFTISSVQAEDLAV
YYCQQHYSSPWTFGGGTKLEIK

mE21 VH 18
EVQLQQSGAELVRSGASVKLSCTASGFNIKDYYMHWVKQRP
EQGLEWIGWIDPENGDTEYDPKFQAKATMTADTSSNTAYLQL
SSLTSEDTAVYYCMYGNYPYYFDYWGQGTTLTVSS

mE21 VL 19
DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISNYLNWYQQKPDGT
VKLLIYYTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYF
CQQGNTLPWTFGGGTKLEIK

mA105 HCDR3 ARGGLYYDLDY 20
mA105 HCDR2 ILPGSGST 21
mA105 HCDR1 GFTFSIYW 22
mA105 LCD3 WQDRHFPRT 23
mA105 mA71 LCDR2 | LVS 24
mA105 mA71 LCDR1 | QSLLDSDGKTY 25
mA39 HCDR3 ARLGIGLRGALDY 26
mA39 HCDR2 ILPGSNT 27
mA39 HCDR1 GYTFNIYW 28
mA39 LCDR3 QHRYGSPWT 29
mA39 LCDR2 NAK 30
mA39 LCDR1 ENIYSY 31
mA44 HCDR3 ARWHYGSPYYFDY 32
mA44 HCDR2 ITYSGST 33
mA44 HCDR1 GDSMTNGY 34
mA44 LCDR3 LQYDEFPPT 35
mA44 LCDR2 RAN 36
mA44 LCDR1 QDINSY 37
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mA71 HCDR3 ARGGLYYNLDS 38
mA71 HCDR2 ILPGSGNT 39
mA71 HCDR1 GFTFSTYW 40
mA71 LCDR3 WQDTHFPRT 41
mA71 LCDR2 LVS 42
mA71 LCDR1 QSLLDSDGKTY 43
mA75 HCDR3 ARGGLYYAMDY 44
mA75 HCDR2 ILPGSGLT 45
mA75 HCDR1 GFTFSTYW 46
mA75 LCDR3 WQGSHFPQT 47
mA75 LCDR2 LvC 48
mA75 LCDR1 QSLLDSEGKTY 49
mB109 HCDR3 TRGLRRWGAMDY 50
mB109 HCDR2 ILPGSGLT 51
mB109 HCDR1 GFTFSTYW 52
mB109 LCDR3 QQHYSSPYT 53
mB109 LCDR2 SAS 54
mB109 LCDR1 QDVSSA 55
mB28 HCDR3 ARLSTGTRGAFDY 56
mB28 HCDR2 ILPGSGGA 57
mB28 HCDR1 GYTFSISW 58
mB28 LCDR3 QHHYGTPPT 59
mB28 LCDR2 NAK 60
mB28 LCDR1 ENVYSY 61
mC45 HCDR3 ARDYYGSSHGLMDY 62
mC45 HCDR2 IHPGSGVT 63
mC45 HCDR1 GYAFTNYL 64
mC45 LCDR3 LQYDEFPRT 65
mC45 LCDR2 RAN 66
mC45 LCDR1 QDINSY 67
mE16 HCDR3 ARGLRHWGYFDV 68
mE16 HCDR2 LRTGGNT 69
mE16 HCDR1 GFTFSNYG 70
mE16 LCDR3 QQHYSSPWT 71
mE16 LCDR2 SAS 72
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mE16 LCDR1 QDISNY 73
mE21 HCDR3 MYGNYPYYFDY 74
mE21 HCDR2 IDPENGDT 75
mE21 HCDR1 GFNIKDYY 76
mE21 LCDR3 QQGNTLPWT 77
mE21 LCDR2 YTS 78
mE21 LCDR1 QDISNY 79

m= murino; VH=cadena pesada variable; VL=cadena ligera variable;

En otra realizacién, la presente descripcién proporciona anticuerpos anti-PAl-1 que se unen al mismo epitopo o
inhiben de manera competitiva un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende las
secuencias de aminodcidos de la region VH y VL expuestas en las SEQ ID NO: 6 y 7 respectivamente. Dichos
anticuerpos pueden identificarse usando ensayos de unién competitiva de rutina que incluyen, por ejemplo, ensayos
de competencia basados en resonancia de plasmones superficiales (SPR).

Ill. Anticuerpos anti-PAl-1 modificados

En ciertas realizaciones, los anticuerpos anti-PAI-1 descritos aqui pueden comprender una o mas modificaciones.
Las formas modificadas de anticuerpos anti-PAl-1 descritos en el presente documento pueden obtenerse usando
cualquier técnica conocida en la técnica.

i) Reduccién de la inmunogenicidad

En ciertas realizaciones, los anticuerpos anti-PAl-1, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, descritos aqui,
se modifican para reducir su inmunogenicidad usando técnicas reconocidas en la técnica. Por ejemplo, los
anticuerpos, o fragmentos de los mismos, pueden ser quimerizados, humanizados o desinmunizados.

En una realizaciéon, un anticuerpo, o fragmentos de unién a antigeno del mismo, descritos aqui, pueden ser
quiméricos. Un anticuerpo quimérico es un anticuerpo en el que diferentes porciones del anticuerpo derivan de
diferentes especies animales, tales como los anticuerpos que tienen una regién variable derivada de un anticuerpo
monoclonal murino y una regiéon constante de inmunoglobulina humana. Los métodos para producir anticuerpos
quiméricos, o fragmentos de los mismos, son conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Morrison, Science
229:1202, 1985; Oi et al., BioTechniques 4:214, 1986; Gillies et al., J. Immunol. Methods 125:191, 1989; Patentes
U.S. n°s 5.807.715; 4.816.567; y 4.816.397. Técnicas desarrolladas para la produccion de “anticuerpos quiméricos”
(Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 81:851, 1984; Neuberger et al., Nature 312:604, 1984; Takeda et al., Nature
314:452, 1985) pueden emplearse para la sintesis de dichas moléculas. Por ejemplo, una secuencia genética que
codifica una especificidad de union de una molécula de anticuerpo anti-PAI-1 de ratén puede fusionarse junto con
una secuencia de una molécula de anticuerpo humano de actividad biolégica apropiada. Como se usa en el
presente documento, un anticuerpo quimérico es una molécula en la que diferentes porciones derivan de diferentes
especies animales, tales como las que tienen una regién variable derivada de un anticuerpo monoclonal murino y
una region constante de inmunoglobulina humana, por ejemplo anticuerpos humanizados.

En otra realizacién, un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, como se describe en el presente
documento, estd humanizado. Los anticuerpos humanizados tienen una especificidad de unién que comprende una
0 mas regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) de un anticuerpo no humano y regiones
estructurales de una molécula de anticuerpo humano. A menudo, los restos estructurales en las regiones
estructurales humanas se sustituiran por el resto correspondiente del anticuerpo donante de CDR para alterar o
mejorar la unién al antigeno. Estas sustituciones estructurales se identifican por métodos bien conocidos en la
técnica, por ejemplo modelando las interacciones de la CDR y los restos estructurales para identificar los restos
estructurales importantes para la unién al antigeno, y la comparacién de secuencias para identificar restos
estructurales inusuales en posiciones particulares. Véanse, por ejemplo, Queen et al., Patente U.S. n® 5.585.089;
Riechmann et al., Nature 332:323, 1988. Los anticuerpos se pueden humanizar usando una variedad de técnicas
conocidas en la técnica, que incluyen, por ejemplo, injerto de CDR (documento EP 239.400; Publicacion
Internacional n® WO 91/09967; Patentes U.S. n° 5.225.539; 5.530.101; y 5.585.089), remodelacién de la superficie
(documentos EP 592.106; EP 519.596; Padlan, Molecular Immunology 28:489, 1991; Studnicka et al., Protein
Engineering 7:805, 1994; Roguska. et al., PNAS 91:969, 1994), y barajado de cadenas (Patente U.S. n® 5.565.332).

En una realizacion particular, se emplea un método de humanizacién que se basa en el impacto de la flexibilidad
molecular del anticuerpo durante y en el reconocimiento inmune (véase la Publicacion Internacional n®
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WO02009/032661). La flexibilidad de la proteina esta relacionada con el movimiento molecular de la molécula de
proteina. La flexibilidad de la proteina es la capacidad de una proteina completa, una parte de una proteina o un
solo resto de aminoacido para adoptar un conjunto de conformaciones que difieren significativamente entre si. Se
puede obtener informacién sobre la flexibilidad de las proteinas realizando experimentos de cristalografia de rayos X
de proteinas (véase, por ejemplo, Kundu et al., Biophys. J. 83:723, 2002), experimentos de resonancia magnética
nuclear (véase, por ejemplo, Freedberg et al., J. Am. Chem. Soc. 120:7916, 1998) o ejecutando simulaciones de
dinamica molecular (MD). Una simulacién MD de una proteina se realiza en un ordenador, y permite determinar el
movimiento de todos los atomos de proteinas durante un periodo de tiempo calculando las interacciones fisicas de
los atomos entre si. El resultado de una simulacién MD es la trayectoria de la proteina estudiada durante el periodo
de tiempo de la simulacion. La trayectoria es un conjunto de conformaciones proteicas, también llamadas
instantaneas, que se muestrean periddicamente durante el periodo de la simulaciéon, por ejemplo cada 1
picosegundo (ps). Mediante el analisis del conjunto de instantaneas se puede cuantificar la flexibilidad de los restos
de aminoéacidos de la proteina. De este modo, un resto flexible es aquel que adopta un conjunto de conformaciones
diferentes en el contexto del polipéptido dentro del cual reside ese resto. Los métodos de MD son conocidos en la
técnica, véase, por ejemplo, Brooks et al. “Proteins: A Theoretical Perspective of Dynamics, Structure and
Thermodynamics” (Wiley, Nueva York, 1988). Varios software permiten simulaciones MD, tales como Amber
(véanse Case et al. J. Comp. Chem. 26:1668, 2005; Brooks et al. J. Comp. Chem. 4:187, 1983; y MacKerell et al.
(1998) en “The Encyclopedia of Computational Chemistry” vol. 1:271-177, Schleyer et al., eds. Chichester: John
Wiley & Sons) o Impact (véase Rizzo et al. J. Am. Chem. Soc.; 122:12898, 2000).

La mayoria de los complejos de proteinas comparten una superficie enterrada relativamente grande y plana, y se ha
demostrado que la flexibilidad de las parejas de unién proporciona el origen de su plasticidad, lo que les permite
adaptarse conformacionalmente entre si (Sundberg y Mariuzza, Structure 8, R137-R142, 2000). Como tal, se ha
demostrado que los ejemplos de “ajuste inducido” desempefian un papel dominante en las interfaces proteina-
proteina. Ademas, cada vez hay mas datos que muestran que las proteinas realmente se unen a ligandos de
diversas formas, tamanos y composiciones (Protein Science 11:184-187, 2002), y que la diversidad conformacional
parece ser un componente esencial de la capacidad de reconocer diferentes parejas (James et al., Science
299:1362, 2003). Los restos flexibles estan implicados en la unién de las parejas proteina-proteina (Grunberg et al.,
Structure 14, 683, 2006).

Los restos flexibles pueden adoptar una variedad de conformaciones que proporcionan un conjunto de areas de
interaccion que probablemente son reconocidas por las células B de memoria y desencadenan una respuesta
inmunogénica. De este modo, un anticuerpo puede humanizarse modificando una serie de restos de la estructura de
modo que el conjunto de conformaciones y areas de reconocimiento mostradas por el anticuerpo modificado se
asemeje tanto como sea posible a las adoptadas por un anticuerpo humano. Esto se puede lograr modificando un
ndmero limitado de restos: (1) construyendo un modelo de homologia del mAb parental y ejecutando una simulacion
MD; (2) analizando los restos flexibles e identificando los restos mas flexibles de una molécula de anticuerpo no
humano, asi como identificando restos o motivos que puedan ser una fuente de heterogeneidad o de reaccion de
degradacion; (3) identificando un anticuerpo humano que muestra el conjunto mas similar de éareas de
reconocimiento que el anticuerpo parental; (4) determinando los restos flexibles a mutar, también se mutan los
restos 0 motivos que probablemente sean una fuente de heterogeneidad y degradacion; y (5) verificando la
presencia de epitopos conocidos de células T o células B. Los restos flexibles se pueden encontrar usando un
célculo de MD como se ensefia aqui usando un modelo de disolvente implicito, que explica la interaccion del
disolvente de agua con los atomos de proteina durante el periodo de tiempo de la simulacién.

Una vez que se ha identificado el conjunto de restos flexibles dentro de las cadenas ligeras y pesadas variables, se
identifica un conjunto de estructuras de regién variable de cadena ligera y pesada humana que se parecen mucho a
los del anticuerpo de interés. Eso se puede hacer, por ejemplo, usando una busqueda BLAST en el conjunto de
restos flexibles contra una base de datos de secuencia de linea germinal humana del anticuerpo. También se puede
hacer comparando la dindmica del mAb parental con la dinamica de una biblioteca de estructuras canénicas de linea
germinal. Los restos de CDR y los restos vecinos se excluyen de la busqueda para garantizar que se conserva una
alta afinidad por el antigeno. Entonces se reemplazan los restos flexibles.

Cuando varios restos humanos muestran homologias similares, la seleccién también depende de la naturaleza de
los restos que pueden afectar el comportamiento de la disolucién del anticuerpo humanizado. Por ejemplo, los restos
polares a menudo apareceran en bucles flexibles expuestos a lo largo de restos hidréfobos. Los restos que son una
fuente potencial de inestabilidad y heterogeneidad también estdn mutados incluso si se encuentran en las CDRs.
Eso incluird metioninas expuestas, ya que la formacién de sulféxido puede ser el resultado de radicales de oxigeno,
la escision proteolitica de enlaces labiles acidos como los del dipéptido Asp-Pro (Drug Dev. Res. 61:137, 2004),
sitios de desamidacién encontrados con un resto de asparagina expuesto seguido de un pequefio aminoacido, tal
como Gly, Ser, Ala, His, Asn o Cys (J. Chromatog. 837:35, 2006), y sitios N-glicosilacion, tal como el sitio Asn-X-
Ser/Thr. Tipicamente, las metioninas expuestas se sustituiran por una Leu, las asparaginas expuestas se sustituiran
por una glutamina o un aspartato, o el resto posterior se cambiara. Para el sitio de glicosilacion (Asn-X-Ser/Thr), se
cambiara el resto Asn o Ser/Thr.

La secuencia de anticuerpos compuesta resultante se verifica para detectar la presencia de epitopos de células B o
de células T lineales conocidos. Se realiza una busqueda, por ejemplo, con la Immune Epitope Data Base (IEDB)
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disponible publicamente (PLOS Biol. (2005) 3(3)e91). Si se encuentra un epitopo conocido dentro de la secuencia
compuesta, se recupera y sustituye otro conjunto de secuencias humanas. De este modo, a diferencia del método
de remodelado de la superficie de la Patente U.S. n° 5.639.641, el método aborda tanto las respuestas
inmunogénicas mediadas por células B como por células T. El método también evita el problema de la pérdida de
actividad que a veces se observa con el injerto de CDR (Patente U.S. n® 5.530.101). Ademas, los problemas de
estabilidad y solubilidad también se consideran en el proceso de ingenieria y seleccion, lo que da como resultado un
anticuerpo que esta optimizado para baja inmunogenicidad, alta afinidad por el antigeno, y propiedades biofisicas
mejoradas.

En algunas realizaciones, la desinmunizacion puede usarse para disminuir la inmunogenicidad de un anticuerpo, o el
fragmento de unién a antigeno del mismo. Como se usa en el presente documento, el término “desinmunizacién”
incluye la alteracion de un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, para modificar los epitopos de
células T (véanse, por ejemplo, las Publicaciones Internacionales n°® W09852976A1, WO0034317A2). Por ejemplo,
se pueden analizar las secuencias VH y VL del anticuerpo de partida y se puede generar un “mapa” de epitopos de
células T humanas a partir de cada region V que muestra la ubicacion de los epitopos en relacion con las regiones
determinantes de la complementariedad (CDRs) y otros restos clave dentro la secuencia. Los epitopos de células T
individuales del mapa de epitopos de células T se analizan para identificar sustituciones de aminoacidos alternativas
con un bajo riesgo de alterar la actividad del anticuerpo final. Se disefia un intervalo de secuencias alternativas de
VH y VL que comprenden combinaciones de sustituciones de aminoacidos, y estas secuencias se incorporan
posteriormente en un intervalo de anticuerpos especificos de PAI-1 o fragmentos de los mismos para uso en los
métodos de diagndstico y tratamiento descritos en el presente documento, que entonces se prueban para
determinar la funcion. Tipicamente, se generan y prueban entre 12 y 24 anticuerpos variantes. Los genes completos
de cadena pesada y ligera que comprenden regiones V modificada y C humana se clonan entonces en vectores de
expresion, y los plasmidos posteriores se introducen en lineas celulares para la produccion de anticuerpos
completos. Los anticuerpos se comparan entonces en ensayos bioquimicos y biolégicos apropiados, y se identifica
la variante optima.

ii) Funciones efectoras y modificaciones de Fc

Los anticuerpos anti-PAI-1 descritos aqui pueden comprender una regiéon constante de anticuerpo (por ejemplo, una
region constante de IgG, una regién constante de IgG humana, una regién constante de IgG1 o IgG4 humana) que
media una o mas funciones efectoras. Por ejemplo, la unién del componente C1 del complemento a una regién
constante de anticuerpo puede activar el sistema del complemento. La activacion del complemento es importante en
la opsonizacion y la lisis de los patdégenos celulares. La activacion del complemento también estimula la respuesta
inflamatoria y también puede estar involucrada en la hipersensibilidad autoinmune. Ademas, los anticuerpos se unen
a receptores en diversas células a través de la region Fc, uniéndose un sitio de unién al receptor de Fc en la region
Fc del anticuerpo a un receptor de Fc (FcR) en una célula. Hay una serie de receptores de Fc que son especificos
para diferentes clases de anticuerpos, que incluyen IgG (receptores gamma), IgE (receptores épsilon), IgA
(receptores alfa) e IgM (receptores mu). La unién del anticuerpo a los receptores de Fc en las superficies celulares
desencadena una cantidad de respuestas bioldgicas importantes y diversas que incluyen la engullicion y destruccién
de particulas recubiertas de anticuerpos, la eliminacion de complejos inmunes, la lisis de las células diana
recubiertas de anticuerpos por células asesinas (denominada citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos, o ADCC), liberacién de mediadores inflamatorios, transferencia placentaria y control de la produccién
de inmunoglobulinas. En ciertas realizaciones, los anticuerpos, o fragmentos de los mismos, descritos aqui, se unen
a un receptor de Fc-gamma. En realizaciones alternativas, los anticuerpos anti-PAl-1 descritos en el presente
documento pueden comprender una region constante que carece de una o mas funciones efectoras (por ejemplo,
actividad de ADCC) o que no puede unirse al receptor de Fc.

Ciertas realizaciones descritas en el presente documento incluyen anticuerpos anti-PAl-1 en los que se ha eliminado
0 alterado al menos un aminoacido en uno o mas de los dominios de la regién constante para proporcionar
caracteristicas bioquimicas deseadas tales como funciones efectoras reducidas o mejoradas, la capacidad para
dimerizarse de forma no covalente, mayor capacidad de localizacion en un sitio particular del cuerpo (por ejemplo, el
sitio de un tumor o un 6rgano particular), semivida reducida en suero o semivida en suero aumentada en
comparacién con un anticuerpo completo, inalterado, de aproximadamente la misma inmunogenicidad. Por ejemplo,
ciertos anticuerpos, o fragmentos de los mismos, para uso en los métodos de diagndstico y tratamiento descritos en
el presente documento son anticuerpos con dominio eliminado que comprenden una cadena de polipéptidos similar
a una cadena pesada de inmunoglobulina, pero que carecen de al menos una porciéon de uno o mas dominios de
cadena pesada. Por ejemplo, en ciertos anticuerpos, se eliminara un dominio completo de la region constante del
anticuerpo modificado, por ejemplo se eliminara todo o parte del dominio CH2.

En ciertas otras realizaciones, los anticuerpos anti-PAl-1 comprenden regiones constantes derivadas de diferentes
isotipos de anticuerpos (por ejemplo, regiones constantes de dos o mas de un IgG1, IgG2, IgG3, o IgG4 humano).
En otras realizaciones, los anticuerpos anti-PAI-1 comprenden una bisagra quimérica (es decir, una bisagra que
comprende porciones de bisagra derivadas de dominios de bisagra de diferentes isotipos de anticuerpos, por
ejemplo un dominio de bisagra superior de una molécula IgG4 y un dominio de bisagra media de IgG1). En una
realizacién, un anticuerpo anti-PAl-1 comprende una regién Fc o una porcion de la misma de una molécula de IgG4
humana, y una mutacién Ser228Pro (numeracion de Kabat) en la regién bisagra central de la molécula.
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En ciertos anticuerpos anti-PAl-1, la porcién de Fc puede mutar para aumentar o disminuir la funciéon efectora
usando técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, la eliminacién o inactivacion (a través de mutaciones
puntuales u otros medios) de un dominio de regién constante puede reducir la union al receptor de Fc del anticuerpo
modificado circulante, aumentando asi la localizaciéon del tumor. En otros casos, puede ser que las modificaciones
de la region constante compatibles con la presente invenciéon moderen la union del complemento y, de este modo,
reduzcan la semivida en suero y la asociacion no especifica de una citotoxina conjugada. Sin embargo, se pueden
usar otras modificaciones de la regién constante para modificar enlaces disulfuro o restos de oligosacéaridos que
permiten una localizacion mejorada debido a la especificidad o flexibilidad de antigeno incrementada. El perfil
fisioldgico resultante, la biodisponibilidad y otros efectos bioquimicos de las modificaciones, tales como la
localizacion del tumor, la biodistribucion y la semivida en suero, pueden medirse y cuantificarse facilmente usando
técnicas inmunologicas bien conocidas sin experimentacion excesiva.

En ciertas realizaciones, un dominio de Fc empleado en un anticuerpo descrito aqui es una variante de Fc. Como se
usa en el presente documento, la expresion “variante de Fc” se refiere a un dominio de Fc que tiene al menos una
sustitucién de aminoacidos con respecto al dominio de Fc de tipo salvaje del que deriva dicho dominio de Fc. Por
ejemplo, en el que el dominio de Fc deriva de un anticuerpo IgG1 humano, la variante de Fc de dicho dominio de Fc
de IgG1 humano comprende al menos una sustitucién de aminoacidos con respecto a dicho dominio de Fc.

La sustitucion o sustituciones de aminoacidos de una variante de Fc puede ubicarse en cualquier posicién (es decir,
cualquier posicion de aminoacido de la convencién de la UE) dentro del dominio de Fc. En una realizacion, la
variante de Fc comprende una sustitucion en una posicién de aminoacido ubicada en un dominio de bisagra o
porcion del mismo. En otra realizacion, la variante de Fc comprende una sustitucién en una posicion de aminoacido
ubicada en un dominio CH2 o una porcion del mismo. En otra realizacién, la variante de Fc comprende una
sustitucién en una posicion de amino&cido ubicada en un dominio CH3 o una porcién del mismo. En otra realizacion,
la variante de Fc comprende una sustitucién en una posicion de aminodacido ubicada en un dominio CH4 o una
porcion del mismo.

Los anticuerpos descritos en el presente documento pueden emplear cualquier variante de Fc reconocida en la
técnica que se sabe que imparte una mejora (por ejemplo, reduccién o mejora) en la funcion efectora o la union de
FcR. Dichas variantes de Fc pueden incluir, por ejemplo, cualquiera de las sustituciones de aminoacidos descritas
en las Publicaciones Internacionales PCT WQ088/07089A1, W(096/14339A1, W098/05787A1, WO098/23289A1,
WO099/51642A1, WO099/58572A1, WOO00/09560A2, WOO00/32767A1, WOO00/42072A2, WO02/44215A2,
WO02/060919A2, WOO03/074569A2, WO04/016750A2, WO04/029207A2, WO04/035752A2, WO04/063351A2,
WO04/074455A2, WO04/099249A2, WOO05/040217A2, WOO05/070963A1, WO05/077981A2, WO05/092925A2,
WO05/123780A2, WO06/019447A1, WO06/047350A2, y WO06/085967A2, o la patentes U.S. n° 5.648.260;
5.739.277; 5.834.250; 5.869.046; 6.096.871; 6.121.022; 6.194.551; 6.242.195; 6.277.375; 6.528.624; 6.538.124;
6.737.056; 6.821.505; 6.998.253; y 7.083.784. En una realizacién ejemplar, un anticuerpo descrito en el presente
documento puede comprender una variante de Fc que comprende una sustitucién de aminoacidos en la posicién
268 de EU (por ejemplo, H268D o H268E). En otra realizacion ejemplar, un anticuerpo descrito en el presente
documento puede comprender una sustitucién de aminoacidos en la posicion 239 de EU (por ejemplo, S239D o
S239E) o la posicién 332 de EU (por ejemplo, 1332D o 1332Q).

En ciertas realizaciones, un anticuerpo descrito en el presente documento puede comprender una variante de Fc
que comprende una sustitucion de aminoacidos que altera las funciones efectoras independientes del antigeno del
anticuerpo, en particular la semivida circulante del anticuerpo. Dichos anticuerpos exhiben una unién aumentada o
disminuida a FcRn en comparacion con los anticuerpos que carecen de estas sustituciones, por lo tanto, tienen una
semivida aumentada o disminuida en el suero, respectivamente. Se anticipa que las variantes de Fc con afinidad
mejorada por FcRn tienen semividas en suero mas largas, y tales moléculas tienen aplicaciones Utiles en métodos
de tratamiento de mamiferos en los que se desea una semivida prolongada del anticuerpo administrado, por ejemplo
para tratar una enfermedad o trastorno crénico. Por el contrario, se espera que las variantes de Fc con afinidad de
unién a FcRn disminuida tengan semividas mas cortas, y tales moléculas también son utiles, por ejemplo, para la
administracion a un mamifero en la que un tiempo de circulacién reducido puede ser ventajoso, por ejemplo para
imagenes de diagndstico in vivo o en situaciones en las que el anticuerpo inicial tiene efectos secundarios toxicos
cuando esta presente en la circulacién durante periodos prolongados. Las variantes de Fc con afinidad de unién a
FcRn disminuida también tienen menos probabilidades de cruzar la placenta y, de este modo, también son Utiles en
el tratamiento de enfermedades o trastornos en mujeres embarazadas. Ademas, otras aplicaciones en las que
puede desearse una afinidad de unién a FcRn reducida incluyen aquellas aplicaciones en las que se desea la
localizacion en el cerebro, rifién o higado. En una realizacién ejemplar, los anticuerpos alterados descritos en el
presente documento exhiben un transporte reducido a través del epitelio de los glomérulos renales desde la
vasculatura. En otra realizacion, los anticuerpos alterados descritos en el presente documento exhiben un transporte
reducido a través de la barrera hematoencefélica (BBB) desde el cerebro hacia el espacio vascular. En una
realizacién, un anticuerpo con unién a FcRn alterada comprende un dominio de Fc que tiene una o mas
sustituciones de aminoacidos dentro del “bucle de unién a FcRn” de un dominio de Fc. El bucle de uniéon a FcRn
esta compuesto por restos de aminoacidos 280-299 (segun la numeracion de Kabat). Ejemplos de sustituciones de
aminoacidos que alteraron la actividad de unién a FcRn se describen en la Publicacion Internacional PCT n®
WQO05/047327. En ciertas realizaciones ejemplares, los anticuerpos, o fragmentos de los mismos, descritos aqui
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comprenden un dominio de Fc que tiene una o mas de las siguientes sustituciones: V284E, H285E, N286D, K290E,
y S304D (numeracion de Kabat).

En otras realizaciones, los anticuerpos, para uso en los métodos de diagndstico y tratamiento descritos en el
presente documento tienen una region constante, por ejemplo una regién constante de cadena pesada de IgG1 o
IgG4, que se altera para reducir o eliminar la glicosilacion. Por ejemplo, un anticuerpo descrito en el presente
documento también puede comprender una variante de Fc que comprende una sustitucion de aminoacidos que
altera la glicosilacion del anticuerpo. Por ejemplo, dicha variante de Fc puede tener una glicosilacion reducida (por
ejemplo, glicosilacién ligada a N u O). En realizaciones ejemplares, la variante de Fc comprende una glicosilacion
reducida del glicano unido a N que normalmente se encuentra en la posicion de aminoacido 297 (numeracion de
EU). En otra realizacion, el anticuerpo tiene una sustitucion de aminodcidos cerca o dentro de un motivo de
glicosilacion, por ejemplo un motivo de glicosilacién unido a N que contiene la secuencia de aminoacidos NXT o
NXS. En una realizacion particular, el anticuerpo comprende una variante de Fc con una sustitucion de aminoacidos
en la posicion de aminoacido 228 o 299 (numeracién de EU). En realizaciones mas particulares, el anticuerpo
comprende una region constante de 1IgG1 o IgG4 que comprende una mutacién S228P y T299A (numeracion de
EU).

Ejemplos de sustituciones de aminoacidos que confieren glicosilacion reducida o alterada se describen en la
Publicacion Internacional PCT n® WO05/018572. En ciertas realizaciones, los anticuerpos, o fragmentos de los
mismos, descritos aqui, se modifican para eliminar la glicosilacién. Dichos anticuerpos, o fragmentos de los mismos,
pueden denominarse anticuerpos “agly”, o fragmentos de los mismos (por ejemplo, anticuerpos “agly”). Aunque no
esta limitado por la teoria, se cree que los anticuerpos “agly”, o fragmentos de los mismos, pueden tener un perfil de
seguridad y estabilidad mejorado in vivo. Los ejemplos de anticuerpos agly, o fragmentos de los mismos,
comprenden una region Fc aglicosilada de un anticuerpo IgG4 que carece de la funcion efectora Fc, eliminando asi
el potencial de toxicidad mediada por Fc para los 6rganos vitales normales que expresan PAI-1. En ain otras
realizaciones, los anticuerpos, o fragmentos de los mismos, descritos aqui comprenden un glicano alterado. Por
ejemplo, el anticuerpo puede tener un nimero reducido de restos de fucosa en un N-glicano en Asn297 de la region
Fc, es decir, esta afucosilado. En otra realizacién, el anticuerpo puede tener un nimero alterado de restos de acido
sidlico en el N-glicano en Asn297 de la region Fc.

i) Union covalente

Los anticuerpos anti-PAI-1 descritos en el presente documento pueden modificarse, por ejemplo, mediante la unién
covalente de una molécula al anticuerpo, de tal manera que la unién covalente no impida que el anticuerpo se una
especificamente a su epitopo afin. Por ejemplo, pero no a modo de limitacién, los anticuerpos, o fragmentos de los
mismos, descritos aqui pueden modificarse por glicosilacion, acetilacion, pegilacién, fosforilacién, amidacion,
derivacion por grupos protectores/bloqueadores conocidos, escision proteolitica, enlace a un ligando celular u otras
proteinas, etc. Cualquiera de las numerosas modificaciones quimicas puede llevarse a cabo mediante técnicas
conocidas, que incluyen, pero no se limitan a, la escisién quimica especifica, acetilacién, formilacién, etc. Ademas, el
derivado puede contener uno o mas aminoacidos no clasicos.

Los anticuerpos, o fragmentos de los mismos, descritos en el presente documento pueden ademas fusionarse de
manera recombinante a un polipéptido heterdélogo en el término N o C, o conjugarse quimicamente (incluyendo
conjugaciones covalentes y no covalentes) con polipéptidos u otras composiciones. Por ejemplo, los anticuerpos
anti-PAI-1 pueden fusionarse de manera recombinante o conjugarse con moléculas utiles como marcadores en
ensayos de deteccion y moléculas efectoras tales como polipéptidos heterélogos, farmacos, radiontclidos, o toxinas.
Véanse, por ejemplo, las Publicaciones Internacionales PCT n° WO 92/08495; WO 91/14438; WO 89/12624;
patente U.S. n®5.314.995; y EP 396.387.

Los anticuerpos anti-PAI-1 pueden fusionarse a polipéptidos heter6logos para aumentar la semivida in vivo o para
uso en inmunoensayos usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, en una realizacién, el PEG puede
conjugarse con los anticuerpos anti-PAI-1 descritos aqui para aumentar su semivida in vivo. (Leong, S. R., et al.,
Cytokine 16:106, 2001; Adv. in Drug Deliv. Rev. 54:531, 2002; o Weir et al., Biochem. Soc. Transactions 30:512,
2002).

Ademas, los anticuerpos anti-PAl-1 descritos en el presente documento pueden fusionarse con secuencias
marcadoras, tales como un péptido para facilitar su purificaciéon o deteccién. En ciertas realizaciones, la secuencia
de aminoacidos marcadora es un péptido de hexahistidina, tal como la etiqueta proporcionada en un vector pQE
(QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, Calif., 91311), pero no se limitan a, muchos de los cuales estan
comercialmente disponibles. Como se describe en Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:821-824, 1989, por
ejemplo, la hexahistidina proporciona una purificacién conveniente de la proteina de fusion. Otras etiquetas
peptidicas Utiles para la purificacion incluyen, pero no se limitan a, la etiqueta “HA”, que corresponde a un epitopo
derivado de la proteina hemaglutinina de la gripe (Wilson et al., Cell 37:767, 1984), y la etiqueta “flag”.

Los anticuerpos anti-PAl-1 descritos en el presente documento pueden usarse en forma no conjugada o pueden

conjugarse con al menos una de una variedad de moléculas, por ejemplo para mejorar las propiedades terapéuticas
de la molécula, para facilitar la deteccién de la diana, o para la obtencion de imagenes o terapia del paciente. Los
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anticuerpos anti-PAI-1 descritos en el presente documento pueden marcarse o conjugarse antes o después de la
purificacién, cuando se realiza la purificacién. En particular, los anticuerpos anti-PAI-1 descritos aqui pueden
conjugarse con agentes terapéuticos, profarmacos, péptidos, proteinas, enzimas, virus, lipidos, modificadores de la
respuesta biolégica, agentes farmacéuticos, o PEG.

La presente descripcion abarca ademdas anticuerpos anti-PAIl-1 conjugados con un agente de diagnéstico o
terapéutico. Los anticuerpos anti-PAl-1 se pueden usar de forma diagndstica para, por ejemplo, controlar el
desarrollo o la progresién de un trastorno de las células inmunes (por ejemplo, CLL) como parte de un procedimiento
de prueba clinica para, por ejemplo, determinar la eficacia de un régimen de tratamiento o de prevencion
determinado. La deteccién se puede facilitar acoplando los anticuerpos anti-PAl-1 a una sustancia detectable. Los
ejemplos de sustancias detectables incluyen varias enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes,
materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes, materiales radiactivos, metales emisores de positrones
usando diversas tomografias de emision de positrones, e iones metdlicos paramagnéticos no radiactivos. Véase, por
ejemplo, la patente U.S. n® 4.741.900 para iones metalicos que pueden conjugarse con anticuerpos para uso como
diagndstico como se describe en el presente documento. Ejemplos no limitantes de enzimas adecuadas incluyen
peroxidasa de radbano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, o acetilcolinesterasa; ejemplos no limitantes de
complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos no limitantes
de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo, o ficoeritrina; un ejemplo no limitante de un material
luminiscente incluye luminol; ejemplos no limitantes de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y
aequorina; y ejemplos no limitantes de material radiactivo adecuado incluyen 1251, 1311, 111In o0 99Tc.

Los anticuerpos anti-PAI-1 para uso en los métodos de diagndstico y tratamiento descritos en el presente
documento pueden conjugarse con citotoxinas (tales como radioisétopos, farmacos citotdéxicos o toxinas), agentes
terapéuticos, agentes citostaticos, toxinas bioldgicas, profarmacos, péptidos, proteinas, enzimas, virus, lipidos,
modificadores de la respuesta bioldgica, agentes farmacéuticos, ligandos inmunolégicamente activos (por ejemplo,
linfocinas u otros anticuerpos en los que la molécula resultante se une tanto a la célula neoplasica como a una célula
efectora tal como una célula T), o PEG.

En otra realizacion, un anticuerpo anti-PAI-1 para uso en los métodos de diagnéstico y tratamiento descritos en el
presente documento puede conjugarse con una molécula que disminuye el crecimiento de células tumorales. En
otras realizaciones, las composiciones descritas pueden comprender anticuerpos, o fragmentos de los mismos,
acoplados a farmacos o profarmacos. Aun otras realizaciones descritas en el presente documento comprenden el
uso de anticuerpos, o fragmentos de los mismos, conjugados con biotoxinas especificas o sus fragmentos
citotoxicos tales como ricina, gelonina, exotoxina de Pseudomonas, o toxina de la difteria. La seleccion del
anticuerpo conjugado o no conjugado que se usara dependera del tipo y el estadio del cancer, el uso del tratamiento
complementario (por ejemplo, quimioterapia o radiacion externa), y la condicion del paciente. Se apreciard que un
experto en la técnica podria hacer facilmente tal seleccion en vista de las ensefianzas aqui.

Se apreciara que, en estudios previos, los anticuerpos antitumorales marcados con isétopos se han usado con éxito
para destruir células tumorales en modelos animales y, en algunos casos, en seres humanos. Los radiois6topos
ejemplares incluyen: 90Y, 1251, 1311, 123l, 111In, 105Rh, 153Sm, 67Cu, 67Ga, 166Ho, 177Lu, 186Re y 188Re. Los
radionuclidos actian produciendo radiacién ionizante que provoca la ruptura de multiples cadenas en el ADN
nuclear, lo que conduce a la muerte celular. Los is6topos usados para producir conjugados terapéuticos tipicamente
producen particulas alfa o beta de alta energia que tienen una longitud de trayectoria corta. Tales radionuiclidos
matan las células a las que estan muy cerca, por ejemplo, las células neoplasicas a las que el conjugado se ha
unido o ha entrado. Tienen poco o ningun efecto sobre las células no localizadas. Los radionuclidos son
esencialmente no inmunogénicos.

IV. Expresion de anticuerpos anti-PAl-1, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos

Después de la manipulacién del material genético aislado para proporcionar anticuerpos anti-PAl-1 descritos aqui
como se establece anteriormente, los genes se insertan tipicamente en un vector de expresion para su introduccion
en células hospedantes que pueden usarse para producir la cantidad deseada de los anticuerpos reivindicados, o
fragmentos de los mismos.

En otras realizaciones, los anticuerpos anti-PAI-1, o fragmentos de los mismos, descritos en el presente documento,
pueden expresarse usando constructos policistronicos. En tales sistemas de expresion, se pueden producir multiples
productos génicos de interés tales como cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos a partir de un solo constructo
policistronico. Estos sistemas usan ventajosamente un sitio de entrada de ribosoma interno (IRES) para
proporcionar niveles relativamente altos de polipéptidos descritos aqui en células hospedantes eucariotas.
Secuencias IRES compatibles se describen en la patente U.S. n® 6.193.980. Los expertos en la técnica apreciaran
que tales sistemas de expresion pueden usarse para producir eficazmente la gama completa de polipéptidos
descritos en la presente solicitud.

En una realizacion, la linea celular hospedante usada para la expresion de anticuerpos es de origen mamifero; los
expertos en la técnica pueden determinar lineas celulares hospedantes particulares que son mas adecuadas para el
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producto génico deseado que se expresara en ellas. Las lineas de células hospedantes ejemplares incluyen, pero
no se limitan a, DG44 y DUXB11 (lineas de ovario de hamster chino, DHFR menos), HELA (carcinoma cervical
humano), CVI (linea de rifién de mono), COS (un derivado de CVI con antigeno SV40 T), R1610 (fibroblastos de
hamster chino), BALBC/3T3 (fibroblastos de raton), HAK (linea de rindn de hamster), SP2/0 (mieloma de rat6n),
BFA-1c1BPT (células endoteliales bovinas), RAJI (linfocito humano), 293 (rindn humano). En una realizacion, la
linea celular proporciona glicosilacion alterada, por ejemplo afucosilacién, del anticuerpo expresado a partir de la
misma (por ejemplo, PER.C6.RTM. (Crucell) o lineas celulares CHO sin FUT8 (Potelligent.RTM. Cells) (Biowa,
Princeton, N.J.)). En una realizacion, se pueden usar células NSO. Las células CHO pueden usarse en ciertas
realizaciones especificas. Las lineas celulares hospedantes estan tipicamente disponibles en los servicios
comerciales, la American Tissue Culture Collection, o en la bibliografia publicada.

La produccion in vitro permite el aumento de escala para dar grandes cantidades de los polipéptidos deseados. Las
técnicas para el cultivo de células de mamifero en condiciones de cultivo de tejidos son conocidas en la técnica, e
incluyen el cultivo en suspension homogéneo, por ejemplo en un reactor aéreo o en un reactor agitador continuo, o
en cultivo celular inmovilizado o atrapado, por ejemplo en fibras huecas, microcapsulas, microperlas de agarosa, o
cartuchos ceramicos. Si es necesario 0 se desea, las disoluciones de polipéptidos se pueden purificar por los
métodos habituales de cromatografia, por ejemplo filtracién en gel, cromatografia de intercambio iénico,
cromatografia sobre DEAE-celulosa, o cromatografia de (inmuno)afinidad.

Los genes que codifican los anticuerpos anti-PAl-1, o fragmentos de los mismos, descritos aqui también pueden
expresarse en células no mamiferas tales como bacterias o levaduras o células vegetales. A este respecto, se
apreciara que también pueden transformarse diversos microorganismos unicelulares no mamiferos tales como
bacterias; es decir, aquellos capaces de crecer en cultivos o fermentacién. Las bacterias, que son susceptibles de
transformacion, incluyen miembros de las enterobacteriaceae, tales como las cepas de Escherichia coli o
Salmonella; Bacillaceae, tal como Bacillus subtilis; Pneumococcus; Streptococcus, y Haemophilus influenzae. Se
apreciara ademdas que, cuando se expresan en bacterias, los polipéptidos pueden convertirse en parte de los
cuerpos de inclusion. Los polipéptidos deben aislarse, purificarse y entonces ensamblarse en moléculas funcionales.

Ademas de los procariotas, también se pueden usar microbios eucariotas. Saccharomyces cerevisiae, o levadura de
panaderia comun, es el mas cominmente usado entre los microorganismos eucariotas, aunque una serie de otras
cepas estan comunmente disponibles. Para la expresién en Saccharomyces, el plasmido YRp7, por ejemplo,
(Stinchcomb et al., Nature, 282:39 (1979); Kingsman et al., Gene, 7:141 (1979); Tschemper et al., Gene, 10:157
(1980)) se usa comunmente. Este plasmido ya contiene el gen TRP1 que proporciona un marcador de seleccion
para una cepa mutante de levadura que carece de la capacidad para crecer en triptéfano, por ejemplo ATCC n®
44076 o PEP4-1 (Jones, Genetics, 85:12 (1977)). La presencia de la lesion trp1 como una caracteristica del genoma
de la célula hospedante de levadura proporciona entonces un entorno eficaz para detectar la transformacion por
crecimiento en ausencia de triptéfano.

V. Formulaciones farmacéuticas y métodos de administracion de anticuerpos anti-PAI-1.

En otro aspecto, la descripcion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo anti-PAI-1,
o un fragmento del mismo.

Los métodos de preparacion y administracion de anticuerpos, o fragmentos de los mismos, descritos en el presente
documento a un sujeto son bien conocidos por los expertos en la técnica o los determinan facilmente. La via de
administracion de los anticuerpos, o fragmentos de los mismos, descritos aqui puede ser oral, parenteral, mediante
inhalacion, o topica. El término parenteral como se usa en el presente documento incluye la administracion
intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, rectal, o vaginal. Las formas de administracién
parenteral intravenosa, intraarterial, subcutdnea e intramuscular pueden usarse en ciertas realizaciones. Si bien
todas estas formas de administracion se contemplan claramente dentro del alcance descrito en el presente
documento, una forma de administracién seria una disolucion inyectable, en particular para inyeccién intravenosa o
intraarterial o por goteo. Normalmente, una composicién farmacéutica adecuada para inyeccion puede comprender
un amortiguador (por ejemplo, amortiguador de acetato, fosfato o citrato), un tensioactivo (por ejemplo, polisorbato),
opcionalmente un agente estabilizante (por ejemplo, albumina humana), etc. Sin embargo, en otros métodos
compatibles con las ensefianzas del presente documento, los polipéptidos pueden administrarse directamente al
sitio de la poblacion celular adversa aumentando asi la exposicion del tejido enfermo al agente terapéutico.

Las preparaciones para administracién parenteral incluyen disoluciones, suspensiones y emulsiones acuosas o no
acuosas estériles. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales
como el aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como el oleato de etilo. Los vehiculos acuosos
incluyen agua, disoluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, que incluyen disolucion salina y
medios amortiguados. Como se describe en el presente documento, los vehiculos farmacéuticamente aceptables
incluyen, pero no se limitan a, amortiguador de fosfato 0,01-0,1 M (por ejemplo 0,05 M) o disolucién salina al 0,8%.
Otros vehiculos parenterales comunes incluyen disoluciones de fosfato de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y
cloruro de sodio, Ringer lactado, o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de fluidos y
nutrientes, reponedores de electrolitos, tales como los que se basan en la dextrosa de Ringer, y similares. También
pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes,
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agentes quelantes, y gases inertes, y similares. Mas particularmente, las composiciones farmacéuticas adecuadas
para uso inyectable incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles (cuando sean solubles en agua) y polvos
estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables estériles. En tales casos, la
composicion debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una fécil jeringabilidad. Deberia ser
estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento, y, en una realizacion, se preservara contra la accion
contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de
dispersién que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol
liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. Se puede mantener la fluidez adecuada, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento tal como la lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula
requerido en el caso de dispersion, y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion de los
microorganismos puede lograrse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo parabenos,
clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timerosal, y similares. En ciertas realizaciones, se incluyen agentes isotdnicos,
por ejemplo azucares, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol, o cloruro de sodio en la composicion. La absorcién
prolongada de las composiciones inyectables puede lograrse incluyendo en la composicién un agente que retrase la
absorcion, por ejemplo monoestearato de aluminio y gelatina.

En cualquier caso, las disoluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando un compuesto activo (por
ejemplo, un anticuerpo solo o en combinacién con otros agentes activos) en la cantidad requerida en un disolvente
apropiado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados aqui, segin se requiera, seguido de
esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo
estéril, que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de disoluciones inyectables estériles, los métodos
de preparacién pueden ser el secado a vacio y la liofilizacion, lo que produce un polvo de un ingrediente activo mas
cualquier ingrediente adicional deseado de una disolucién previamente filtrada estéril del mismo. Las preparaciones
para inyecciones se procesan, se llenan en recipientes tales como ampollas, bolsas, botellas, jeringuillas o viales, y
se sellan en condiciones asépticas de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica. Ademas, las preparaciones
pueden envasarse y venderse en forma de un kit tales como las descritas en U.S. Ser. n® 09/259.337 y U.S. Ser. n®
09/259.338 en tramite junto con la presente. Dichos articulos de fabricacién tendran en una realizacion etiquetas o
insertos de paquete que indican que las composiciones asociadas son Utiles para tratar a un sujeto que padece o
esta predispuesto a trastornos autoinmunes o neoplésicos.

Las dosis eficaces de los anticuerpos estabilizados, o fragmentos de los mismos, descritos aqui, para el tratamiento
de las afecciones descritas previamente varian dependiendo de muchos factores diferentes, incluyendo medios de
administracion, sitio diana, estado fisioldégico del paciente, si el paciente es humano o un animal, otros
medicamentos administrados, y si el tratamiento es profilactico o terapéutico. Por lo general, el paciente es un ser
humano, pero también se pueden tratar mamiferos no humanos, incluyendo mamiferos transgénicos. Las dosis de
tratamiento pueden ajustarse usando métodos de rutina conocidos por los expertos en la técnica, para optimizar la
seguridad y la eficacia.

Para la inmunizacién pasiva con un anticuerpo descrito en el presente documento, la dosificacion puede variar, por
ejemplo, de alrededor de 0,0001 a 100 mg/kg, y mas habitualmente 0,01 a 5 mg/kg (por ejemplo, 0,02 mg/kg, 0,25
mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,75 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, etc.), del peso corporal del hospedante. Por ejemplo, las dosis
pueden ser 1 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de peso corporal o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg, o en
realizaciones particulares, al menos 1 mg/kg. Las dosis intermedias en los intervalos anteriores también pretenden
estar dentro del alcance descrito en el presente documento.

A los sujetos se les puede administrar tales dosis diariamente, en dias alternos, semanalmente, o de acuerdo con
cualquier otro programa determinado por analisis empirico. Un tratamiento ejemplar implica la administracién en
dosis multiples durante un periodo prolongado, por ejemplo de al menos seis meses. Los regimenes de tratamiento
ejemplares adicionales implican la administracion una vez cada dos semanas 0 una vez al mes o una vez cada 3 a 6
meses. Los programas de dosificacién ejemplares incluyen 1-10 mg/kg o 15 mg/kg en dias consecutivos, 30 mg/kg
en dias alternos 0 60 mg/kg por semana. En algunos métodos, dos o mas anticuerpos monoclonales con diferentes
especificidades de unidon se administran simultaneamente, en cuyo caso la dosis de cada anticuerpo administrado
puede caer dentro de los intervalos indicados.

Los anticuerpos o fragmentos de los mismos descritos aqui pueden administrarse en mdltiples ocasiones. Los
intervalos entre dosis Unicas pueden ser, por ejemplo, diarios, semanales, mensuales o anuales. Los intervalos
también pueden ser irregulares como se indica midiendo los niveles sanguineos de polipéptido o molécula diana en
el paciente. En algunos métodos, la dosis se ajusta para lograr una cierta concentracion de anticuerpos o toxinas en
plasma, por ejemplo 1-1000 ug/ml o 25-300 ug/ml. Alternativamente, los anticuerpos, o fragmentos de los mismos,
pueden administrarse como una formulacion de liberacion sostenida, en cuyo caso se requiere una administracion
menos frecuente. La dosis y la frecuencia varian segun la semivida del anticuerpo en el paciente. En general, los
anticuerpos humanizados muestran la semivida mas larga, seguidos de los anticuerpos quiméricos y los anticuerpos
no humanos. En una realizacién, los anticuerpos, o fragmentos de los mismos, descritos en el presente documento
pueden administrarse en forma no conjugada. En otra realizacién, los anticuerpos descritos en el presente
documento pueden administrarse multiples veces en forma conjugada. En todavia otra realizacién, los anticuerpos, o
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fragmentos de los mismos, descritos aqui pueden administrarse en forma no conjugada, después en forma
conjugada, o viceversa.

La dosis y frecuencia de administracion pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profilactico o terapéutico.
En aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen los presentes anticuerpos o un céctel de los mismos
se administran a un paciente que aun no se encuentra en estado de enfermedad, para mejorar la resistencia del
paciente. Dicha cantidad se define como una “dosis profilactica eficaz”. En este uso, las cantidades precisas
nuevamente dependen del estado de salud del paciente y de la inmunidad general, pero generalmente varian de 0,1
a 25 mg por dosis, especialmente 0,5 a 2,5 mg por dosis. Se administra una dosis relativamente baja a intervalos
relativamente poco frecuentes durante un largo periodo de tiempo. Algunos pacientes contintan recibiendo
tratamiento durante el resto de sus vidas.

En aplicaciones terapéuticas, a veces se requiere una dosis relativamente alta (por ejemplo, de alrededor de 1 a 400
mg/kg de anticuerpo por dosis, usandose mas comunmente dosis de 5 a 25 mg para radioinmunoconjugados, y
dosis mas altas para moléculas conjugadas de citotoxina-farmaco) a intervalos relativamente cortos hasta que la
progresion de la enfermedad se reduce o termina, y, en realizaciones particulares, hasta que el paciente muestra
una mejoria parcial o completa de los sintomas de la enfermedad. A partir de entonces, al paciente se le puede
administrar un régimen profilactico.

En una realizacion, un sujeto puede tratarse con una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido descrito
en el presente documento (por ejemplo, en un vector). Las dosis para los acidos nucleicos que codifican polipéptidos
varian de alrededor de 10 ng a 1 g, 100 ng a 100 mg, 1 ug a 10 mg, o 30-300 ug de ADN por paciente. Las dosis
para los vectores viricos infecciosos varian de 10 a 100, o mas, viriones por dosis.

Los agentes terapéuticos pueden administrarse por medios parenterales, tdpicos, intravenosos, orales, subcutaneos,
intraarteriales, intracraneales, intraperitoneales, intranasales o intramusculares para el tratamiento profilactico o
terapéutico. La inyeccion intramuscular o la infusién intravenosa se pueden usar para la administracion de un
anticuerpo descrito en el presente documento. En algunos métodos, los anticuerpos terapéuticos, o fragmentos de
los mismos, se inyectan directamente en el craneo. En algunos métodos, los anticuerpos, o fragmentos de los
mismos, se administran como una composicién o dispositivo de liberaciéon sostenida, tal como un dispositivo
Medipad™.

Los agentes descritos en el presente documento pueden administrarse opcionalmente en combinaciéon con otros
agentes que son eficaces en el tratamiento del trastorno o afeccidbn que necesita tratamiento (por ejemplo,
profilactico o terapéutico). Agentes adicionales son aquellos que son reconocidos en la técnica y se administran
rutinariamente para un trastorno particular.

Las dosis de tratamiento Unico eficaces (es decir, cantidades terapéuticamente eficaces) de anticuerpos marcados
con 90Y descritos aqui oscilan entre alrededor de 5 y alrededor de 75 mCi, y en una realizacién, entre alrededor de
10 y alrededor de 40 mCi. Las dosis no ablativas de médula eficaces de tratamiento Unico de anticuerpos marcados
con 1311 oscilan entre alrededor de 5 y alrededor de 70 mCi, y en una realizacion, entre alrededor de 5 y alrededor
de 40 mCi. Las dosis ablativas eficaces de un solo tratamiento (es decir, pueden requerir un trasplante autélogo de
médula 6sea) de anticuerpos marcados con 1311 oscilan entre alrededor de 30 y alrededor de 600 mCi, y en una
realizacién, entre alrededor de 50 y menos de alrededor de 500 mCi. Junto con un anticuerpo quimérico modificado,
debido a la semivida en circulacién mas prolongada frente a los anticuerpos murinos, las dosis no ablativas de
médula eficaces de tratamiento Unico de anticuerpos quiméricos marcados con yodo 131 oscilan entre alrededor de
5 y alrededor de 40 mCi, y en una realizacion, menos de alrededor de 30 mCi. Los criterios de formacion de imagen
para, por ejemplo, el marcador 111In, son tipicamente menores de alrededor de 5 mCi.

Si bien se ha adquirido una gran experiencia clinica con 1311 y 90Y, otros radiomarcadores son conocidos en la
técnica y se han usado para fines similares. Todavia se usan otros radioisétopos para obtener imagenes. Por
ejemplo, los radioisétopos adicionales que son compatibles con el alcance de la presente descripcién incluyen, pero
no se limitan a, 123I, 1251, 32P, 57Co, 64Cu, 67Cu, 77Br, 81Rb, 81Kr, 87Sr, 113In, 127Cs, 129Cs, 132I, 197Hg,
203Pb, 206Bi, 177Lu, 186Re, 212Pb, 212Bi, 47Sc, 105Rh, 109Pd, 153Sm, 188Re, 199Au, 225Ac, 211A 213Bi. A
este respecto, los emisores alfa, gamma y beta son compatibles con la presente descripcién. Ademas, en vista de la
presente descripcién, se afirma que un experto en la técnica podria determinar facilmente qué radionlclidos son
compatibles con un curso de tratamiento seleccionado sin experimentacion excesiva. Con este fin, los radionuclidos
adicionales que ya se han usado en el diagndstico clinico incluyen 1251, 123I, 99Tc, 43K, 52Fe, 67Ga, 68Ga, asi
como 111In. Los anticuerpos también se han marcado con una variedad de radiontclidos para su uso potencial en
inmunoterapia dirigida (Peirersz et al. Immunol. Cell Biol. 65: 111, 1987). Estos radionuclidos incluyen 188Re y
186Re, asi como 199Au y 67Cu en menor medida. La patente U.S. n® 5.460.785 proporciona datos adicionales con
respecto a tales radiois6topos.

Como se discutié previamente, los anticuerpos, o fragmentos de los mismos, descritos aqui, se pueden administrar
en una cantidad farmacéuticamente eficaz para el tratamiento in vivo de trastornos de mamiferos. A este respecto,
se apreciard que los anticuerpos descritos, o fragmentos de los mismos, se formularan para facilitar la
administracién y promover la estabilidad del agente activo. En ciertas realizaciones, las composiciones
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farmacéuticas descritas en el presente documento comprenden un vehiculo estéril, no toxico, farmacéuticamente
aceptable, tal como disolucion salina fisioldgica, amortiguadores no téxicos, conservantes, y similares. Para los fines
de la presente solicitud, se considerara que una cantidad farmacéuticamente eficaz de un anticuerpo descrito en el
presente documento, conjugado o no conjugado con un agente terapéutico, significa una cantidad suficiente para
lograr la unién eficaz a una diana y lograr un beneficio, por ejemplo para mejorar los sintomas de una enfermedad o
trastorno o detectar una sustancia o una célula. En el caso de las células tumorales, el polipéptido en ciertas
realizaciones serd capaz de interactuar con antigenos inmunorreactivos seleccionados en células neoplasicas o
inmunorreactivas y proporcionar un aumento en la muerte de esas células. Por supuesto, las composiciones
farmacéuticas descritas en el presente documento pueden administrarse en dosis Unicas o mdltiples para
proporcionar una cantidad farmacéuticamente eficaz del polipéptido.

De acuerdo con el alcance de la presente descripcién, los anticuerpos descritos en el presente documento pueden
administrarse a un ser humano u otro animal de acuerdo con los métodos de tratamiento mencionados
anteriormente en una cantidad suficiente para producir un efecto terapéutico o profilactico. Los polipéptidos descritos
en el presente documento pueden administrarse a dicho ser humano u otro animal en una forma de dosificacion
convencional preparada combinando el anticuerpo descrito en el presente documento con un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable convencional de acuerdo con técnicas conocidas. Un experto en la técnica reconocera
que la forma y el caracter del vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable estan dictados por la cantidad de
ingrediente activo con el que se combinard, la via de administracion, y otras variables bien conocidas. Los expertos
en la técnica apreciaran ademas que un coctel que comprende una o mas especies de polipéptidos como se
describe en el presente documento puede resultar particularmente eficaz.

VI. Métodos de tratamiento de enfermedades o trastornos asociados a PAI-1

Los anticuerpos anti-PAl-1, o fragmentos de los mismos, descritos aqui son utiles para antagonizar la actividad de
PAI-1. Por consiguiente, en otro aspecto, la invencién proporciona métodos para tratar enfermedades o trastornos
asociados a PAI-1 mediante la administracién a un sujeto que lo necesita de una composicion farmacéutica que
comprende uno o mas anticuerpos anti-PAI-1, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos descritos aqui.

Las enfermedades o trastornos asociados a PAI-1 susceptibles de tratamiento incluyen, sin limitacion, afecciones
fisiopatoldgicas tales como fibrosis renal, hepatica o pulmonar, o prevenciéon de la formacién de adherencias
abdominales.

La aparicion de adherencias intraabdominales es una causa importante de enfermedad humana. Las complicaciones
de las adherencias pueden ser tan graves como una obstruccién intestinal potencialmente mortal, pero el dolor
pélvico cronico y la infertilidad en las mujeres también son secuelas comunes de las adherencias peritoneales. La
mayoria de las adherencias son inducidas por la cirugia, pero en algunos casos también se ha demostrado que son
causadas por inflamacién, endometriosis, peritonitis quimica, radioterapia, reaccién a cuerpos extrafios, y didlisis
peritoneal ambulatoria continua. El dafio peritoneal provoca una respuesta inflamatoria local que conduce a la
deposicion de fibrina. Se supone que una insuficiencia postraumatica en la actividad fibrinolitica peritoneal, causada
por una disminucién en el activador de plasminégeno tisular (tPA) y un aumento en los inhibidores del activador de
plasmindgeno PAI-1 y PAI-2, permite que la fibrina depositada se organice en adherencias permanentes.

La opcion de tratamiento actualmente disponible y eficaz como Seprafilm® tiene limitaciones para uso solo en
acceso abierto (laparotomia), y no se puede usar en la laparoscopia. La busqueda de un posible tratamiento esta en
Curso.

En ciertas realizaciones ejemplares, los anticuerpos descritos en el presente documento pueden emitirse para tratar
la fibrosis renal y la lesion renal aguda asociada, asi como las enfermedades renales cronicas que son las
principales causas de insuficiencia renal en etapa terminal.

Un experto en la técnica podria, mediante experimentacion de rutina, determinar qué cantidad eficaz y no toxica de
anticuerpo (0 agente terapéutico adicional) seria con el fin de tratar una enfermedad o trastorno asociado con PAI-1.
Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente activa de un polipéptido puede variar segun factores como el estadio de
la enfermedad (por ejemplo, estadio | frente a estadio 1V), edad, sexo, complicaciones médicas (por ejemplo,
afecciones o enfermedades inmunodeprimidas), y el peso del sujeto, y la capacidad del anticuerpo para provocar
una respuesta deseada en el sujeto. El régimen de dosificacién puede ajustarse para proporcionar la respuesta
terapéutica optima. Por ejemplo, se pueden administrar diariamente varias dosis divididas, o la dosis se puede
reducir proporcionalmente segun lo indiquen las exigencias de la situacién terapéutica. En general, sin embargo, se
espera que una dosis eficaz esté en el intervalo de alrededor de 0,05 a 100 miligramos por kilogramo de peso
corporal por dia, y en una realizacion, de alrededor de 0,5 a 10 miligramos por kilogramo de peso corporal por dia.

Los diferentes aspectos descritos en el presente documento y sus realizaciones se pueden combinar entre si.
Ademas, cualquiera de los aspectos y sus realizaciones descritos anteriormente se pueden combinar con cualquiera
de los aspectos y realizaciones particulares descritos a continuacion.

Algunos aspectos y realizaciones particulares que sirven ademdas para ilustrar la presente invencién se dan a
continuacion:
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Ejemplos

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

Ademas, de acuerdo con la presente invencién, se pueden emplear técnicas convencionales de biologia molecular,
microbiologia y ADN recombinante dentro de la pericia de la técnica. Dichas técnicas se explican completamente en
la bibliografia. Véanse, por ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Segunda Edicién (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (aqui “Sambrook et
al., 1989”); DNA Cloning: A Practical Approach, Volimenes | y Il (D.N. Glover ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis
(M.J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization [B.D. Hames & S.J.Higgins eds. (1985)]; Transcription And
Translation [B.D. Hames & S.J. Higgins, eds. (1984)]; Animal Cell Culture [R.l. Freshney, ed. (1986)]; Immobilized
Cells And Enzymes [IRL Press, (1986)]; B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); F.M. Ausubel et
al. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (1994).

Ejemplo 1: Generacion de hibridomas: Inmunizacion de ratones con proteina PAI-1 y generacion de
anticuerpos

Se desarrollaron anticuerpos que reaccionarian de forma cruzada con el PAI-1 activo humano (h) y de macaco
(cyno) (forma glicosilada o no glicosilada) y que neutralizaria la actividad inhibidora de PAI-1 y restauraria la
produccién de plasmina aguas abajo, siendo de ese modo una sustancia terapéutica eficaz para el tratamiento de la
fibrosis renal, hepatica o pulmonar, o la prevencién de la formacién de adherencias abdominales y la formacién de
cicatrices queloides. Se ha descrito que la neutralizacion de la funcién inhibidora de PAI-1 por anticuerpos
monoclonales se divide en tres mecanismos: (1) bloqueo de PAI-1 a tPA o uPA por impedimento estérico, (2)
conversiéon de PAI-1 en una conformacién latente, o (3) conversion de PAI-1 en una conformacion de sustrato.

a) Antigenos

El PAI-1 es segregado por las células en una conformacion activa estabilizada por su uniéon con afinidad
subnanomolar a la vitronectina. PAI-1 experimenta un cambio conformacional espontaneo de conformacion activa a
conformacién latente en minutos a 37°C, y en horas a temperatura ambiente. Una vez unido a la vitronectina, PAI-1
se vuelve mas resistente al cambio conformacional que prolonga la semivida de PAI-1 en conformacién activa de
minutos a horas. Para extender la semivida de la conformacion activa de PAI-1 en los animales inmunizados y para
permitir que el sistema inmune del ratdn reconozca la conformacién activa de PAI-1, se usé un complejo de
vitronectina y PAI-1 para las inmunizaciones.

El PAI-1 glicosilado humano producido en células de insecto se adquirié de Innovative Research (n® de Cat.
IGLYHPAI-A). Vitronectina (n® de Cat. IHVN) y tPA (n® de Cat. HTPA-TC) también se adquirieron de Innovative
Research. Para producir inmunégenos, PAI-1 se incubd con vitronectina en una relacion molar 1:1 durante 1 hora a
temperatura ambiente, o con tPA en una relacion molar 1:1 durante 15 minutos a 37°C. Todos los inmundgenos se
prepararon usando disolucién salina estéril como diluyente.

b) Inmunizaciones

Se implementaron protocolos estandar de produccion de hibridomas conocidos en la técnica para producir
anticuerpos. Los enfoques estandar descritos previamente en la bibliografia usaron PAI-1 solamente o complejo de
PAI-1/tPA. En cambio, los inventores generaron anticuerpos contra la conformacién activa de PAI-1. El complejo de
PAI-1/vitronectina se usdé como un enfoque novedoso para generar anticuerpos contra PAI-1. Se tomd una
estrategia de tres puntas, resumida a continuacion, para generar anticuerpos:

(1) inmunizacién clasica de ratones con complejo de PAI-1/vitronectina para obtener esplenocitos de raton
para fusion con la linea celular de mieloma de ratén como una pareja de fusion para producir hibridoma;

(2) inmunizacién clasica de ratones con complejo de PAI-1/tPA para obtener esplenocitos de raton para
fusion con linea celular de mieloma de ratén como una pareja de fusion para producir hibridoma; y

(3) inmunizacion clasica de ratones con PAI-1 solo para obtener esplenocitos de raton para fusién con linea
celular de mieloma de raton como una pareja de fusién para producir hibridoma.

Se usaron tres ratones por antigeno (PAI-1 solo, complejo de Vn/PAl-1, complejo de tPA/PAI-1) en el estudio. Los
ratones eran ratones BALB/c hembra sin tratamiento previo de 9-20 semanas de edad (Charles River, codigo de
raza 028). El dia 0, se inmunizaron nueve ratones intraperitonealmente con PAI-1 solo, complejos de Vn/PAI-1 o
tPA/PAI-1 en disolucién salina amortiguada con fosfato (PBS). Se mezcl6 un total de 10 ug de antigeno por ratén a
una relacion 1:1 volumen a volumen de of Sigma Adjuvant System (n° de cat. de Sigma #6322) en un volumen total
de 200 pl por ratén. El dia 14, los ratones se estimularon con la misma cantidad de antigeno y se prepararon de la
misma manera que el dia 0. El dia 21, se recogieron muestras de sangre para la evaluacion del titulo de anticuerpos
especificos de PAI-1. Los ratones inmunizados con complejos de PAI-1/tPA mostraron una reactividad especifica
muy baja contra PAI-1 y titulos altos de anti-tPA, y no se usaron para fusiones posteriores.
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En el dia 51, el ratén con el titulo de anticuerpo especifico anti-PAI-1 mas alto y el titulo mas bajo contra la proteina
con la que se complej6 el PAI-1 (es decir, Vn o tPA) mientras que aquellos que tienen el titulo mas alto contra
ortélogos de PAI-1 de ratdén y de rata se seleccionaron para fusion. Los ratones seleccionados para la fusion se
revacunaron con PAI-1 solamente o con complejo de PAI-1/Vn en PBS como un antigeno total de 10 ug por ratén
mezclado a una relacion 1:1 del Sigma Adjuvant System (n® de cat. de Sigma #6322) en un volumen total de 200 pl
por ratdbn como se describe anteriormente. En el dia 55, los ratones fueron sacrificados mediante camara de COz2, se
recogid sangre a través de la puncién cardiaca, y se recogi6 el bazo para la produccion de hibridomas. Los otros
cuatro ratones se sometieron al mismo procedimiento en momentos posteriores (2-4 meses después de que se usé
el primer raton para la fusion).

Las titulaciones séricas se realizaron en tres ratones para PAI-1 solamente y PAI-1/tPA, y en dos ratones para PAI-
1/Vn, usando el protocolo de ELISA descrito en el Ejemplo 2 (ELISA de union).

Tabla 3: Titulos séricos para ratones inmunizados con PAI-1, PAI-1/Vn o PAI-1/iPA

Titulo sérico frente a PAI-1 (ODaos)

Inmunégeno Raton # OD 1:100 OD 1:1000 OD 1:10000
PAI-1 1 2,1 1,9 1
PAI-1 2 2.1 1,4 1
PAI-1 3 2,0 1,4 1

PAI-1/Vn 2 2,15 1,5 1
PAI-1/Vn 3 1,7 1,25 1
PAI-11PA 1 1,2 0,8 0,3
PAI-1/tPA 2 1,3 0,9 0,7
PAI-1/tPA 3 1,3 0,9 0,5
NMS n/a 04 0,12 0,07

NMS= suero normal de ratén; n/a=no aplicable

ODa4os usando un instrumento BioTek Synergy HT

Los ratones inmunizados con el complejo PAI-1/tPA no alcanzaron criterios de titulos especificos altos, y no se
usaron para fusiones (Tabla 3). En base a los titulos séricos presentados en la Tabla 3, se seleccioné para fusiones
un total de 5 ratones con alto titulo especifico contra PAI-1.

b) Fusiones

Los cinco ratones que tenian el titulo especifico mas alto contra PAI-1 se seleccionaron para fusiones. El dia de la
fusion, los ratones se sacrificaron en una camara de COz, se recogié sangre mediante punciéon cardiaca, y se
extrajeron los bazos y se colocaron en una placa de Petri que contenia 10 ml de medio de fusién de hibridoma libre
de suero (IMDM; medio de Dulbecco modificado de Iscove 500 ml (HyClone SH30259.01). Los esplenocitos se
extrajeron del recubrimiento fibroelastico con unas pinzas y se lavaron dos veces en 10 ml de IMDM libre de suero
(incluyendo el centrifugado inicial).

Las células se contaron en un contador de células automatizado Countess. Las células de la pareja de fusién
(mieloma: FO (ATCC ref CRL-1646)) y los esplenocitos se combinaron entonces en un tubo de 50 ml en una
relacion de 1:2 a 1:10 (por nimero de células) y se centrifugaron a 970 rpm durante 10 minutos (centrifugacion
lenta) para formar un pelete suelto. Al pelete celular se afiadi6 gota a gota 1 ml de PEG precalentado (a 37°C) (PEG
1500 en 75 mM de Hepes 50% p/v, n? de cat de Roche 783641 (10783641001) a lo largo de un periodo de tiempo
de 1 minuto, y las células se mezclaron después de que se anadi6 cada gota de PEG. El pelete se incub6 con PEG
durante 1 minuto mas seguido de la adicién de 10 ml de medio IMDM libre de suero durante 1 minuto, de modo que
el primer 1 ml de 10 se afnadié durante 30 segundos. Las células se sometieron a centrifugado lento a 970 rpm
durante 10 minutos para preservar la viabilidad. Las células fusionadas se sembraron en placas de 96 pocillos a 200
ul en medio de seleccién (200 ml de Gibco Hybridoma (SFM # 12045), 20 ml de HyClone SuperLow IgG Defined
FBS al 10% (# SH30898.03), 2 ml de penicilina/estreptomicina, 4 ml (Suplemento de Fusién y Clonacion de
Hibridomas (Roche Diagnostics 11 363 735 001 (50X)) y 4 ml de HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina) (Sigma-
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Aldrich # HO262 (50X)). Las fusiones estaban listas para el cribado alrededor de 10 a 14 dias después, o cuando el
medio en los pocillos se volvié amarillo. Los sobrenadantes de los hibridomas desarrollados se analizaron entonces
mediante ELISA (Ejemplo 2) para determinar la presencia de anticuerpos que se unen a PAI-1 y complejos de PAI-
1/Vn.

Ejemplo 2: ELISA de union para cribado de sobrenadante de hibridoma para determinar la especificidad por
el complejo de PAI-1 - Vitronectina

Cada fusion de los bazos de los cinco ratones seleccionados dio como resultado alrededor de 5000 clones que
debian seleccionarse para su unién al complejo PAI-1/Vn como un cribado primario de primera etapa. El cribado
primario de los sobrenadantes de hibridoma se realizé en paralelo usando ELISA frente a PAI-1 o complejos de PAI-
1-Vitronectina para seleccionar hibridomas que se unen especificamente a PAI-1 complejado a Vitronectina. Los
materiales usados para el ELISA fueron los siguientes: placas de ELISA Immulon 4 HBX (n® de cat de Dynax
N0541216); Vitronectina monomérica humana a 5 ug/ml (n® de cat de Innovative Research IHVN); PAI-1 humano
glicosilado (forma activa) (n° de cat de Molecular Innovations GLYHPAI-A); PAi-1 de ratén no glicosilado en algunas
fusiones (n® de cat de Molecular Innovations MPAI-A); un anticuerpo secundario que era anti-lgG de raton de cabra
conjugado con HRP (H+L) (Jackson ImmunoResearch Labs # 115-035-166); y sustrato ABTS: Roche Diagnostics (#
11 204 521 001).

Los anticuerpos de control usados fueron:

a) 33B8, un anticuerpo inhibidor monoclonal de ratén contra PAI-1 (IgG1; n? de cat de Innovative Research
IMA-33B8);

b) 33H1, un anticuerpo inhibidor monoclonal de ratén contra PAI-1 (IgG1; n® de cat de Innovative Research
IMA-33H1);

c) 31C9, un anticuerpo no inhibidor monoclonal de ratén contra PAI-1 (IgG1; n® de cat de Innovative
Research IMA-31C9); y

d) 1B7.11, un anticuerpo de control de isotipo IgG1 (mAb anti-TNP - producido en nuestro laboratoio a partir
de la linea celular de hibridoma adquirida de ATCC (n° de Cat TIB-191)

El método de ELISA fue como sigue: se recubrieron placas con 5 ug/ml de Vn en PBS toda la noche a 4°C, a 50
ul/pocillo; al dia siguiente, las placas se bloquearon 1 hora con 200 ul de seroalbumina bovina al 1% en PBS
(BSA/PBS); las placas se lavaron cuatro veces con 200 ul/pocillo de PBS; se afadié PAI-1 activo, a 2 ug/ml en 1%
de BSA/PBS, a las placas, a 50 ul/pocillo, y se incub6 durante 1 hora; las placas se lavaron cuatro veces con 200
ul/pocillo de PBS; a las placas de ELISA, se afiadieron, a 50 ul/pocillo, diluciones de anticuerpos en 1% de BSA/PBS
0 sobrenadantes de hibridoma procedentes de las placas originales de 96 pocillos; las placas se incubaron 1 hora a
temperatura ambiente (RT); las placas se lavaron cuatro veces con 200 ul/pocillo de PBS; se anadié anti-IgG de
ratén conjugado con HRP, 50 ul 1:2000 en 1% de BSA/PBS, y se incubd 1 hora a temperatura ambiente; las placas
se lavaron cuatro veces con 200 ul/pocillo de PBS; se anadié a las placas sustrato ABTS (una pastilla disuelta en 5
ml), a 50 ul/pocillo, y entonces las placas se leyeron en el instrumento BioTek Synergy HT usando ODa4os. En la
Figura 2 se muestra una curva estandar tipica para la titulacion de anticuerpos en el ELISA de union. Los
anticuerpos 31C9, 33B8 y 33H1 sirvieron como controles positivos, e IgG1 sirvi6 como control negativo. La Tabla 4
muestra que de los alrededor de 5000 clones generados, 675 clones fueron positivos para la unién tanto a PAI-1
como a PAI-1/Vn. Estos clones se cribaron entonces para determinar la afinidad por PAI-1.

Tabla 4: Namero de clones positivos para la unién tanto a PAI-1 como a PAI-1/Vn

Fusion | Inmundégeno | Ratén # # de clones postivios para la union tanto a PAI-1 como a PAI-1/Vn
A PAI-1/Vn 2 131
B PAI-1 2 146
C PAI-1/Vn 3 145
D PAI-1 3 104
E PAI-1 1 149
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Ejemplo 3: Cribado de Biacore de sobrenadantes de hibridomas mediante clasificacion de la afinidad

Se llevd a cabo una seleccion posterior de un anticuerpo de alta afinidad con baja constante de disociacién mediante
Biacore. El cribado de Biacore de los sobrenadantes de hibridomas se llev6 a cabo: (1) cribando de forma inversa
usando anticuerpos anti-PAI-1 inmovilizados anti-raton, o (2) mediante ensayo de cribado directo usando PAI-1 libre
como ligando, o contra Vn inmovilizada.

Los instrumentos usados fueron el BIACORE 2000 o BIACORE 3000 (GE Healthcare), disefiados para el andlisis de
interaccion biomolecular (BIA) en tiempo real. El chip sensor usado fue el chip CM5 (GE Healthcare), con una matriz
de dextrano carboximetilado sobre la superficie. Cada chip sensor tiene cuatro celdas de flujo paralelas (Fc). Cada
celda de flujo se acoplé con mAb anti-Fc de IgG de raton via acoplamiento aminico estandar segun el protocolo del
fabricante para la preparacion del chip.

En el ensayo de cribado inverso de Biacore, los sobrenadantes de hibridomas positivos para ELISA se
seleccionaron y se filtraron a través de filtros de 0,2 um antes de inyectarlos sobre la superficie del chip de Biacore.
Cada sobrenadante de hibridoma se inyecté sobre una celda de flujo de celdas de flujo Fc2-Fc4, y la IgG en el
sobrenadante de hibridoma se capturaria a la superficie del chip mediante mAb anti-Fc de IgG de ratdn, mientras
que Fc1 se dejé solo como células de referencia. Entonces se inyecté la proteina PAI-1 humana en PBS a Fc1 a
Fc4. También se inyecté el amortiguador de PBS sobre la superficie del chip, como un blanco. Tras restar las
sefales de los experimentos de Fc1 y del amortiguador del blanco, se analiz6 la afinidad de unién (KD)/velocidad de
disociacién (kd) del anticuerpo procedente de los sobrenadantes a la proteina PAI-1, y se clasificé usando el
software Scrubber 2.

En el ensayo de cribado directo de Biacore, la proteina vitronectina humana purificada se inmovilizé a las celdas de
flujo Fc1 a Fc4 del chip CM5. PAI-1 humano o de macaco se capturé sobre todas las celdas de flujo. Los
sobrenadantes de hibridomas seleccionados filirados se inyectaron entonces sobre PAI-1 capturado, uno por celda
de flujo, excepto Fc1, que se reservd como la celda de flujo de referencia. También se inyect6 el amortiguador de
PBS sobre la superficie del chip como un blanco. Tras restar las sefales de los experimentos de Fc1 y del
amortiguador del blanco, se analizé la afinidad de unién del anticuerpo en el sobrenadante de hibridoma por PAI-1
capturado con vitronectina, y se clasifico usando el software Scrubber 2 (version 2.0a, 2005; BioLogic Software,
BioLogic Software Rty Ltd., 116 Blamey Court, Campbell, ACT 2612 Australia).

La Tabla 5 muestra una seleccion de clones de anticuerpos positivos y negativos procedentes de las fusiones A, B,
C, Dy E. No se mostraron todos los datos debido al gran nimero de clones de anticuerpos que se cribd. Solamente
se seleccionaron para el ensayo cromogénico funcional los clones de anticuerpos que demostraron una velocidad de
disociacion de union superior (kd < 10 1/s) contra las proteinas PAI-1 humana y de macaco.

Tabla 5: Unién de los sobrenadantes de hibridomas a PAI-1 humano
Cribado de la afinidad/disociacién en el ensayo de Biacore

CLON Unién a hPAI-1 cyno CLON Unién a hPAI-1 cyno
PAI-1 PAI-1
Union Velocidad de Union Velocidad de
disociacion <= 10 disociacion <= 104
A9 ND ND ND C26 + - -
A20 + - - C45 + + +/-
A37 + - - C46 + + +
A39 + + - C49 + +/- ND
Ad1 ND ND ND C61 + +/- +/-
Ad4 + + + C66 + - -
A47 + + + C69 + + +/-
A52 ND ND ND C76 ND ND ND
A71 + + + C79 + - _
A75 + +/- +/- C85 ND ND ND
A83 + +/- - Cc109 + - -
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A89 + +/- - Cc118 + +/- ND
A93 + +/- - C134 ND ND ND
A98 + - - C145 + - +/-
A99 + + +/- D4 - - -
A105 + + + D12 + - -
A107 + - - D13 - - ND
A113 + + + D15 - - ND
A119 + +/- +/- D31 + - -
B16 ND ND ND D33 + +/- -
B18 + - - D37 + - -
B28 + + - D48 + + +/-
B29 + - - D52 + + +
B32 + + + E4 + + -
B58 + + - E5 + + -
B85 ND ND ND E11 + + -
B89 + + +/- E16 + + +/-
B99 + - +/- E20 + ND ND
B105 + + +/- E21 + + -
B109 + + +

B118 ND ND ND

“4+” = representa union positiva a h/cPAI-1 o una velocidad de disociacién menor o igual 10
“4+/-"= representa union parcial a h/cPAI-1 o una velocidad de disociacion ligeramente mayor que 10
“” = representa poca o ninguna unién a h/cPAI-1 o una velocidad de disociacion mayor que 104

ND = no determinado

Ejemplo 4: ELISA funcional para el cribado de sobrenadantes de hibridomas para seleccionar anticuerpos
que bloquean la interaccion de PAI-1 con tPA

Para permitir la seleccion de anticuerpos funcionales, se desarrollé un nuevo ELISA para permitir la distincién entre
anticuerpos que se unen solamente a PAI-1 frente a aquellos anticuerpos que bloquearon la funcién de los PAI-1
como inhibidor de tPA (ELISA funcional).

Los sobrenadantes de hibridomas se cribaron en un nuevo ELISA funcional para identificar el sobrenadante de
hibridoma a partir de diferentes clones que tienen la capacidad para bloquear la interaccién tPA-PAI-1. El disefio del
ELISA funcional es como sigue: (1) si el anticuerpo se une a PAI-1 pero la union del anticuerpo no bloquea la
formacion del enlace covalente entre PAI-1 y tPA, el anticuerpo anti-tPA se unira al tPA que esta unido a la placa a
través de PAI-1, y da una lectura positiva; (2) si el anticuerpo bloquea PAI-1, y de ese modo blogquea la interaccion
de tPA cambiando la conformacion de PAI-1 o mediante impedimento estérico, el anticuerpo anti-tPA no sera capaz
de unirse a la placa, y la lectura serd negativa (OD40os més baja). En paralelo, los sobrenadantes de hibridomas se
evaluaron para determinar la unién a PAI-1 en el ELISA descrito en el Ejemplo 2. Puesto que se desconoce la
cantidad de anticuerpo en el sobrenadante de hibridoma, una lectura mas baja que el control (es decir, por debajo
de la lectura de control de isotipo) se consideré que identifica un anticuerpo de interés. Debido a la concentracion
variable de anticuerpo en el sobrenadante, el bloqueo en algunos casos fue solamente parcial.
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Se incubaron placas recubiertas de estreptavidina (NUNC # 436014) durante 2 horas a RT con 2 ug/ml de biotina-
PAI-1 (PAI-1 humano que tiene una fraccién activa marcada con biotina N-terminal; n® de cat de Molecular
Innovations NTBIOPAI-A) en 1% de BSA/PBS a 50 ul/ml. Las placas se bloquearon 1 hora con 200 ul de 1% de
BSA/PBS a RT, y se lavaron cuatro veces con 200 ul/pocillo de PBS. Las diluciones de anticuerpos purificados y los
sobrenadantes de hibridomas se arnadieron a los pocillos a 50 ul/pocillo, y se incubaron durante 15 minutos. Las
placas se lavaron cuatro veces con 200 ul/pocillo de PBS. Se afadio a las placas, a 50 ul/pocillo, tPA bicatenario (n®
de cat de Innovative Research HTPA-TC) a 1 ug/ml, y se incubé durante 30 minutos a RT. Las placas se lavaron
cuatro veces con 200 ul/pocillo de PBS. Se afiadi6 a las placas anticuerpo anti-tPA conjugado con HRP (Life Span
Technologies, n® de cat LS-C39721) a una dilucién de 1:3000, y se incubd durante 45 minutos. Las placas se
lavaron cuatro veces con 200 ul/pocillo de PBS. Se afadié a las placas sustrato ABTS (un comprimido disuelto en 5
ml; Roche Diagnostics # 11 204 521 001), a 50 ul/pocillo, y se dejé tiempo para que se desarrollase el color. Las
placas se leyeron en el instrumento BioTek Synergy HT, usando ODa4os. Las ODs con los valores que son menores
que el control de isotipo IgG indican bloqueo de la unién de tPA a PAI-1.

En algunos casos, el ELISA funcional se llevé a cabo antes del cribado de los sobrenadantes de Biacore, y sirvid
como una etapa de seleccion que fue mas importante para el desarrollo de hibridomas. En la Figura 3 se muestra
una curva representativa con 33H1 como control positivo, IgG1 como control negativo, y A44 como un clon de
anticuerpo positivo identificado.

Tabla 6: ELISA funcional para el cribado de sobrenadantes de hibridomas
para seleccionar anticuerpos que bloquean la interaccién de PAI-1 con tPA

CLON | PAI-1 Inhibiciéon de la | Seleccionado | CLON | PAI-1 Inhibicién de la | Seleccionado
ELISA union tPA/PAI-1 ELISA union tPA/PAI-1
A9 + - no C26 + + si
A20 + - no C45 + + si
A37 + + si C46 + - no
A39 + +/- si C49 + - no
A41 + + si C61 + + si
A44 + + si C66 + + si
A47 + + si C69 + + si
A52 + - no C76 + - no
A71 + + si C79 + + si
A73 + - no C85 + - no
A75 + + si Cc109 + + si
A83 + + si c118 + + si
A89 + + si C134 + - no
A93 + - no C145 + + si
A98 + + si D4 + - no
A99 + - no D12 + + si
A105 + + si D13 + + si
A107 + + si D15 + + si
A113 + + si D31 + + si
A119 + + si D33 + + si
B16 + - no D37 + + si
B18 + + si D44 + + si
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B28 + +/- si D47 + + si
B29 + + si D48 + + si
B32 + + si D52 + + si
B58 + + si D55 + + si
B85 + - no E4 + - no
B89 + + si E5 + - no
B99 + + si E11 + + si
B105 + + si E16 + + si
B109 + + si E20 + - no
B118 + + si E21 + + si

PAI-1 ELISA = una “+” representa la unién a PAI-1 (véase el Ejemplo 2)
Inhibicién de la union tPA/PAI-1 = una puntuacién “+’representa que la interaccion de tPA con PAI-1 esta inhibida;

+/- = inhibicién parcial de la interaccién de tPA con PAI-1

Se cribaron alrededor de 200 sobrenadantes. La Tabla 6 muestra una selecciéon de sobrenadantes de hibridomas
positivos y negativos. Alrededor de 10 hibridomas por fusion mostraron la capacidad de bloquear PAI-1 de la union a
tPA en el ELISA funcional. En base a los datos procedentes de los sobrenadantes de hibridomas, se seleccionaron
hibridomas para la secuenciacién y la produccion de anticuerpos a escala media. Incluso aunque D4 no se uni6 bien
a PAI-1 no glicosilado, se seleccion6 para la purificacion y secuenciacion en base a su uniéon de Biacore a PAI-1
glicosilado. Los anticuerpos purificados se caracterizaron ademas en Biacore para determinar la cinética de afinidad,
y en ensayos cromogénicos y celulares para determinar la potencia en comparacion con los anticuerpos
comercialmente disponibles.

Ejemplo 5: Secuenciacion mediante 5’-RACE (Amplificacion Rapida de Extremos de ADNCc), y purificacion de
anticuerpos de ratén

Los anticuerpos para una diana especifica generados a partir de una serie de fusiones podrian tener las mismas
secuencias. Al llevar a cabo la secuenciacion génica de los anticuerpos en una etapa temprana de la generacion de
los anticuerpos, se eliminaron cualesquiera anticuerpos posiblemente redundantes, y las secuencias génicas de los
anticuerpos correctas guiaron la seleccion y humanizacion de los anticuerpos asi como la construccién de
anticuerpos quiméricos.

5-RACE es un procedimiento para la amplificacion de secuencias de acidos nucleicos a partir de un molde de ARN
mensajero entre un sitio interno definido y secuencias desconocidas en el extremo 3’ o 5 del ARNm. Esta
metodologia de amplificacion con especificidad de un solo lado se ha descrito como PCR “de un lado” o PCR
“anclada”. La secuencia de anticuerpo murino variable original anti-PAl-1 humano del anticuerpo primario se
determin6 mediante secuenciacion de ADNc por 5’-RACE, y se confirm6é mediante secuenciacion de proteina N-
terminal.

Para determinar las secuencias de IgG de cadena variable pesada (VH) y de cadena ligera (VL), se aislé ARN total
de las células de hibridoma usando RNeasy Mini Kit (QIAGEN, n? de Cat 74104) segun las instrucciones del
fabricante. De forma breve, las células (5 x 106 células) se lisaron en 350 ul del amortiguador RLT del kit, seguido
de la captura de los ARN total en la columna de centrifugacién. El ARN se eluy6 en el amortiguador TE del kit, y se
almacené en hielo.

Se prepar6 ADNc de primera hebra usando el kit de amplificacion de ADNc mediante RACE SMARTer™ (ClonTech,
n® de Cat 634923). El protocolo de 5°-RACE se llevd a cabo segun las instrucciones del fabricante. Los ADNc de
cadena VH y VL se amplificaron por separado mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando los
cebadores de 5 suministrados con el kit SMARTer™ y los cebadores especificos de los genes de 3' VH y VL
enunciados a continuacion:

Cadena pesada 3'-cebador: 5-TATGCAAGGCTTACAACCACA-3’ (SEQ ID NO: 105)
Cadena ligera 3’-cebador: 5-CTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGAG-3’ (SEQ ID NO: 106)
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Los genes amplificados de VH y VL se clonaron por separado en el vector TOPO usando el kit de clonacion TOPO
TA (Invitrogen, n® de Cat K4520-01). Los procedimientos se llevaron a cabo segun las instrucciones del fabricante.
Para transformar bacterias, se afadieron mezclas de reaccion a células de E. coli competentes, y se incub6 en hielo
durante 20 minutos. Los tubos, que contenian las células de E. coli y la mezcla de reaccién, se calentaron a 42°C
durante 40 segundos, y se les afadieron 250 microlitros de medio SOC de la bibliografia. Tras incubar la E. coli a
37°C durante 60 minutos con agitaciéon a 300 rpm, las bacterias se extendieron sobre placa de LB agar, que contiene
100 microgramos por ml de ampicilina, seguido de la incubacién a 37°C, toda la noche.

Con la confirmacién mediante PCR del gen VH y VL insertado, se seleccionaron cinco clones bacterianos, y se
propagaron en caldo LB que contiene 100 microgramos por ml de ampicilina, para la preparacion de ADN
plasmidico. Los ADN plasmidicos se aislaron usando el QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, n® de Cat 27104)
segun las instrucciones del fabricante. Los genes de IgG de VH y VL de los hibridomas se secuenciaron mediante el
método de Sanger, y las CDRs se determinaron usando la definicién de Contacto (MacCallum et al.).

Se produjeron anticuerpos monoclonales en matraces de biorreactor CELLine (Wilson Wolf Manufacturing Corp.; n®
de Cat. CL350 o n® de Cat CL1000), segun las instrucciones del fabricante en medio libre de suero (n® de Cat. de
Gibco 12045), y se purificaron mediante cromatografia de proteina A/G (GE Healthcare Life Sciences, n? de Cat. 28-
4083-47 y n° 28-4082-53). Los anticuerpos purificados se caracterizaron adicionalmente en Biacore para determinar
la cinética de afinidad, y en ensayos cromogénicos y celulares para determinar la potencia en comparacién con los
anticuerpos comercialmente disponibles.

Ejemplo 6: Ensayo cromogénico funcional que usa anticuerpo purificado

Los anticuerpos purificados se estudiaron en un ensayo cromogénico para determinar la capacidad para bloquear
PAI-1. PAI-1 inhibe la funcion de tPA; por lo tanto, los anticuerpos que bloquean PAI-1 daran como resultado la
restauracion de la funcién de tPA. Los ensayos cromogénicos usan enzimas proteoliticas que actian sobre sus
sustratos naturales (proteinas y péptidos) hidrolizando uno o més enlaces peptidicos. Este proceso es habitualmente
muy especifico en el sentido de que solamente se escinden los enlaces peptidicos adyacentes a ciertos
aminoacidos. Los sustratos cromogénicos son péptidos que reaccionan con enzimas proteoliticas que dan como
resultado la formacién de color, que es cuantificable. Los sustratos cromogénicos se obtienen sintéticamente, y se
disefian para que posean selectividad similar a la del sustrato natural para la enzima. Unido a la parte peptidica del
sustrato cromogénico hay un grupo quimico que, cuando se libera tras la escision enzimatica, da lugar a color. El
cambio de color puede seguirse espectrofotométricamente, y es proporcional a la actividad proteolitica.

Se us6 un ensayo cromogénico para confirmar la capacidad del anticuerpo para neutralizar la funciéon de PAI-1 como
un inhibidor de tPA. tPA es capaz de liberar pNA a partir del sustrato cromogénico S2288. En disolucion, S228 no
tiene color, pero tras exponerlo a tPA y la liberacién subsiguiente de pNA, la disolucién desarrolla un color amarillo
que se puede leer a ODa4os. La formaciéon de color se puede observar a lo largo de 2-3 horas para determinar la
cinética de la reaccién enzimatica. PAI-1 es capaz de bloquear la actividad enzimatica de tPA de una manera
dependiente de la concentracion.

Se llevé a cabo un ensayo cromogénico de dos etapas. Todos los reactivos tienen una concentracion 10x hasta la
etapa cuando se afiaden a la disolucién de sustrato. En la primera etapa, la potencia de PAI-1 en la inhibicion de tPA
se midié usando el ensayo cromogénico (titulacion de PAI-1 con concentracién fija de tPA). La curva de valoracion
de PAI-1 se analiz6 para determinar la IC50 para PAI-1 que bloquea la actividad de tPA. Después, la IC80 calculada
a partir de la curva se selecciond para la interrogacion adicional del anticuerpo para determinar la capacidad para
neutralizar la funcién de bloqueo de PAI-1 y restaurar la actividad enzimatica de tPA. Se combinaron volimenes
iguales (25 ul) de tPA (a 14 nM) (Innovative Research, n® de Cat. IHTPA-TC) y PAI-1 humano (forma activa)
glicosilado (Molecular Innovations, n® de Cat. GLYHPAI-A) o PAI-1 de ratén (forma activa) no glicosilado (Molecular
Innovations n? de Cat. IMPAI), y se incubaron usando diluciones en serie de 3 veces de PAI-1, partiendo de 108 nM
y concentracion fija de tPA. Todas las diluciones de proteinas se realizaron con 1% de BSA/PBS. La mezcla se
incubd en los pocillos de una placa de microtitulacion de 96 pocillos durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Después, se anadieron a los pocillos 200 ul de sustrato cromogénico S2288 (1,25 mM) (Chromogenix, n® de Cat. S-
820852) diluido segun las instrucciones del fabricante, y se registré el cambio de absorbancia de OD4os a 405 nm a
lo largo de 2 horas cada 10 minutos, para medir la actividad residual de tPA. Para los controles, el fondo se midi6 en
ausencia de tPA (reaccién no enzimatica), un control positivo no fue PAI-1 (actividad de tPA de 100%), y un control
negativo fue PAI-1 en un exceso de 10 veces de tPA (bloqueo completo de la actividad de tPA). Véase la Figura 4
para las curvas representativas para 33B8, A44, 33H1 e IgG1.

Para la segunda etapa, las propiedades funcionales de los anticuerpos se determinaron evaluando su capacidad
para inhibir PAI-1 activo y restaurar la funcion de tPA usando el ensayo de neutralizacion de PAI-1. Para esta etapa,
se incub6 PAI-1 activo 12,5 ul (a 56 nM) con un volumen igual de PBS (Invitrogen, n® de Cat. 14190-144) que
contiene 1% de BSA (Sigma, n® de Cat. A3059), o con diluciones en serie de 3 veces de anticuerpo, partiendo de 2
UM. Los anticuerpos de control y desconocidos se incubaron a concentraciones (diluciones de 5 veces) que oscilan
desde 0,1 a 300 nM con 3 nM de PAI-1, y se afadié tPA a la mezcla. Todos los ingredientes se incubaron a una
concentracién 10x a temperatura ambiente, y se diluyeron posteriormente 10 veces con sustrato S2288 de tPA que,
con la escision mediante tPA, cambia de color desde transparente a amarillo. Las muestras se leyeron a OD 405

41



10

15

20

25

ES 2770507 T3

durante 2 horas cada 10 minutos a 37°C. La mezcla se dej6 reaccionar en los pocillos de una placa de
microtitulacion de 96 pocillos durante 30 minutos a temperatura ambiente, para lograr la formacién del complejo
anticuerpo-antigeno. Después, se afadieron a los pocillos 25 ul de tPA (a 14 nM, que corresponde a una inhibicién
de ICso de la actividad de tPA), y se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se afiadieron a
la mezcla 200 ul de sustrato S2288 1,25 mM, diluido segun las instrucciones del fabricante. El cambio de
absorbancia a 405 nm se registra para medir la actividad de tPA residual durante 2 horas cada 10 minutos. Una
actividad de PAI-1 de cien por ciento se define como la actividad PAI-1 observada en ausencia de anticuerpo. La
neutralizacién de la actividad de PAI-1 por el anticuerpo se calcula a partir de la actividad de PAI-1 residual medida
en presencia del anticuerpo. Los controles fueron IgG1 como un control de isotipo (negativo), y mAb 33H1 y mAb
33B8 como controles positivos. Véase la Figura 5 para curvas representativas para B28, E16, E21, A75 e IgG1.

Se evaluaron ortélogos de PAI-1 humano que inhibe tPA humano, en el sistema de ensayo cromogénico de dos
etapas. La titulacion de ort6logos se llevé a cabo como se describe anteriormente para PAI-1 humano (véase la
Figura 6 para curvas representativas de titulaciones), y la actividad de tPA se determind mediante método
cromogénico (véase la Figura 7 para curvas representativas para 33B8 y A44 contra PAI-1 de macaco y de ratén).
La concentracién final de tPA humano usada en el ensayo fue 1,4 nM. Se incubaron 12,5 ul de PAI-1 activo (56 nM)
con un volumen igual de PBS que contiene 1% de BSA, o con diluciones en serie de 3 veces de anticuerpo,
partiendo de 2 uM. La mezcla se dejé reaccionar en los pocillos de una placa de microtitulacion de 96 pocillos
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después, se afiadieron a los pocillos 25 ul de tPA (14 nM), y se incubé
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para finalizar la reaccion, se afadieron a la mezcla 200 ul de sustrato
S2288 de tPA (Chromogenix) (1,25 mM). Se obtuvo PAI-1 ortélogo de Molecular Innovations: PAI-1 de ratén
(fraccion activa de tipo salvaje; n® de cat MPAI); PAI-1 de rata (fraccién activa de tipo salvaje; n? de cat RPAI); y PAI-
1 de conejo (mutante estable; n® de cat RbPAI-I91L); PAI-1 de macaco (PAI-1 de macaco activo) se produjo en
nuestro laboratorio en E. coli. Debido a las malas velocidades de disociacion de los ort6logos de conejo y de rata en
el cribado de Biacore (datos no mostrados), no se llevé a cabo el cribado de los anticuerpos contra estos ortélogos.

Tabla 7: Actividad de los anticuerpos contra ortélogos, y estados de glicosilacién de PAI-1
en ensayo cromogénico funcional

Clon Isotipo | Ortélogo de PAI-1 y estado de glicosilacion
° hPAI-1 no hPAI-1 cPAI-1 no mPAI-1 no
glicosilado glicosilado glicosilado glicosilado

A37 IgG1 +- - - -
A39 IgG1 - +++ - -
Ad1 IgG1 +/- - - -
Ad4 IgG1 +++ +++ +++ -
A47 IgG1 nd - ; 3
A71 IgG1 +++ +++ +++ -
A75 IgG2a +++ +++ +++ -
A83 IgG1 nd +/- +/- -
A89 lgG2b - - - -
A98 IgG1 nd nd nd nd
A105 IgG1 +++ +++ +++ -
A107 IgG1 +/- - - -
A113 | 1gG1 - - - -
A119 | 1gG2a - - - -
B18 IgG1 + + + -
B28 IgG2b - +++ - R
B29 IgG1 - - - -
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B32 IgG1 nd - -
B58 IgG1 nd + +
B89 IgG1 nd - -
B99 IgG2a nd + +
B105 IgG1 - - -
B109 IgG1 +++ +++ +++
B118 IgG1 + + +
C26 IgG1 ++ ++ ++
C45 IgG2b +++ +++ 4
Cé61 IgG1 + + +
C66 IgG1 + + +
C69 IgG1 ++ ++ ++
C79 IgG2b +/- +/- +/-
C109 lgG2b +/- +/- +/-
C118 IgG1 ++ ++ ++
C145 IgG2b ++ ++ ++
D4 IgG2a + ++ +
D12 IgG1 + + +
D13 IgG1 - - -
D15 IgG1 + + +
D31 IgG1 ++ ++ ++
D33 IgG1 - - -
D37 IlgG2a - - -
D48 IgG2a - +/- N
D52 IgG1 + + +
E11 IgG1 ++ ++ T+
E16 IgG1 +++ +++ 4
E21 IgG2b +++ +++ +++

h = humano, ¢ = mono macaco, m = ratén, nd = no determinado

“” = sin actividad, “+/-” = actividad parcial “+” = ligera actividad, “++” =actividad moderada,“+++” = fuerte actividad

Uno o mas anticuerpos procedentes de cada fusion demostraron la capacidad de bloquear la funcién inhibidora de
PAI-1 tanto de macaco como de humano en este ensayo, teniendo alrededor de 14 anticuerpos una actividad de
bloqueo moderada a fuerte. A39 y B28 tuvieron un perfil Gnico por cuanto estos dos anticuerpos bloquearon hPAI-1
glicosilado, pero no tuvieron actividad contra PAI-1 no glicosilado humano o de macaco. Ninguno de los anticuerpos
fue capaz de bloquear eficientemente la actividad de PAI-1 de ratén (dentro de 10 veces del PAI-1 humano), excepto

C26.
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Ejemplo 7: Mecanismo de accidn para anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales pueden inhibir PAI-1 mediante tres mecanismos diferentes: a) mediante impedimento
estérico, b) convirtiendo PAI-1 en una conformacion latente con la unién, y c) convirtiendo PAI-1 en un sustrato para
la conformacion de tPA en lugar del inhibidor (“conformacién de sustrato”). PAI-1 forma un enlace covalente con tPA
al interaccionar con serina proteasa.

El ensayo cromogénico y las técnicas de SDS-PAGE se usaron para identificar el mecanismo de accién de los
anticuerpos. Se llevé a cabo una reaccion entre el anticuerpo monoclonal (o anticuerpos de control), PAI-1 y tPA
como se describe anteriormente para el ensayo cromogénico funcional. Las muestras se mezclaron con
amortiguador de muestras de Laemmli, y se cargaron en gel de SDS-PAGE en condiciones no reductoras, y se
hicieron pasar durante 30 minutos. Después, los geles se tifieron con azul de Coomassie para visualizar las
proteinas, los complejos y la forma escindida de PAI-1. Como comparadores, se usaron anticuerpos monoclonales
de control con mecanismo de accién conocido. Se sabe que 33B8 convierte PAI-1 en una conformacién latente, y se
sabe que 33H1 convierte PAI-1 en una conformacién de sustrato. Este ensayo pudo identificar de forma positiva la
conformacién de sustrato, pero fue incapaz de distinguir entre la conformacion latente o el impedimento estérico. En
las Figuras 8, 9 y 10 se muestran los geles de SDS representativos.

Tabla 8: Mecanismo de accion de anticuerpos monoclonales

Anticuerpo Mecanismo de accion
Ad4 Convierte PAI-1 de conformacion activa — sustrato
C26 Convierte PAI-1 de conformacion activa — sustrato
C45 Convierte PAI-1 de conformacion activa — sustrato
E21 Convierte PAI-1 de conformacion activa — sustrato
A39 Convierte PAI-1 de conformacion activa — latente o impedimento estérico
B109 Convierte PAI-1 de conformacion activa — latente o impedimento estérico
E16 Convierte PAI-1 de conformacion activa — latente o impedimento estérico

Ad44, C26, C45 y E21 bloquean la actividad de PAI-1 convirtiendo PAI-1 de la conformacion activa en la
conformacién de sustrato. A39 y B109 tienen un mecanismo de accién diferente, pero el ensayo fue incapaz de
distinguir si estos anticuerpos bloquean la actividad de PAI-1 cambiando PAI-1 desde la conformacion activa a la
conformacién latente o0 mediante impedimento estérico.

Ejemplo 8: Cinética de union de anticuerpos purificados

En la medida de la cinética, los anticuerpos se evaluaron de forma inversa a 25°C. En el ensayo inverso, los
anticuerpos contra PAI-1 se capturaron a la superficie del anticuerpo anti-Fc de IgG de raton preparada en el chip
CM5, seguido de la inyeccion de las diluciones en serie 2x de proteinas PAI-1 (humana o de macaco), partiendo de
40 nM. Se escogi6 un caudal elevado de 50 ul/min para evitar la limitacién del transporte de masas. Se permitieron
doscientos segundos para el tiempo de disociacion, para adecuarse a la velocidad de disociacion lenta de los
anticuerpos seleccionados. El chip se regener6 mediante amortiguador de glicina-HCI, pH 1,7, después de cada
ronda de unién de anticuerpo-PAl-1. El andlisis de los datos cinéticos se llevo a cabo usando el software de Biacore
BlAevaluation. Los sensogramas se referenciaron doblemente restando los valores de la celda de flujo de referencia
y los valores del amortiguador del blanco. Los sensogramas se ajustaron usando el modelo 1:1 de cinética simulada
(Langmuir) con Rmax local. En la Tabla 9 se muestran a continuacién los datos para los anticuerpos evaluados.

Tabla 9: Cinética de union mediante ensayo inverso de Biacore

Anticuerpo PAI-1 humano PAI-1 de macaco
Velocidad de disociacion kd Afinidad KD Velocidad de disociacion kd Afinidad KD
(1/s) (M) (1/s) (M)
A39 7,09E-05 1,16E-11 ND ND
A44 1,49E-05 3,76E-12 <= 1,0E-6 <=1,0E-13
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A75 4,76E-04 1,20E-10 ND ND
A105 1,64E-04 4,23E-11 ND ND
B28 4,61E-04 6,5E-10 ND ND

ND = no determinado

La cinética de unién de los anticuerpos representativos se analizé adicionalmente y se compar6 en el ensayo directo
de Biacore con el complejo de vitronectina y PAI-1. En el ensayo directo, se inmovilizé la proteina de vitronectina
humana sobre el chip CM5 en las celdas de flujo Fc1-Fc4 mediante acoplamiento aminico. Entonces se captur6 PAI-
1 humano a la superficie de vitronectina en las celdas de flujo Fc2-Fc4 como ligando. Fc1 se reservd como célula de
referencia. Los anticuerpos se diluyeron 2x partiendo de 40 nM, y se inyectaron a Fc1-4. El analisis de los datos
cinéticos se llevé a cabo usando el software de Biacore BlAevaluation. Los sensogramas se referenciaron
doblemente en primer lugar restando los valores de las celdas de referencia y los valores del amortiguador del
blanco, y ajustando entonces mediante el modelo 1:1 (Langmuir) con Rmax global.

Tabla 10: Cinética de la unién de A44 a PAI-1 humano capturado
sobre vitronectina humana en el ensayo directo de Biacore

Unién de A44 a hPAI-1 capturado en Vn kd (1/s) KD (M)

<=1,0E-6 <=1,0E-12

Los datos en la Tabla 10 indicaron que A44 se une a PAI-1 humano libre asi como a PAI-1 en el complejo de
vitronectina.

Ejemplo 9: Ensayo funcional en células humanas primarias

Para investigar adicionalmente la capacidad de cada anticuerpo para restaurar la produccion de plasmina aguas
abajo por células humanas primarias, se usé un ensayo de generacion de plasmina. En este ensayo, solamente se
usaron los anticuerpos que mostraron una potencia elevada en el ensayo cromogénico y una buena afinidad en
Biacore.

En el dia 1, células estrelladas hepaticas primarias humanas (Sciencell CA, n® de cat SC5300) se colocaron en
placas a 20000 células/pocillo en medio de inanicion (DMEM Gibco + glutamax-14,5 g/l de D-Glucosa, piruvato
(31966-021), 0,2% Fetal Bovine Serum gold PAA (A11-152)) a 37°C en 5% de CO2. En el dia 2, para neutralizar la
actividad de PAI-1, los anticuerpos se preincubaron con PAI-1 recombinante (Molecular Innovation, n® de cat
IGLYHPAI-A, PAI-1 humano glicosilado recombinante, concentracion final 5 nM) durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Al mismo tiempo, tPA (Molecular Innovations (n°® de cat HTPA-TC), 5 nM en DMEM sin rojo fenol) se
incubd con células durante 15 minutos a 37°C. Tras lavar el tPA no unido, se anadieron en las células mezclas de
PAI-1/mAb, y entonces se midi6 la actividad de tPA residual afiadiendo una mezcla de glu-plasmindégeno/sustrato
(Glu-Pg: Sigma n? de cat 9001-91-6; concentracion final 0,5 puM) y sustrato cromogénico de plasmina: (CBS00.65
Stago n? de cat 00128, concentracion final 0,5 mM).

La activacion de plasmindgeno a plasmina se detecta mediante lectura cinética cada 45 segundos de A405/492 nm
usando un espectrofotémetro (IEMS, Thermofisher) termostatizado a 37°C. El software Biolise (Thermofischer)
calcula la tasa maxima de escisidn del sustrato cromogénico: generacién de plasmina expresado como Vmax: tasa
maxima de A405/492 nm por min (mDO/min) calculada. Entonces se calcula la inhibicién de PAI-1 con tPA solo
como referencia (inhibicién de 100%) y PAI-1 (sin mAb, como no inhibicion), y se representa graficamente usando el
software Biostat speed para calcular, para calcular ICso € Imax.

Tabla 11: Generacién de plasminégeno en células estrelladas hepaticas primarias humanas

Anticuerpo IC50abs media £ sem (nM) Imax media (%) n
Ad4 3,32 +£0,34 97 7
A39 54+0,8 99 3
A71 8,61+3,6 90 3
A75 226 +8,2 66 4
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A105 27+7,8 88 3
B28 7,28+27 90 3
B109 6,11 0,88 94 3
C26 Inactivo n/a 2
C45 6,5+1,11 97 4
E16 4,74 + 2,27 95 3
E21 Inactivo n/a 3
33H1 22,92 +12 56 3
33B8 Inactivo n/a 3

n/a = no aplicable

Ejemplo 10: Exploracion del epitopo que se une al anticuerpo mediante ensayo de competicion de Biacore

Se exploré un grupo seleccionado de anticuerpos anti-PAI-1 con actividades de unién y bloqueo superiores en busca
de sus epitopos de unién potenciales en los ensayos de competicion de Biacore. En los ensayos, los anticuerpos
recientemente identificados, asi como varios anticuerpos anti-PAl-1 comercialmente disponibles con sitio de unién
conocido en PAI-1 humano, se montaron para competir por la unién a la proteina PAI-1 humana. Cada anticuerpo se
inmovilizé sobre una celda de flujo en chip CM5 de Biacore usando reaccion de acoplamiento aminico estandar.
Todos los anticuerpos ensayados, excepto el clon B28, retuvieron la actividad del sitio de union tras el acoplamiento
aminico. La proteina PAI-1 humana se capturd en el chip al anticuerpo inmovilizado, seguido de la inyeccion de cada
anticuerpo como analito. Solamente los anticuerpos analitos que tienen sitios de union diferentes en PAI-1 humano
del anticuerpo inmovilizado mostraran sefiales de union adicionales en Biacore. Los experimentos de competicion se

repitieron dos veces para cada anticuerpo inmovilizado, y los resultados se muestran en la siguiente Tabla.

Tabla 12: Sumario de epitopos de union del ensayo de competicion de Biacore

Anticuerpo analito

33H1 b/b | b/b | b/b | b/b | b/b | b/b | blc

33B8 b/ | b/b | b/b | pb | bb | bb b/b
§ Ad4 b/b | b/b | bb b/b
% 31C9 nt nt nt nt
g A71 b/b | ble | b/b | bb | b/b | b/b | b/b | bb
g | A75 bb | p/p | bb | pp | bb | bb | blb | bib
§ B109 b/b bb | b/b | b/b b/c | bib
E B28 o B . B .

C45 b/b | p/b b/b | b/b | b/b | bib

C26 b/e | ple b/b | b/b | b/b | blc

El6 b/b | p/b b/c | b/b | b/b | p/b | b/b | bic

E21 b/c | bic bb | b/c | bic | b/b | blb | bic

P = unidn parcial por el anticuerpo analito, ¢ = compticion por el anticuerpo analito,

b = unidn por el anticuerpo analito, "-" = sin unién de PAI-1 al anticuerpo inmovilizado

nt = no ensayado
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Cuando A44 se inmoviliza y se une a PAI-1, C45 (anticuerpo analito) es incapaz de unirse a PAI-1 que esta unido
mediante A44. Por lo tanto, C45 compite por el mismo sitio de unién que A44 se une en PAI-1 (representado en la
Tabla 12 como “c/c”), o A44 que se une a PAI-1 interfiere con la union de C45 a PAI-1. Este analisis se confirma
cuando el experimento se repite en el orden inverso. Especificamente, cuando C45 es el anticuerpo inmovilizado y
se une a PAI-1, A44 como anticuerpo analito es incapaz de unirse al PAI-1 que esta unido a C45 (representado en la
Tabla 12 como “c/c”). En un andlisis similar, A71 y A75 compiten por el mismo sitio en PAI-1. El andlisis de Biacore
confirmo que A44 y C45, asi como A71 y A75, compiten o interfieren entre si cuando se unen a PAI-1.

Por el contrario, los anticuerpos comercialmente disponibles, 33H1 y 33B8, no compiten con A44. Cuando A44 es el
anticuerpo inmovilizado y esta unido a PAI-1, tanto 33H1 como 33B8 son capaces de unirse todavia al PAI-1 que
esta unido a A44 (representado como “b/b” en la Tabla 12). Esto se confirma en el experimento inverso. Cuando
PAI-1 se une a 33H1 inmovilizado o 33H8 inmovilizado, A44 todavia es capaz de unirse a PAI-1. De este modo, los
anticuerpos comerciales 33H1 y 33B8 no compiten o interfieren con A44 que se une a PAI-1.

De forma interesante, algunos anticuerpos inmovilizados (es decir, B109) bloquearon la unién del anticuerpo analito
(es decir, 33B8) a la proteina PAI-1 capturada; pero, cuando se cambian las posiciones del anticuerpo inmovilizado
al anticuerpo analito (por ejemplo, cambiando el par en el chip), el par de anticuerpos ya no compitieron por la unién
entre si a PAI-1. Por ejemplo, cuando B109 fue el anticuerpo inmovilizado unido a PAI-1, 33B8 fue incapaz de unirse
a PAI-1. Sin embargo, cuando 33B8 fue el anticuerpo inmovilizado que se une a PAI-1, B109 fue capaz de unirse a
PAI-1. Una posible explicacion para este resultado es que cuando el anticuerpo inmovilizado esta unido a PAI-1,
PAI-1 puede desplazarse hacia una conformacién desfavorable para el anticuerpo segundo o analito, y evita que se
una el anticuerpo analito (por ejemplo, cuando B109 es el anticuerpo inmovilizado y 33B8 es el anticuerpo analito).
Sin embargo, cuando se invierte el par de anticuerpos, el anticuerpo que se inmoviliza puede unirse de tal manera
que la conformacion de PAI-1 esta relativamente sin cambios, permitiendo asi que el anticuerpo analito se una al
PAI-1 unido (es decir, el anticuerpo analito B109 es capaz de unirse a PAI-1 que esta unido por el anticuerpo
inmovilizado 33B8). Por lo tanto, la competicién observada entre 33B8 y B109 no fue debida al solapamiento de los
sitios de union en PAI-1, sino probablemente debida a un cambio conformacional en PAI-1 cuando esta unido a
B109.

Otra observacion interesante fue que B28 perdié la unién a PAI-1 humano cuando se inmovilizé via acoplamiento
aminico, sugieriendo que las regiones CDR de B28 implican aminoacidos con grupo o grupos amina primaria.

Ejemplo 11: Seleccion de anticuerpo monoclonal de raton para humanizacion

La Tabla 13 muestra un sumario de los datos in vitro que caracterizan los anticuerpos monoclonales mas activos
procedentes de las cinco fusiones realizadas. En base a estos datos, A44 se seleccion6 para la humanizacién
debido a que A44 fue el anticuerpo mas potente en el ensayo cromogénico y en la generacién de plasmina, a la vez
que tiene la mayor afinidad en Biacore.

Tabla 13: Sumario de la afinidad y potencia de anticuerpos monoclonales contra PAI-1 glicosilado humano

Anticuerpo Ensayos cromogénicos Generacion de plasmina Afinidad Kd Mecanismo de
(nM) (nM) (M) accion

A39 (IgG1/k) | 1,70, 1,00 5,4 1,16E-11 SH o latente

A44 (IgG1/k) | 1,66,1,50,1,70 3,32 4,20E-14 sustrato

A71 (IgG1/k) | Aprox. 4,00 8,61 ND SH o latente

A75 3,00 22,6 1,20E-10 SH o latente

(lgG2a/k)

A105 7,00 27,0 4,20E-11 SH o latente

(Ig9G1/k)

B28 1,80 7,28 6,5E-10 SH o latente

(IlgG2b/k)

B109 0,23 6,11 ND SH o latente

(lgG1/k)

C26 (IgG1/k) | 5,00 Inactivo ND sustrato

C45 (IgG2b) | 0,5 10,6 ND sustrato

E16 (IgG1) 1,1 4,74 ND SH o latente
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E21 (IgG2b) 1,3 216,0 ND sustrato

SH = impedimento estérico; ND = no determinado

Las secuencias de las cadenas pesada y ligera mostradas en la Tabla 1 estan alineadas en la Figura 12, y las
CDRs, como se definen mediante IMGT, estan destacadas en negrita. En base a los datos in vitro presentados en la
Tabla 13, A44 se seleccion6 para la humanizacién.

Ejemplo 12: Manipulacion del Fab de A44anti-PAIl-1: humanizacion, estabilizacion y mutacion de motivos de
secuencias indeseados

Se tomaron varios enfoques explicados mas abajo para humanizar, estabilizar y optimizar los motivos de secuencias
del anticuerpo murino A44 contra PAI-1.

1) Humanizacion

El protocolo de humanizaciéon usado se ha descrito en el documento PCT/US08/74381 (US20110027266). Se
usaron las secuencias de cadena ligera variable (VL) y de cadena pesada variable (VH) de A44 murino para
construir un modelo de homologia de cadena ligera (LC) y cadena pesada (HC) de A44 anti-PAl-1 en Molecular
Operating Environment (MOE; v. 2010.10; Chemical Computing Group). Se usaron los siguientes moldes: estructura
de cadena ligera - 1D5I (identidad de 94% en las regiones estructurales), estructura de cadena pesada - 3KSO
(identidad de 96% en las regiones estructurales), L1 - 1D5I (identidad de 94%), L2 - 1D5I (identidad de 94%), L3 -
1AXS (identidad de 72%), H1 - 11C7 (identidad de 82%), H2 - 1MBU (identidad de 68%) y H3 - 2WDB (identidad de
62%). El bucle H3 fue particularmente dificil de modelar puesto que Trp es el primer resto. 2WDB, aunque es un
bucle mas corto, también tiene un Trp al comienzo del bucle, y la misma secuencia Phe-Asp-Tyr al final del bucle
H3. Se reconstruyeron las cadenas laterales de Glu-105 (LC) e His-99, y el modelo subsiguiente se minimizé
energéticamente usando los procedimientos estandar implementados en MOE. Se llevé a cabo subsiguientemente
una simulaciéon de dinamica molecular (MD) del modelo de homologia 3D minimizado del A44 murino, con
restricciones en la cadena principal proteica a una temperatura de 500 K durante 1,1 nanosegundos (ns) en
disolvente implicito de Born generalizado. Se extrajeron diez conformaciones diversas a partir de este primer
experimento de MD cada 100 picosegundos (ps) durante el ultimo 1 ns. Estas diversas conformaciones se
sometieron entonces cada una a una simulacién de MD, sin restricciones en la cadena principal proteica y a una
temperatura de 300 K, durante 2,3 ns. Para cada una de los 10 experimentos de MD, entonces se usaron las ultimas
2.000 instantaneas, una cada ps, a partir de la trayectoria de MD, para calcular, para cada aminoacido de A44
murino, sus desviaciones de la raiz cuadratica media (rmsd) en comparaciéon con una posicién medoide de
referencia. Al comparar la rmsd promedio en los 10 experimentos de MD separados de un amino&cido dado con la
rmsd promedio global de todos los aminoacidos de A44 murino, se decide si el aminoacido es suficientemente
flexible, como se observa durante la MD, para considerarlo que interacciona probablemente con receptores de
células Ty es el responsable de la activacion de la respuesta inmune. Los 37 amino&cidos se identificaron como
flexibles en el anticuerpo A44 murino, excluyendo la CDR y su vecindad de 5 A inmediata.

El movimiento de los 62 aminoacidos de A44 murino mas flexibles, durante los 20 ns (10 x 2 ns), se compard
entonces con el movimiento de los aminodcidos flexibles correspondientes de 49 modelos de homologia de linea
germinal humana, para cada uno de los cuales se realizaron las simulaciones de MD de 10 x 2 ns. Los 49 modelos
de linea germinal humana se construyeron combinando sistematicamente las 7 cadenas ligeras de linea germinal
humana mas comunes (vk1, vk2, vk3, vk4, vlambdal, vlambda2, vlambda3) y las 7 cadenas pesadas de linea
germinal humana més comunes (vh1a, vhib, vh2, vh3, vh4, vh5, vh6). El anticuerpo de linea germinal humana vk1-
vh2 mostré una similitud 4D de 0,58 de sus aminoacidos flexibles en comparacion con los aminoacidos flexibles del
anticuerpo A44 murino; el anticuerpo de linea germinal vk1-vh2 se usé por lo tanto para humanizar el anticuerpo A44
centrandose en los aminoacidos flexibles. La linea germinal humana vlambda3-vh4 mostré la segunda similitud 4D
mas elevada, 0,57, y también se usé como la base para la humanizacion del anticuerpo A44. Para la asociacién de
aminoacidos por parejas entre los aminoacidos de A44 murino y vk1-vh2, las 2 secuencias se alinearon en base a la
superposicion 3D 6ptima de los carbonos alfa de los 2 modelos de homologia correspondientes. La asociacién de
aminoacidos por parejas entre A44 murino y vlambda3-vh4 se llevd a cabo de la misma manera. La Figura 13
muestra la alineacién de la cadena ligera de A44 murino con vk1 y vlambda3. La Figura 14 muestra la alineacién de
la cadena pesada de A44 murino con vh2 y vh4.

2) Estabilizacion
a) Enfoque basado en el conocimiento

Se propuso que los aminoacidos de las cadenas ligera y pesada con baja frecuencia de aparicion frente a sus
secuencias canonicas respectivas, excluyendo las CDRs, estaban mutados en los aminoacidos encontrados mas
frecuentemente (AAGth > 0,5 kcal/mol; (E. Monsellier, H. Bedouelle. J. Mol. Biol. 362, 2006, p. 580-593)). Esta
primera lista de mutaciones de consenso para la LC y HC se ha restringido a los aminoacidos encontrados en la
linea germinal humana mas proxima (vk1-vh2). Los cambios sugeridos en la vecindad inmediata de los CDRs (zona
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“Vernier” de 5 Angstroms (J. Mol. Biol. 224, 1992, p. 487-499)) no se consideraron. Esto dio como resultado dos
mutaciones estabilizantes en la LC (véase la Tabla 15) y cinco mutaciones estabilizantes en la HC (véase la Tabla
16). Se tomaron en cuenta otros criterios para considerar estas mutaciones para estabilizar potencialmente el
anticuerpo A44 anti-PAI-1. Estos criterios fueron un cambio favorable de la hidropatia en la superficie, o una
estabilizacién predicha del mutante en base a mecanica molecular. También, se dieron a conocer mutaciones
estabilizantes adicionales exitosas en la bibliografia (E. Monsellier y H. Bedouelle, J. Mol. Biol., 362, 2006, p. 580-
593; B.J. Steipe et al. J. Mol. Biol, 1994, 240, 188-192), y se consideraron (véanse las Tablas 17 y 18); sin embargo,
no se sugirieron mutaciones adicionales.

Tabla 15: Cambios estabilizantes propuestos en la cadena ligera

Resto Cambio propuesto AAGth calculado Cambio aceptado

Lys-3 Val 2,23998 No - no en linea germinal
Met-11 Leu 0,766432 Ya cambiado en la humanizacién
Tyr-12 Ser 2,04389 Ya cambiado en la humanizacién
Leu-36 Val 2,17091 No — Vernier

Lys-42 GIn 0,939652 No - no en linea germinal
Thr-46 Leu 2,01966 No-Vernier

GIn-69 Thr 2,16357 No-Vernier

Tyr-80 Ala 2,92454 Ya cambiado en la humanizacién
Met-83 Leu 2,57007 Ya cambiado en la humanizacién
Gly-84 Ala 0,597822 Si

lle-85 Thr 1,27255 Si

Tabla 16: Cambios estabilizantes propuestos en la cadena pesada

Resto Cambio propuesto AAGth calculado Cambio aceptado
Glu-1 Gin 0,562423 Si

Met-2 Val 3,41361 No - Vernier

Glu-6 Gin 0,655069 No - no en linea germinal
Pro-9 Ala 0,505324 No - no en linea germinal
Ser-10 Glu 2,40018 Ya cambiado en la humanizacion
Gin-16 Ala 1,11244 No - no en linea germinal
Thr-17 Ser 1,79135 No - no en linea germinal
Leu-18 Val 0,760243 No - no en linea germinal
Ser-19 Lys 1,20539 No - no en linea germinal
Thr-21 Ser 1,3289 No - no en linea germinal
Ser-23 Lys 1,82798 No - no en linea germinal
Val-24 Ala 1,35286 No - no en linea germinal
Thr-25 Ser 1,72008 Si

lle-37 Val 1,66985 No - no en linea germinal
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Arg-38 Lys 0,568427 No - no en linea germinal
Lys-39 Gin 2,27769 Si

Phe-40 Arg 1,81199 No - no en linea germinal
Asn-43 Lys 1,42568 Ya cambiado en la humanizacién
Lys-44 Gly 2,01606 Ya cambiado en la humanizacién
Tyr-47 Trp 2,62805 No - Vernier
Met-48 lle 1,67766 No - Vernier
Pro-61 Glu 1,08569 No - no en linea germinal
Ser-62 Lys 0,840485 No - no en linea germinal
Leu-63 Phe 1,25428 No - no en linea germinal
Arg-66 Lys 0,528008 No - no en linea germinal
lle-67 Ala 1,93707 No - Vernier
Ser-68 Thr 1,36475 Si

lle-69 Leu 0,550185 No - Vernier
Arg-71 Val 0,61536 No - Vernier
Asn-72 Asp 3,40632 Si

Thr-73 Lys 0,5597 No - Vernier
Lys-75 Ser 0,81321 No - No en linea germinal
Asn-76 Ser 0,744463 No - No en linea germinal
Gin-77 Thr 1,30652 No - No en linea germinal
Tyr-78 Ala 2,54699 No - Vernier
Val-85 Leu 1,71111 No - No en linea germinal
Thr-87 Ser 1,30394 No - No en linea germinal
Thr-90 Ser 0,557686 No - No en linea germinal
Thr-92 Val 1,13795 No - No en linea germinal

Tabla 17: Combinaciones de mutaciones estabilizantes evaluadas

Combinacion* Cambios adicionales sugeridos Cambio aceptado

L1 (40->P y 42->Q) Ninguno — ninguno cambi6 Sin cambios
L2 (45->K) Ninguno — ya K45 Ninguno
L3 (74->T) Ninguno —ya T74 Ninguno
L4 (76->S) Ninguno —ya S76 Ninguno
L5 (84->A, 85->T) Ninguno — ya cambiado en la estabilizacion Ninguno
H1 (15->G) Ninguno — no en linea germinal Ninguno
H2 (61->E, 62->Lys, 63->Phe) Ninguno en linea germinal Ninguno
H3 (86->T, 87->S, 88->E) 87 y 88 no en linea germinal Ninguno

S1 (L1 &L5) Ninguno No
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S2 (H1 & H3) Ninguno No

*Nota: numeracién secuencial usada para referirse a los restos

Tabla 18*: Mutaciones de estabilizacién evaluadas

Resto de cadena ligera* Cambios adicionales sugeridos Cambio aceptado
15->L V15->L No - V15 en linea germinal Vk1
90->C Ninguno - ya Q90 Ninguno
32->Y Ninguno - ya Y32 Ninguno
106->| Ninguno - ya 1106 Ninguno
63->S Ninguno - ya S63 Ninguno
21->| Ninguno - ya M21 Ninguno

* Nota: numeracion secuencial usada para referirse a los restos

b) Enfoques basados en 3D y MD

Se han dado a conocer previamente enfoques basados en 3D y MD informado (Seco J., Luque F.J., Barril X., J.
Med. Chem. 2009 Apr 23:52(8):2363-71; Malin Jonsson et al., J. Phys. Chem. B 2003, 107:5511-5518). Las regiones
hidréfobas del anticuerpo se identificaron explicitamente analizando la simulacién de dindmica molecular del Fab en
disolvente binario (20% de isopropanol en agua, simulacién de produccién de 20 ns). Se completé el andlisis
adicional usando un mapa de superficie hidréfoba en el software maestro de Schrodinger (v. 8.5.207). La superficie
de la proteina analizada mediante estos dos métodos es bastante hidréfila. Incluso con estas dos técnicas, no habia
restos que contribuian a ningun parche hidréfobo en las superficies, y por lo tanto no se sugirieron mutaciones anti-
agregacion.

3) Humanizaciéon mediante injerto

La humanizacién usando técnicas de injerto se ha dado a conocer previamente (P. T. Jones, P.H. Dear, J. Foote,
M.S. Neuberger, G. Winter, Nature 1986, 321:522-525). La humanizacién comenzé identificando las dos lineas
germinales humanas mas préximas a las cadenas ligera y pesada del dominio variable de A44 anti-PAl1. Esto se
realizé llevando a cabo una busqueda BLAST frente a todas las lineas germinales humanas que se enumeraron
sistematicamente (todas las posibles combinaciones de los dominios V y J para las cadenas kappa y lambda;
dominios V, D y J para las cadenas pesadas). Las busquedas BLAST se llevaron a cabo usando una aplicacion de
intranet enlazada al servicio de Sequence Information Retrieval and Analysis (SIRA) proporcionado por el National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

La linea germinal humana mas proxima se identifico con 70% y 67% de identidad de secuencia con respecto a las
cadenas ligera y pesada del dominio variable de A44 anti-PAI1, respectivamente. Usando las secuencias de linea
germinal internas de VBASE, se encontr6 que la cadena ligera estaba proxima al locus Vaol-O18 (aproximadamente
64% de identidad), y la cadena pesada estaba proxima al locus 4-30 (aproximadamente 69% de identidad) de la
subfamilia VH4. Las regiones CDR (en base a Kabat) y los restos Vernier estan indicados en cursiva para la cadena
ligera de mA44 (A44LC) y para IGVK1-33-01_IGKJ4-01 (IGVK1). Los restos vernier como se definen en J. Mol. Biol.,
1992, 224, 487, estan subrayados. Las mutaciones humanizantes (en negrita) se obtuvieron llevando a cabo una
comparacién por parejas de las dos secuencias alineadas, excluyendo los restos de CDR y de la zona Vernier
(también subrayados en murino) como se define anteriormente. T46L y Q69T de la cadena ligera murina, y M2V en
la cadena pesada murina (resto de la zona Vernier), estaban mutados a la secuencia de linea germinal humana
predominantemente conservada como una parte de la humanizacion mediante el enfoque de injerto (LC5a, HC5a).
En otra variante, estos tres restos de la zona Vernier se retuvieron, como se observa en la secuencia murina original
(LC5b, HC5b).

mA44 — Cadena ligera (SEQ ID NO: 141)

DIKMTQSPSS MYASLGERVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GKSPKTLIYR
ANRSVDGVPS RFSGSGSGOD YSLTISSLEY EDMGIYYCLQ YDEFPPTFGG

GTKLEIK
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IGKV1-33-01_IGKJ4-01 (SEQ ID NO: 107)

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCQASQDIS NYLNWYQQKP GKAPKLLIYD
ASNLETGVPS RFSGSGSGTD FTFTISSLQP EDIATYYCQQ YDNLPLTFGG
GTKVEIK

mA44 — Cadena pesada (SEQ ID NO: 140)

EMQLQESGPS LVKPSQTLSL TCSVTGDSMT NGYWNWIRKF
PGNKLEYMGY ITYSGSTYYN PSLKGRISIT RNTSKNQYYL

QLSSVTTEDT ATYYCARWHY GSPYYFDYWG QGTTLTVSS

IGHV4-59-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02 (SEQ ID NO: 108)
QVQLQESGPG LVKPSETLSL TCTVSGGSVS SYYWSWIRQP
PGKGLEWIGY IYYSGSTNYN PSLKSRVTIS VDTSKNQFSL

KLSSVTAADT AVYYCARGYS SSWYYFDYWG QGTLVTVSS

La siguiente linea germinal humana mas préxima se identifico con una identidad de secuencia de 59% y 58% con
respecto a las cadenas ligera y pesada del dominio variable de A44 anti-PAI1, respectivamente. Usando la linea
germinal de VBASE interna, se encontré que esta cadena ligera esta proxima al locus VkllI-L6 ( [66% de identidad),
y la cadena pesada esta préxima al locus 6-01 de la subfamilia VH6. Las regiones CDR (en base a Kabat) y las
regiones Vernier estan indicadas en cursiva. Las regiones Vernier (como se definen en J. Mol. Biol., 1992, 224, 487)
estan subrayadas. Las mutaciones humanizantes se obtuvieron llevando a cabo una comparacion por parejas de las
2 secuencias alineadas, excluyendo los restos de CDR y de la zona Vernier (también subrayados en murino) como
se define anteriormente, y se muestran en negrita.

mA44 — Cadena ligera (SEQ ID NO: 141)

DIKMTQSPSS MYASLGERVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GKSPKTLIYR
ANRSVDGVPS RFSGSGSGOD YSLTISSLEY EDMGIYYCLQ YDEFPPTFGG

GTKLEIK
IGKV3-11-02_IGKJ4-01 (SEQ ID NO: 143)

EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQSVS SYLAWYQQKP GQAPRLLIYD
ASNRATGIPA RFSGSGSGRD FTLTISSLEP EDFAVYYCQQ RSNWPLTFGG
GTKVEIK

mA44 — Cadena pesada (SEQ ID NO: 140)

EMQLQESGPS LVKPSQTLSL TCSVTGDSMT N..GYWNWIR
KFPGNKLEYM GYIT..YSGS TYYNPSLKGR [SITRNTSKN

QYYLQLSSVT TEDTATYYCA RWHYGSPYYF DYWGQGTTLT VSS
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IGHV6-1-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02 (SEQ ID NO: 144)
QVQLQQSGPG LVKPSQTLSL TCAISGDSVS SNSAAWNWIR
QSPSRGLEWL GRTYYRSKWY NDYAVSVKSR ITINPDTSKN

QFSLQLNSVT PEDTAVYYCA RGYSSSWYYF DYWGQGTLVT VSS
4) Mutacién de motivos de secuencias indeseados

Se consideraron los siguientes motivos de secuencias: Asp-Pro (enlace labil a acidos), Asn-X-Ser/Thr (glicosilacion,
X = cualquier aminoacido menos Pro), Asp-Gly/Ser/Thr (formaciéon de succinimida/iso-asp en regiones flexibles),
Asn-Gly/His/Ser/Ala/Cys (sitios de desamidacién expuestos), y Met (oxidacion en areas expuestas). Los dominios VL
y VH de A44 murino anti-PAI1 poseen dos sitios potenciales de glicosilacién: N3RS (en CDR2) en la LC, y N72TS en
la HC. Un sitio de desamidacion expuesto estd presente en CDR1 de la HC (N3'G). En la secuencia murina original
se identificaron tres sitios potenciales de formacién de succinimida: D%G (extremo de CDR2) en la LC, y D?’S (en
CDR1) y D¥T en la HC. Los motivos problematicos de LC, N3RS y DG, estdn ambos en CDR2. Puesto que estas
mutaciones aparecen en una CDR, se abordaron mediante mutacién en dos secuencias manipuladas propuestas a
continuacion (LC2 y LC4). N%2 estaba mutado de forma conservativa a Gin, y D% estaba mutado a Glu. Hay cuatro
restos problematicos existentes en la HC. Los primeros dos aparecen en CDR1: el sitio de formacién de succinimida
potencial, D?’S, y el sitio de desamidacion N3'G. En la tercera region estructural también aparecen dos motivos
problematicos adicionales. En CDR1, D?” estaba mutado a un E, para evitar la formacién de succinimida, mientras
que N3' se alteré a un Q. N72 y D® se alteraron a Q y E, respectivamente. Estos motivos problematicos se abordaron
en secuencias manipuladas HC2a y HC4 descritas mas abajo. La variante HC2b contiene solamente la mutacion del
sitio de desamidacién N3'G.

Las secuencias humanizadas resultantes se trasladaron al programa BLAST en busca de la similitud de secuencia
frente a la base de datos IEDB (encontrada en internet en immuneepitope.com, version junio 2009; Vita R.,
Zarebeski L., Greenbaum J.A., Emami H., Hoof I., Salimi N., Damle R., Sette A., Peters B. The immune epitope
database 2.0 Nucleic Acids Res. 2010, enero, 38 (publicacion de base de datos): D854-62. Epub 2009, Nov 11) para
asegurarse de que ninguna de las secuencias contiene cualesquiera epitopos de células B o T humanas conocidos
(identidad de secuencia de 70% usada como corte para los resultados obtenidos a través de la busqueda de BLAST
y considerando solamente los resultados de la especie humana). DeClerck, et al. (Publicacién Internacional n® WO
2002034776) han descrito epitopos de union a anticuerpo de PAI-1, ninguno de los cuales son problematicos para
los epitopos descritos aqui.

Para la LC de A44 murino, hay un epitopo humano de Kirschmann et al. (The Journal of Immunology, 1995, 155,
5655-5662). Posee una identidad de [71% a lo largo de un tramo de 14 aminoacidos, como se observa mas abajo.
La secuencia objeto fue una secuencia parcial que se no ha verificado mediante espectrometria de masas. Para
este péptido no se da a concer ningln dato de unién. Este epitopo se observd en todas las variantes de LC
propuestas. No se identificaron epitopos potencialmente problematicos cuando se llevé a cabo una bisqueda similar
para la HC.

5) Secuencias originales de dominios variables anti-PAl1

Las CDRs estan destacadas en negrita, y las regiones Vernier (como se definen mediante Foote y Winter, J. Mol.
Biol., 1992, 224:487-499) estan subrayadas.

Cadena ligera (SEQ ID NO: 142)

1 DIKMTQSPSS MYASLGERVT ITCKASQDIN SYLSWLQOQKP GKSPKTLIYR
51 ANRSVDGVPS RFSGSGSGOD YSLTISSLEY EDMGIYYCLQ YDEFPPTEGG

101 GTKLEIKRAD AAPTVSIF
indice de germinalidad = 70% con IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [Vol-O18]
Cadena pesada (SEQ ID NO: 140)

1 EMQLQESGPS LVKPSQTLSL TCSVTGDSMT NGYWNWIRKF PGNKLEYMGY
51 ITYSGSTYYN PSLKGRISIT RNTSKNQYYL QLSSVTTEDT ATYYCARWHY
101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS

indice de germinalidad = 67% con IGHV4-59-02_IGHD6-137-01_IGHJ4-02 [VH4 4-30]

6) Secuencias manipuladas
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Se aplicaron enfoques de humanizacién e injerto 4D a las dos secuencias de linea germinal humana mas préximas
a) Secuencias de cadena ligera manipuladas

LC1a contiene siete mutaciones derivadas del método de humanizacién 4D usando la secuencia de linea germinal
mas proxima, vk1. LC1b tiene 12 mutaciones derivadas de la humanizacién 4D con la segunda secuencia de linea
germinal humana mas préxima, vI3. LC2 contiene 2 mutaciones adicionales en CDR2, en comparaciéon con LC1a.
Estas mutaciones apuntan a un sitio de glicosilacion potencial (N%?RS) y un sitio potencial de formacion de
succinimida (D%G). LC3 contiene las mutaciones de la humanizacion 4D a la secuencia de linea germinal mas
proxima, con 2 mutaciones estabilizantes adicionales. LC4 combina las mutaciones humanizantes, estabilizantes y
de motivos indeseados. Las CDR y las zonas vernier estan en cursiva, los restos vernier estan subrayados, las
mutaciones humanizantes estan en negrita, los motivos problematicos estan con tachado doble, y las mutaciones
estabilizantes se muestran en minlsculas. Las Figuras 16 y 17 muestran sumarios de las mutaciones.

LCla(SEQID NO: 91):
1 DIKMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GKSPKTLIYR
51 ANRSVDGVPS RFSGSGSGQOD YSLTISSLQP EDLGIYYCLQ YDEFPPTFGG
101 GTKLEIK

En la base de datos IEDB, no se encontraron epitopos humanos adicionales para la secuencia LC1a. indice de
germinalidad de LC1a = 76% con IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VkI-O18].

LC1b (SEQ ID NO: 92):
1 DIKMTQSPSS VSVSPGQTVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GQSPKILIYR
51 ANRSVDGVPS RFSGSGSGOD YSLTISSLQA MDEGIYYCLQ YDEFPPTEGG
101 GTKLTIK

Ademaés del epitopo descrito en la seccion 4 anterior, K3BOPGQSPKTLI tiene una identidad de secuencia de 70% con
KPGQPPRLLI (Kirschmann et al. J. Immun., 1995, 155, 5655-5662). Se informa que este péptido tiene una 1C50
>100.000 nM frente a todos los alelos de HLA-DR para los cuales se ensayd. Indice de germinalidad de LC1b = 67%
con IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VkI-O18].

LC2 (SEQ ID NO: 93):
1 DIKMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GKSPKILIYR
51 A@RSVEGVPS RFSGSGSGOD YSLTISSLQP EDLGIYYCLQ YDEFPPTEGG
101 GTKLEIK

En la base de datos IEDB, no se encontraron epitopos humanos adicionales para la secuencia LC2. indice de
germinalidad de LC2 = 76% con IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VkI-O18].

LC3 (SEQ ID NO: 94):
1 DIKMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASODIN SYLSWLQQKP GKSPKTLIYR
51 ANRSVDGVPS RFSGSGSGQD YSLTISSLQP EDLatYYCLQ YDEFPPTEGG
101 GTKLEIK

En la base de datos IEDB, no se encontraron epitopos humanos adicionales para la secuencia LC3. indice de
germinalidad de LC3 = 78% con IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VkI-O18].

LC4 (SEQ ID NO: 95):
1 DIKMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASODIN SYLSWLQQKP GKSPK TLIYR
51 A@RSVEGVPS RFSGSGSGOD YSLTISSLQP EDLatYYCLQ YDEFPPTEGG
101 GTKLEIK

En la base de datos IEDB, no se encontraron epitopos humanos adicionales para la secuencia LC4. indice de
germinalidad de LC4 = 78% con IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VkI-O18].

LC5a (SEQ ID NO: 96):
1 DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQODIN SYLSWLQQKP GKAPKLLIYR
51 ANRSVDGVPS RFSGSGSGTD YTFTISSLQP EDIATYYCLQ YDEFPPTEGG
101 GTKVEIK
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Ademaés del epitopo descrito en la seccion 4 anterior, A43PKLLIYRAN tiene una identidad de secuencia de 80% con
respecto a APKLLIYAASSL (Kirschmann et al. J. Immun., 1995, 155, 5655-5662). El peso molecular no se determiné
en este péptido, y no se dio ningun dato de unién. Indice de germinalidad de LC5a = 85% con IGKV1-33-01_IGKJ4-
01 [VkI-O18].
LC5b (SEQ ID NO: 97):

1 DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQODIN SYLSWLQQKP GKAPKTLIYR

51 ANRSVDGVPS RFSGSGSGQOD YTFTISSLQP EDIATYYCLQ YDEFPPTFGG

101 GTKVEIK

En la base de datos IEDB, no se identificaron epitopos humanos adicionales para la secuencia LC5b. indice de
germinalidad de LC5b = 83% con IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VkI-O18].

LC5¢ (SEQ ID NO: 98):
1 EIVMTQSPAT LSLSPGERAT LSCKASQODIN SYLSWLQQKP GQAPRTLIYR
51 ANRSVDGIPA RFSGSGSGQD YTLTISSLEP EDFAVYYCLQ YDEFPPTFEGG
101 GTKVEIK

Ademas del epitopo descrito en la seccion 4 anterior, K3®®PGQAPRTLI tiene una identidad de secuencia de 80% con
respecto a KPGQPPRLLI (Kirschmann et al. J. Immun., 1995, 155, 5655-5662). Se informa que este péptido tiene
una IC50 >100.000 nM frente a todos los alelos de HLA-DR para los que se ensay6. Indice de germinalidad de LC5c
= 79% con IGKV3-11-02_IGKJ4-01 [VkIII-L6]. En la Figura 15 se muestra un esquema de todas las mutaciones de la
cadena ligera.

b) Secuencias de cadena pesada manipuladas

HC1a contiene ocho mutaciones derivadas del método de humanizacién 4D con la secuencia de linea germinal
humana mas préoxima. HC1b contiene seis mutaciones derivadas del método de humanizaciéon 4D con la 22
secuencia de linea germinal mas préxima. HC2a contiene cuatro mutaciones adicionales cuando se compara con
HC1a para apuntar motivos de secuencias indeseados. HC2b solamente aborda el sitio de desamidacion en CDR1
(N3'G). HC3 contiene las mutaciones humanizantes de HC1a con cinco mutaciones estabilizantes adicionales. HC4
contiene mutaciones humanizantes de HC1a, mutaciones estabilizantes de HC3, y las mutaciones que abordan las
mutaciones problematicas de HC2a. Las CDRs y las zonas vernier estdn en cursiva, los restos vernier estan
subrayados, las mutaciones humanizantes estan en negrita, los motivos problematicos estan doblemente tachados,
y las mutaciones estabilizantes se muestran en minlsculas.

HCla (SEQ ID NO: 82):
1 EMTLKESGPT LVKPTQTLSL TCSVTGDSMT NGYWNWIRKF PGKALEYMGY
S1ITYSGSTYYN PSLKGR/SIT RNTSKNQYYL TLSSVTTVDT ATYYCARWHY
101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS

En la base de datos IEDB, no se identificaron epitopos humanos para la secuencia HC1a. indice de germinalidad de
HC1a = 68% con IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02.

HC1b (SEQ ID NO: 83):
1 EMQLQESGPG LVKPSETLSL TCSVTGDSMT NGYWNWIRKF PGKGLEYMGY
51 ITYSGSTYYN PSLKGRISIT RNISKNQYYL KLSSVTTADT ATYYCARWHY
101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS

En la base de datos IEDB, no se identificaron epitopos humanos para la secuencia HC1b. indice de germinalidad de
HC1b = 73% con IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02.

HC2a (SEQ ID NO: 84):
1 EMTLKESGPT LVKPTQTLSL TCSVTGESMT @GYWNWIRKF PGKALEYMGY
51 ITYSGSTYYN PSLKGR/SIT RQTSKNQYYL TLSSVTTVET ATYYCARWHY
101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS

En la base de datos IEDB, no se identificaron epitopos humanos para la secuencia HC2a. indice de germinalidad de
HC2a = 67% con IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02.
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HC2b (SEQ ID NO: 85):
1 EMTLKESGPT LVKPTQTLSL TCSVTGDSMT Q@GYWNWIRKF PGKALEYMGY
51 ITYSGSTYYN PSLKGR/SIT RNISKNQYYL TLSSVTTVDT ATYYCARWHY
101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS

En la base de datos IEDB, no se identificaron epitopos humanos para la secuencia HC2b. indice de germinalidad de
HC2b = 67% con IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02.

HC3 (SEQ ID NO: 86):
1 gMTLKESGPT LVKPTQTLSL TCSVsGDSMT NGYWNWIRGF PGKALEYMGY
51 ITYSGSTYYN PSLKGRA/T RATSKNQYYL TLSSVITVDT ATYYCARWHY
101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS

En la base de datos IEDB, no se identificaron epitopos humanos para la secuencia HC3. indice de germinacion de
HC3 = 72% con IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02.

HC4 (SEQ ID NO: 87):
1 gMTLKESGPT LVKPTQTLSL TCSVsGESMT QGYWNWIRGF PGKALEYMGY
51 ITYSGSTYYN PSLKGRIUT RRTSKNQYYL TLSSVTTVET ATYYCARWHY
101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS

En la base de datos IEDB, no se identificaron epitopos humanos para la secuencia HC4. indice de germinacién de
HC4 = 70% con IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02.

HC5a (SEQ ID NO: 88):
1 QVQLQESGPG LVKPSETLSL TCTVSGDSMT NGYWNWIRQP PGKGLEYMGY
51 ITYSGSTYYN PSLKSRITIS RNTSKNQYSL KLSSVTAADT AVYYCARWHY
101 GSPYYFDYWG QGTLVTVSS

En la base de datos IEDB, no se identificaron epitopos humanos para la secuencia HC5a. indice de germinacién de
HC5a = 84% con IGHV4-59-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02 [VH4 4-59].

HC5b (SEQ ID NO: 89):
1 QMQLQESGPG LVKPSETLSL TCTVSGDSMT NGYWNWIRQP PGKGLEYMGY
51 ITYSGSTYYN PSLKSRIT/S RDTSKNQYSL KLSSVTAADT AVYYCARWHY
101 GSPYYFDYWG QGTLVTVSS

En la base de datos IEDB, no se identificaron epitopos humanos para la secuencia HC5b. indice de germinalidad de
HC5b = 84% con IGHV4-59-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02 [VH4 4-59].

HC5c¢ (SEQ ID NO: 90):
1 QMQLQQSGPG LVKPSQTLSL TCAISGDSMT NGYWNWIRQS PSRGLEYMGY
S1ITYSGSTYYA VSVKSRITIN RDISKNQYSL QLSSVTPEDT AVYYCARWHY
101 GSPYYFDYWG QGTLVTVSS

En la base de datos IEDB, no se identificaron epitopos humanos para la secuencia HC5c. indice de germinalidad de
HC5¢ = 78% con IGHV6-1-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02 [VH6 6-01].

En la Figura 16 se muestra un esquema de todas las mutaciones de cadena pesada.
c) Combinaciones de secuencias variantes de cadenas pesada y ligera

Para el injerto, se crearon tres versiones para la cadena ligera (LC5a, LC5b, LC5c) y tres versiones de la cadena
pesada (HC5a, HC5b, HC5c). LC5a contiene 16 mutaciones derivadas del injerto en la secuencia de linea germinal
humana mas proxima y que retiene la CDR murina y la mayoria de los restos de la zona Vernier murinos. Dos restos
Vernier murinos, T46 y N69, no estan presentes en ninguna secuencia de linea germinal humana, y se mutaron de
forma conservativa. LC5b contiene 14 mutaciones derivadas del injerto en la secuencia de linea germinal humana
mas proxima, y retuvo la CDR murina y todos los restos de la zona Vernier murinos. LC5¢ contiene 22 mutaciones
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derivadas del injerto en la segunda secuencia de linea germinal humana mas préxima, y retuvo la CDR murina y
todos los restos de la zona Vernier murinos.

HC5a contiene 20 mutaciones derivadas del injerto a la secuencia de linea germinal humana mas préxima, y retuvo
la CDR murina y la mayoria de los restos de la zona Vernier murinos, con la excepcion de M2V. Met aparece con
una tendencia muy baja en esta posicidon en las secuencias de linea germinal humana. HC5b contiene 20
mutaciones derivadas del injerto a la secuencia de linea germinal humana mas proxima, y retuvo la CDR murina y
todos los restos de la zona Vernier murinos. HC5c contiene 23 mutaciones derivadas del injerto a la segunda
secuencia de linea germinal humana mas préxima, y retuvo la CDR murina y todos los restos de la zona Vernier
murinos.

En total, se prepararon diez combinaciones (resumidas en la Tabla 19):

. LC1a x HC1a (mutaciones que abordan la humanizacién 4D en base a la secuencia de linea germinal
mas proxima)

. LC1b x HC1b (mutaciones que abordan la humanizacién 4D en base a la 22 secuencia de linea
germinal mas préxima)

. LC2 x HC2a (mutaciones que abordan la humanizacion 4D y secuencias indeseadas)

. LC2 x HC2b (mutaciones que abordan la humanizacion 4D y secuencias indeseadas)

. LC1a x HC2b (mutaciones que abordan la humanizacion 4D y secuencias indeseadas)

. LC3 x HC3 (mutaciones que abordan la humanizacion 4D y la estabilizacién)

. LC4 x HC4 (mutaciones que abordan la humanizacion 4D, secuencias indeseadas y estabilizacién)

. LC5a x HC5a (mutaciones que abordan la humanizacion mediante el injerto que retienen las CDRs y

que incorporan 3 modificaciones Vernier conservativas)

. LC5b x HC5b (mutaciones que abordan la humanizacion mediante injerto que retienen las CDRs y las
regiones Vernier)

. LC5¢ x HC5c (mutaciones que abordan la humanizacion mediante injerto que retienen las CDRs y
regiones Vernier)

Tabla 19: Sumario de las diez combinaciones LC x HC

e G
o - L RS = YR - E oY e 2~ v o~
O Ok SR SRS & 50 80 U0
= = S = 3 E )] 3 E =< 8 = il
= 2
HCla X(1)
(H)
HC1b X(2)
(H)
HC2a X(3)
(H+UM) Bajo
HC2b X(4) X(5)
(H+UM)
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HC3
(H+S)

X(11)

X(6)

X (12)

HC4
(H+UM+S)

X(7)
Bajo

HC5a
(&)

X(8)

HC5b
()

X(13)

X(14)

X

HC5c
(G)

X(10)
Bajo

H = humanizante; UM = motivos indeseados; S = estabilizador; G = injerto
Bajo = niveles de expresion bajos

Numero dentro del () indica el nimero de la variante; nota: las variantes 11 - 14 se arfiadieron

tras la caracterizacion de las diez variantes originales (variantes 1-10)

Tabla 21: Mutaciones de las ocho variantes de LC del anticuerpo A44 anti-PAlI1

o s a3

- —_~ o o~ _— [yl
.3 |E |ZE |5 z = g < )
O — e N 1 D ~— ~—
g o ) K] am a 1 ] = %
g2 — — = n = v [T2) O
5 5 Q Q ~ % i Q @ <
E 3 | - o | ar | -
z 5 — =
Aspl Glu
Lys3 Gln Gln Val
Ser9 Ala
Serl0 Thr
Metl1 Leu Val Leu Leu Leu Leu Leu Leu
Tyrl2 Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser
Alal3 Val Leu
Leul5s Val Pro Val Val Val Val Val Pro
Glul7 Asp Gln Asp Asp Asp Asp Asp
Argl8 Thr
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Vall9 Ala
lle21 Leu
Thr22 Ser
Lys42 Gln Gln
Serd3 Ala Ala Ala
Lys45 Arg
Thrd6 Leu
Asn52 Gln Gln
Asp56 Glu Glu
Val58 Tle
Ser60 Ala
GIn69 Thr
Ser72 Thr Thr Thr
Leu73 Phe Phe
Glu79 Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln
Tyr80 Pro Ala Pro Pro Pro Pro Pro Pro
Glug1 Met
Met83 Leu Glu Leu Leu Leu Ile Ile Phe
Glys4 Ala Ala Ala Ala Ala
1le85 Thr Thr Thr Thr Val
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Leul04 Val Val Val

Glul05 Thr

NUmero de
mutaciones

H = humanizante; UM = motivos indeseados; S = estabilizador; G = injerto

Tabla 22: Mutaciones de las nueve variantes de HC del anticuerpo A44 anti-PAI1

3

I - fapel - — o~
) o S| 9|7 L~ | O & G
5o | U ® TE| DR £5|¢C o o
= § am am = an == =
Z v
Glul Gln GIn Gln Gln Gln
Met2 Val
GIn3 Thr Thr Thr Thr Thr
Glus Lys Lys Lys Lys Lys Gln

Ser10 Thr | Gly | Thr | Thr | Thr | Thr | Gly | Gly | Gly

Serl5 Thr Thr Thr Thr Thr

GInl6 Glu Glu | Glu

Ser23 Thr | Thr | Ala
Val24 Ile

Thr25 Ser Ser Ser Ser Ser
Asp27 Glu Glu
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Asn3l1 Gln | Gln Gln

Lys39 Gln | Gln | Gln | Gln | GIn
Phe40 Pro Pro Ser
Gly42 Ser
Asn43 Lys | Lys | Lys Lys | Lys | Lys | Lys | Lys | Arg
Lys44 Ala | Gly | Ala | Ala | Ala | Ala | Gly | Gly | Gly
Asné0 Ala
Pro61 Val
Leu63 Val
Gly65 Ser Ser Ser
Ser68 Thr Thr Thr Thr Thr
Thr70 Ser Ser | Asn
Asn72 Gln Asp | Gln Asp | Asp
Tyr79 Ser Ser Ser
GIn81 Thr | Lys Thr | Thr | Thr | Thr | Lys | Lys

Thrg87 Ala | Ala Pro
Glug8 Val | Ala | Val | Val | Val | Val | Ala | Ala

Asp89 Glu Glu

Thr92 Val Val Val
Thr114 Leu | Leu | Leu
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Leull5s Val Val Val

Numero de
mutaciones

H = humanizante; UM = motivos indeseados; S = estabilizador; G = injerto

En resumen, se generaron diez variantes durante el proceso de humanizacion. Estas variantes se expresaron y
caracterizaron en varios ensayos in vitro como se describe mas abajo.

7) Caracterizacion de las variantes de humanizacion

En base a la formacion de modelos in silico presentada en el ejemplo anterior, se generaron diez variantes
(variantes 1-8 mediante humanizacioén 4D, y variantes 9-10 mediante injerto de CDR; las variantes 3 y 10 se crearon
sobre la segunda linea germinal mas préxima). Para la expresién de HEK293, se prepard la regién variable del ADN
de cadena ligera y de cadena pesada de A44 humanizado. Las proteinas se generaron tras clonar el ADN
correspondiente en los plasmidos pXL (New England Biolabs; Nhel/Eco47Ill para la HC, Nhel/BsiWI para la LC). Las
secuencias humanizadas se optimizaron en el uso de codones para la expresion de HEK, y el gen se sintetizé
mediante GeneArt (subsidiaria de Life Technologies). Los plasmidos resultantes se cotransfectaron y se expresaron
transitoriamente en el sistema de expresion FreeStyle™293 (Invitrogen, n® de Cat K9000-01). Las variantes 3 y 10
se expresaron muy mal, y no se llevaron adelante adicionalmente. Todas las otras variantes se expresaron y
purificaron usando columnas de Proteina A. Los geles analiticos mostraron glicosilacion parcial (alrededor de 5 -
10%) de las cadenas ligeras en las variantes 6 y 9, y de las cadenas pesadas en las variantes 5 y 7 (datos no
mostrados). Las ocho variantes restantes se estudiaron en el ensayo cromogénico usando hPAI y el ensayo de
generacién de plasmina en células estrelladas humanas usando PAIl glicosilado humano. Los resultados se
muestran en la Tabla 23.

Tabla 23: Caracterizacion de las variantes de humanizacién en el ensayo
de generacion de plasmina y en el ensayo cromogénico

Activacion del plasminégeno Ensayo cromogénico
mAb IC50 (nM) Y50% IC50 (nM)
A44 3,17 45,99 0,44

A44-hv1 3,12 44,99 0,49
A44-hv2 No determinado No determinado 0,60
A44-hv4 Inactivo 26,00 0,52
A44-hv5 No determinado No determinado 1,11
A44-hv6 1,78 56,94 0,82
A44-hv7 No determinado No determinado 0,59
A44-hv8 Inactivo 11,00 0,76
A44-hv9 1.9 46,53 0,86

Las variantes 6 y 9 mostraron la mejor potencia en el ensayo de generacién de plasmina, pero tuvieron una
glicosilacion parcial (5 - 10%) en la cadena ligera. En base a estos resultados, se produjeron nuevas variantes 11-14
usando combinaciones de cadenas pesadas procedentes de las variantes 6 y 9 y de cadenas ligeras procedentes de
las variantes 5y 7. La Tabla 24 resume todas las variantes creadas.
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Tabla 24: Variantes de humanizacion

Variante # Descripcion SEQID NOs
A44-hvi LClaxHC1a 109
A44-hv2 LC1b x HC1b 110
A44-hv3 LC2 x HC2a 111
A44-hv4 LC1a x HC2b 112
A44-hv5 LC2 x HC2b 113
A44-hv6 LC3 x HC3 114
A44-hv7 LC4 x HC4 115
A44-hv8 LC5a x HC5a 116
A44-hv9 LC5b x HC5b 117
A44-hv10 LC5¢c x HC5¢ 118
Ad44-hvi1 LC2 x HC3 119
A44-hv12 LC4 X HC3 120
A44-hv13 LC2 x HC5b 121
A44-hv14 LC4 x HC5b 122

Tabla 25: Variantes de humanizacion de secuencias de ADN

Gen Proteina
HC1a
GAGATGACCCTGAAAGAGTCCGGCCCCACCCTGG EMTLKESGPTLVKPTQTLSL
TCAAACCCACCCAGACCCTGAGCCTGACCTGCAG TCSVIGDSMTNGYWNWIRK
CGTGACCGGCGACAGCATGACCAACGGCTACTGG FPGKALEYMGYITYSGSTYY
AACTGGATCCGGAAGTTCCCCGGCAAGGCCCTCG NPSLKGRISITRNTSKNQYYL
AGTACATGGGCTACATCACCTACAGCGGCAGCAC TLSSVITVDTATYYCARWH
CTACTACAACCCCAGCCTGAAGGGCCGGATCAGC YGSPYYFDYWGQGTTLTVSS
ATCACCCGGAACACCAGCAAGAACCAGTACTACC (SEQ ID NO: 82)
TGACCCTGTCCAGCGTG
(SEQ ID NO: 123)
HC1b

GAGATGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTG
GTCAAACCCAGCGAGACACTGAGCCTGACCTGCA
GCGTGACCGGCGACAGCATGACCAACGGCTACTG
GAACTGGATCCGGAAGTTCCCCGGCAAGGGCCTC
GAGTACATGGGCTACATCACCTACAGCGGCAGCA
CCTACTACAACCCCAGCCTGAAGGGCCGGATCAG
CATCACCCGGAACACCAGCAAGAACCAGTACTAC
CTGAAGCTGTCCAGCGTG

(SEQ ID NO: 124)

EMQLQESGPGLVKPSETLSL
TCSVTGDSMTNGY WNWIRK
FPGKGLEYMGYITYSGSTYY
NPSLKGRISITRNTSKNQYYL
KLSSVTTADTATYYCARWH

YGSPYYFDYWGQGTTLTVSS
(SEQ ID NO: 83)
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HC2a
GAGATGACCCTGAAAGAGTCCGGCCCCACCCTGG EMTLKESGPTLVKPTQTLSL
TCAAACCCACCCAGACCCTGAGCCTGACCTGCAG TCSVTGESMTQGYWNWIRK
CGTGACCGGCGAGAGCATGACCCAGGGCTACTGG FPGKALEYMGYITYSGSTYY
AACTGGATCCGGAAGTTCCCCGGCAAGGCCCTCG NPSLKGRISITRQTSKNQYYL
AGTACATGGGCTACATCACCTACAGCGGCAGCAC TLSSVTTVETATYYCARWH
CTACTACAACCCCAGCCTGAAGGGCCGGATCAGC YGSPYYFDYWGQGTTLTVSS
ATCACCCGGCAGACCAGCAAGAACCAGTACTACC (SEQ ID NO: 84)
TGACCCTGTCCAGCGTG
(SEQ ID NO: 125)

HC2b
GAGATGACCCTGAAAGAGTCCGGCCCCACCCTGG EMTLKESGPTLVKPTQTLSL
TCAAACCCACCCAGACCCTGAGCCTGACCTGCAG TCSVTGDSMTQGYWNWIRK
CGTGACCGGCGACAGCATGACCCAGGGCTACTGG FPGKALEYMGYITYSGSTYY
AACTGGATCCGGAAGTTCCCCGGCAAGGCCCTCG NPSLKGRISITRNTSKNQYYL
AGTACATGGGCTACATCACCTACAGCGGCAGCAC TLSSVTITVDTATYYCARWH
CTACTACAACCCCAGCCTGAAGGGCCGGATCAGC YGSPYYFDYWGQGTTLTVSS
ATCACCCGGAACACCAGCAAGAACCAGTACTACC (SEQ ID NO: 85)
TGACCCTGTCCAGCGTG
(SEQ ID NO: 126)

HC3
CAGATGACCCTGAAAGAGTCCGGCCCCACCCTGG QMTLKESGPTLVKPTQTLSL
TCAAACCCACCCAGACCCTGAGCCTGACCTGCAG TCSVSGDSMTNGYWNWIRQ
CGTGTCCGGCGACAGCATGACCAACGGCTACTGG FPGKALEYMGYITYSGSTYY
AACTGGATCCGGCAGTTCCCCGGCAAGGCCCTCG NPSLKGRITITRDTSKNQYYL
AGTACATGGGCTACATCACCTACAGCGGCAGCAC TLSSVTTVDTATYYCARWH
CTACTACAACCCCAGCCTGAAGGGCCGGATCACC YGSPYYFDYWGQGTTLTVSS
ATCACCCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTACC (SEQ ID NO: 86)
TGACCCTGAGCAGCGTG
(SEQ ID NO: 127)

HC4
CAGATGACCCTGAAAGAGTCCGGCCCCACCCTGG QMTLKESGPTLVKPTQTLSL
TCAAACCCACCCAGACCCTGAGCCTGACCTGCAG TCSVSGESMTQGYWNWIRQ
CGTGTCCGGCGAGAGCATGACCCAGGGCTACTGG FPGKALEYMGYITYSGSTYY
AACTGGATCCGGCAGTTCCCCGGCAAGGCCCTCG NPSLKGRITITRQTSKNQYYL
AGTACATGGGCTACATCACCTACAGCGGCAGCAC TLSSVTTVETATYYCARWH
CTACTACAACCCCAGCCTGAAGGGCCGGATCACC YGSPYYFDYWGQGTTLTVSS
ATCACCCGGCAGACCAGCAAGAACCAGTACTACC (SEQ ID NO: 87)
TGACCCTGAGCAGCGTG
(SEQ ID NO: 128)

HC5a

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGG
TCAAACCCAGCGAGACACTGAGCCTGACCTGCAC

QVQLQESGPGLVKPSETLSL
TCTVSGDSMTNGYWNWIRQ
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CGTGTCCGGCGACAGCATGACCAACGGCTACTGG PPGKGLEYMGYITYSGSTYY
AACTGGATCCGGCAGCCCCCTGGCAAGGGCCTCG NPSLKSRITISRNTSKNQYSL
AGTACATGGGCTACATCACCTACAGCGGCAGCAC KLSSVTAADTAVYYCARWH
CTACTACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGATCACC YGSPYYFDYWGQGTLVTVS
ATCAGCCGGAACACCAGCAAGAACCAGTACAGC S
CTGAAGCTGAGCAGCGTG (SEQ ID NO: 88)
(SEQ ID NO: 129)

HC5b
CAGATGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGG QMQLQESGPGLVKPSETLSL
TCAAACCCAGCGAGACACTGAGCCTGACCTGCAC TCTVSGDSMTNGYWNWIRQ
CGTGTCCGGCGACAGCATGACCAACGGCTACTGG PPGKGLEYMGYITYSGSTYY
AACTGGATCCGGCAGCCCCCTGGCAAGGGCCTCG NPSLKSRITISRDTSKNQYSL
AGTACATGGGCTACATCACCTACAGCGGCAGCAC KLSSVTAADTAVYYCARWH
CTACTACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGATCACC YGSPYYFDYWGQGTLVTVS
ATCAGCCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACAGC S
CTGAAGCTGAGCAGCGTG (SEQ ID NO: 89)
(SEQ ID NO: 130)

HC5¢c
CAGATGCAGCTGCAGCAGAGCGGCCCTGGCCTGG QMQLQQSGPGLVKPSQTLSL
TCAAACCCAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGCGC TCAISGDSMTNGYWNWIRQ
CATCAGCGGCGACAGCATGACCAACGGCTACTGG SPSRGLEYMGYITYSGSTYY
AACTGGATCCGGCAGAGCCCCAGCAGAGGCCTCG AVSVKSRITINRDTSKNQYSL
AGTACATGGGCTACATCACCTACAGCGGCAGCAC QLSSVTPEDTAVYYCARWH
CTACTACGCCGTGTCCGTGAAGTCCCGGATCACC YGSPYYFDYWGQGTLVTVS
ATCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACAGC S
CTGCAGCTGAGCAGCGTG (SEQ ID NO: 90)
(SEQ ID NO: 131)

LC1a
GACATCAAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGA DIKMTQSPSSLSASVGDRVTI
GCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGACCATCACATG TCKASQDINSYLSWLQQKPG
CAAGGCCAGCCAGGACATCAACAGCTACCTGAGC KSPKTLIYRANRSVDGVPSRF
TGGCTGCAGCAGAAGCCCGGCAAGAGCCCCAAG SGSGSGQDYSLTISSLQPEDL
ACCCTGATCTACCGGGCCAACCGCAGCGTGGACG GIYYCLQYDEFPPTFGGGTK
GCGTGCCAAGCAGATTTTCCGGCAGCGGCAGCGG LEIK
CCAGGACTACAGCCTGACCATCAGCAGCCTGCAG (SEQ ID NO: 91)
CCCGAGGACCTGGGCATC
(SEQ ID NO: 132)

LC1b

GACATCAAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCGTGT
CCGTGTCTCCTGGCCAGACCGTGACCATCACATG
CAAGGCCAGCCAGGACATCAACAGCTACCTGAGC
TGGCTGCAGCAGAAGCCCGGCCAGTCCCCCAAGA
CCCTGATCTACCGGGCCAACCGCAGCGTGGACGG
CGTGCCAAGCAGATTTTCCGGCAGCGGCAGCGGC
CAGGACTACAGCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGG
CCATGGACGAGGGCATC

(SEQ ID NO: 133)

DIKMTQSPSSVSVSPGQTVTI
TCKASQDINSYLSWLQQKPG
QSPKTLIYRANRSVDGVPSRF
SGSGSGQDYSLTISSLQAMD
EGIYYCLQYDEFPPTFGGGT
KLTIK

(SEQ ID NO: 92)
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LC2
GACATCAAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGA DIKMTQSPSSLSASVGDRVTI
GCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGACCATCACATG TCKASQDINSYLSWLQQKPG
CAAGGCCAGCCAGGACATCAACAGCTACCTGAGC KSPKTLIYRAQRSVEGVPSRF
TGGCTGCAGCAGAAGCCCGGCAAGAGCCCCAAG SGSGSGQDYSLTISSLQPEDL
ACCCTGATCTACCGGGCCCAGCGGAGCGTGGAAG GIYYCLQYDEFPPTFGGGTK
GCGTGCCAAGCAGATTCAGCGGCAGCGGCTCCAGG LEIK
CCAGGACTACAGCCTGACCATCAGCAGCCTGCAG (SEQ ID NO: 93)
CCCGAGGACCTGGGCATC
(SEQ ID NO: 134)

LC3
GACATCAAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGA DIKMTQSPSSLSASVGDRVTI
GCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGACCATCACATG TCKASQDINSYLSWLQQKPG
CAAGGCCAGCCAGGACATCAACAGCTACCTGAGC KSPKTLIYRANRSVDGVPSRF
TGGCTGCAGCAGAAGCCCGGCAAGAGCCCCAAG SGSGSGQDYSLTISSLQPEDL
ACCCTGATCTACCGGGCCAACCGCAGCGTGGACG ATYYCLQYDEFPPTFGGGTK
GCGTGCCAAGCAGATTTTCCGGCAGCGGCAGCGG LEIK
CCAGGACTACAGCCTGACCATCAGCAGCCTGCAG (SEQ ID NO: 94)
CCCGAGGACCTGGCCACC
(SEQ ID NO: 135)

LC4
GACATCAAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGA DIKMTQSPSSLSASVGDRVTI
GCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGACCATCACATG TCKASQDINSYLSWLQQKPG
CAAGGCCAGCCAGGACATCAACAGCTACCTGAGC KSPKTLIYRAQRSVEGVPSRF
TGGCTGCAGCAGAAGCCCGGCAAGAGCCCCAAG SGSGSGQDYSLTISSLQPEDL
ACCCTGATCTACCGGGCCCAGCGGAGCGTGGAAG ATYYCLQYDEFPPTFGGGTK
GCGTGCCAAGCAGATTCAGCGGCAGCGGCTCCGG LEIK
CCAGGACTACAGCCTGACCATCAGCAGCCTGCAG (SEQ ID NO: 95)
CCCGAGGACCTGGCCACC
(SEQ ID NO: 136)

LC5a
GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGA DIQMTQSPSSLSASVGDRVTI
GCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGACCATCACATG TCKASQDINSYLSWLQQKPG
CAAGGCCAGCCAGGACATCAACAGCTACCTGAGC KAPKLLIYRANRSVDGVPSR
TGGCTGCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCCAAG FSGSGSGTDYTFTISSLQPEDI
CTGCTGATCTACCGGGCCAACCGCAGCGTGGACG ATYYCLQYDEFPPTFGGGTK
GCGTGCCAAGCAGATTTTCCGGCAGCGGCTCCGG VEIK
CACCGACTACACCTTCACCATCAGCAGCCTGCAG (SEQ ID NO: 96)
CCCGAGGATATCGCCACC
(SEQ ID NO: 137)

LC5b

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTI
TCKASQDINSYLSWLQQKPG
KAPKTLIYRANRSVDGVPSR
FSGSGSGQDYTFTISSLQPEDI
ATYYCLQYDEFPPTFGGGTK
VEIK

(SEQ ID NO: 97)
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GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGA
GCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGACCATCACATG
CAAGGCCAGCCAGGACATCAACAGCTACCTGAGC
TGGCTGCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCCAAG
ACCCTGATCTACCGGGCCAACCGCAGCGTGGACG
GCGTGCCAAGCAGATTTTCCGGCAGCGGCAGCGG
CCAGGACTACACCTTCACCATCAGCAGCCTGCAG
CCCGAGGATATCGCCACC

(SEQ ID NO: 138)

LC5c
GAGATCGTGATGACCCAGAGCCCCGCCACCCTGT EIVMTQSPATLSLSPGERATL
CTCTGAGCCCTGGCGAGAGAGCCACCCTGAGCTG SCKASQDINSYLSWLQQKPG
CAAGGCCAGCCAGGACATCAACAGCTACCTGAGC QAPRTLIYRANRSVDGIPARF
TGGCTGCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCCAGA SGSGSGQDYTLTISSLEPEDF
ACCCTGATCTACCGGGCCAACAGAAGCGTGGACG AVYYCLQYDEFPPTFGGGTK
GCATCCCCGCCAGATTCAGCGGCAGCGGCTCCGG VEIK
CCAGGACTACACCCTGACCATCAGCAGCCTGGAA (SEQ ID NO: 98)
CCCGAGGACTTCGCCGTG
(SEQ ID NO: 139)
Proteina
CH
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF (SEQ ID NO: 99)
CL
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
(SEQ ID NO: 100)

Todas las variantes, excepto las variantes 3 y 10 expresadas deficientemente, se estudiaron en Biacore frente a
PAI-1 humano y de macaco y frente al complejo de vitronectina-PAl-1. El dato se presenta en la Tabla 26.

Tabla 26: Caracterizacion de variantes de humanizaciéon en un Biacore

Chip de vitronectinacion / PAI-1 humano

mAb/hPAI-1/Vn kal (1/Ms) kd 1 (1/s) KD (M)
A44 parental * 5,68E+06 2,29E-04 4,04E-11
Ad4-hv1* 1,10E+07 5,55E-04 5,26E-11
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A44-hv2** 2,99E+06 4,03E-04 1,35E-10
Ad4-hv4* 4,59E+06 8,80E-05 1,92E-11
A44-hv5* 2,72E+06 2,76E-05 1,02E-11
A44-hv6* 4,38E+06 5,68E-05 1,33E-11
A44-hv7** 4,14E+06 3,94E-04 9,64E-11
A44-hv8* n/a n/a n/a
A44-hvo* 6,36E+06 1,03E-04 1,70E-11
A44-hv11* 7,66E+06 1,22E-04 1,56E-11
A44-hv12* 5,15E+06 8,14E-05 1,61E-11
A44-hv13** 2,40E+06 4,36E-04 1,79E-10
A44-hvi14* 4,06E+06 3,95E-05 9,57E-12
Chip de vitronectinacion / PAI-1 de macaco
mAb/cPAI-1/Vn ka1 (1/Ms) kd 1 (1/s) KD (M)
A44 parental * 3,98E+06 2,75E-04 6,96E-11
A44-hv1** 3,37E+06 8,27E-03 2,45E-09
Ad44-hv2** 2,30E+06 3,14E-04 1,37E-10
A44-hv4** 2,26E+05 1,70E-04 7,52E-10
A44-hv5* 3,40E+06 1,11E-04 3,26E-11
A44-hv6* 5,26E+06 2,51E-05 5,01E-12
A44-hv7** 2,50E+06 2,39E-04 9,56E-11
A44-hv8* n/a n/a n/a
A44-hvo* 6,51E+06 1,34E-04 2,15E-11
Ad4-hvi1** 1,56E+06 6,00E-04 3,87E-10
A44-hv12* 4,26E+06 2,35E-04 5,69E-11
A44-hv13** 2,12E+06 2,43E-04 1,15E-10
A44-hvi14* 5,86E+06 2,13E-04 3,86E-11
Chip de anti-Fc de IgG humano / PAI-1 humano
mAb/hPAI-1* ka1 (1/Ms) Kd 1 (1/s) KD (M)
A44-hv11/hPAI-1 1,57E+06 6,68E-05 4,25E-11
A44-hv12/hPAI-1 1,62E+06 6,70E-05 4,14E-11
A44-hv13/hPAI-1 1,54E+06 2,52E-05 1,64E-11
A44-hv14/hPAI-1 1,25E+06 3,42E-05 2,70E-11
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Chip de anti-Fc de IgG humano / PAI-1 de macaco

mAb/cPAI-1* ka1 (1/Ms) kd 1 (1/s) KD (M)
A44-hv11/hPAI-1 1,87E+06 5,60E-05 3,00E-11
A44-hv12/hPAI-1 2,24E+06 5,45E-05 2,44E-11
A44-hv13/hPAI-1 1,89E+06 5,08E-05 2,70E-11
A44-hv14/hPAI-1 2,32E+06 2,69E-05 1,15E-11

n/a significa que la variante no se unié eficazmente al complejo de vitronectina/PAl-1
*modelo de interaccién molecular 1:1

**modelo de reaccion de dos estados (cambio de conformacion)

El dato de Biacore no revelé diferencias significativas entre las variantes humanizadas. Todas las variantes
humanizadas, excepto la variante 8, mostraron afinidad tanto por PAI-1 de macaco como por PAI-1 humano y por
PAI-1 complejado con vitronectina, dentro de un intervalo aceptable. En comparacion con A44 parental, parece que
la humanizacién no cambié la afinidad del anticuerpo.

Aunque la afinidad y la potencia de las variantes humanizadas no difirieron significativamente en los ensayos
cromogénico y de Biacore, la capacidad de las variantes para restaurar la generacién de plasmina en los ensayos
celulares fue significativamente menor que el anticuerpo de ratén parental para algunas variantes (véase la Tabla
27, que resume la comparacion del ensayo cromogénico y el ensayo celular, a continuacion). Las variantes 11-14
humanizadas se estudiaron para determinar la capacidad para bloquear PAI-1 en el ensayo celular.

Tabla 27: Caracterizacion de las variantes 11-14 de humanizacion en la generacion de plasmina

Activacion del plasmindgeno
mAb IC50 (nM) Y50% n
A44 3,13 79,79 6
Ad4-hv11 2,01 85,82 6
Ad4-hv12 1,99 76,70 6
A44-hv13 1,82 71,10 6
A44-hv14 1,82 61,22 6
Ad4-hv9 1,51 50,92 4
Ad4-hv 2,08 58,50 2

Las variantes 11 a 14 mostraron una buena potencia en el ensayo de generacidén de plasmina, y se caracterizaron
adicionalmente en ensayos in vitro adicionales.

8) Caracterizacion de variantes de humanizacion en higado humano

Se llevo a cabo un cribado adicional de las variantes 11-14 humanizadas usando PAI-1 humano producido
endégenamente a partir de plasma humano y muestras de higado fibrético humano.

La actividad PAI-1 se evalué midiendo la capacidad de esta serpina para formar un complejo estable con urocinasa
inmovilizada en placas de 96 pocillos. Tras lavar PAI-1 no unido, los complejos de uPA-PAI-1 se detectaron
mediante el uso de anticuerpos policlonales antiPAl-1. Los anticuerpos policlonales unidos anti-PAl-1 (que son
proporcionales a PAI-1 activo en la muestra) se detectaron entonces usando un anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa de rabano picante (n°® de Cat. de Molecular Innovation HPAIKT). Diversas concentraciones de
variantes humanizadas de A44 se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente con PAI-1 recombinante
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humano o de de macaco (concentracién final 0,31 nM), y entonces se estudiaron para determinar PAI-1 activo
funcional mediante el complejo de uPA-PAI-1 usando el ELISA descrito anteriormente. Las muestras se compararon
con el patrén de PAI-1 humano. El plasma humano procedente de pacientes con un IMC elevado con niveles de
PAI-1 activo elevados se diluy6 4 veces, y se incub6 con cantidades crecientes de variantes humanizadas de A44.
Los niveles de PAI-1 activo que quedan se determinaron usando deteccion del complejo de uPA-PAI-1 mediante
ELISA. También se estudié La neutralizacion de PAI-1 recombinante de macaco mediante generaciéon de plasmina,
para confirmar la reactividad cruzada.

Tabla 28: Capacidad de las variantes humanizadas para bloquear la actividad de PAI-1 endégeno

Patron de hPAI-1 TH1782 plasma humano PAI-1 de macaco
IC50(nM) Y50% n mAb IC50(nM) Y50% N IC50(nM) Y50% n
1,31E-01 50,80 2 Ad4-hv1i 1,57E-02 37,50 2 4,24E-02 50,80 2
1,14E-01 53,45 2 A44-hv12 3,35E-03 37,68 2 2,66E-02 53,45 2
1,66E-01 52,82 2 A44-hv13 3,11E-02 61,35 2 2,81E-02 52,82 2
5,63E-02 52,47 2 Ad4-hvi4 5,86E-02 73,90 2 2,87E-02 52,47 2

Muestras de higado fibrético humano (proporcionadas por Biopredic International, Rennes, Francia, procedentes de
la reseccion quirlrgica de metastasis de colon hepética) se homogeneizaron como sigue: muestras de higado
congeladas pesadas se homogeneizaron en tubos secos que contienen perlas ceramicas (n® de Cat 03961-1-003,
Bertin Technology, Francia) usando el homogeneizador Precellys (Bertin Technology, Francia; 4°C, 2x30 segundos a
6800 rpm), y entonces se disolvieron usando 1 ml/g de amortiguador de lisis (NaCl 1,5M en TBS — Disolucion de
Amortiguador Tris 0,1M de Tris + 0,15M de NaCl pH 7,4). Tras centrifugar a 4°C a 5000 g durante 10 min, el lisado
hepatico en el sobrenadante se recogié y se almacend congelado a -80°C. La concentracion de proteina total
usando el ensayo estandar de BCA y los niveles de PAI-1 activo y total (determinados mediante ELISA del complejo
UK-PAI proporcionado por el n® de Cat HPAIKT y el n? de Cat MPAIKT-TOT Mol Innov) se llevé a cabo segun las
instrucciones del fabricante representando graficamente la concentracion de PAI-1 humano estandar frente a
A450nm usando el software Biostat Calibration. Concentraciones crecientes de variantes humanizadas de A44,
incubadas con lisado hepatico diluido hasta 2,5 nM de PAI-1 activo, se evaluaron como se describié previamente, y
se analizaron los datos. La inhibicién de la actividad de PAI-1 (actividad de PAI-1 sin mAb, que es una inhibicion de
0%; no se produjo inhibicion significativa ni dependiente de la dosis de PAI-1 con IgG1) se calculé para cada
concentracién de mAb. El porcentaje de inhibicién de la actividad de PAI-1 se representdé graficamente como una
funcion de la concentracion de mAb, y la IC50 se determiné y la Imax usando el software de Biostat speed. El dato
se muestra en la Figura 17 y en la Tabla 29.

Tabla 29: Neutralizacion de la actividad de PAI-1 mediante A44-hv11 en higado humano

IC50 (nM) Imax (%)
Ad44-hvi1 (1 nM) 0,0365 99,997
A44-hvi1 (2 nM) 0,0503 99,99
A44-hvi1 (3 nM) 0,0465 99,99
Media +/- sem 0,0444 +/- 0,004 99,99

En base al dato anterior, A44-hv11 se seleccion6 para una caracterizacion posterior en estudios estructurales
adicionales y en estudios in vitro e in vivo adicionales.

Ejemplo 13: Humanizacion de anticuerpo APG mediante injerto

Se ha dado a conocer previamente la humanizacién usando técnicas de injerto (P. T. Jones, et al., Nature 1986,
321:522-525). La humanizacioén del anticuerpo murino APG anti-PAI1 comenz6 con la cadena ligera murina (SEQ ID
NO: 148) y la cadena pesada murina (SEQ ID NO: 149) de la solicitud de patente alemana n® DE2000153251; este
anticuerpo murino también se describe en Debrock et al., Biochimica et Biophysica Acta, 1337(2):257-266 (1997). La
identificacion de la linea germinal y clases canonicas de la cadena HC y LC del anticuerpo murino produjo
mulGHV1-39 y mulGKV14-111, respectivamente. A continuacion, se identificé la lista de lineas germinales humanas
proximas a las cadenas ligera y pesada del dominio variable de APG anti-PAI1, y se clasifico por porcentaje de
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identidad. Ambas etapas se realizaron llevando a cabo una busqueda BLAST frente a todas las lineas germinales
humanas que se enumeraron sistematicamente (todas las posibles combinaciones de los dominios V y J para las
cadenas kappa y lambda; dominios V, D y J para las cadenas pesadas). Las bisquedas BLAST se llevaron a cabo
usando la herramienta IMGT/DomainGapAlign proporcionada en http://www.imgt.org. (véase Ehrenmann, et al. Cold
Spring Harbor Protocols 2011.6 (2011)). Las lineas germinales humanas mas proximas se identificaron con una
identidad de secuencia de 67,4% y 63,3% con respecto a las cadenas ligera y pesada del dominio variable de APG
anti-PAI1, respectivamente. Usando la base de datos de IMGT, se encontré que la cadena ligera estaba préxima a
HulGKV1-33, y la cadena pesada estaba proxima a HulGHV1-46. Se encontré que la linea germinal humana mas
proxima a la cadena pesada del dominio variable de APG anti-PAl1, con una clase canbnica coincidente, es
HulGHV7-4-1, con una identidad de secuencia de 62,2%.

Las regiones CDR (en base a una combinacion de Kabat e IMGT para APG) y los restos Vernier se indican en
cursiva para la cadena ligera de APG murino (mAPG) parental (SEQ ID NO: 148), IGKV1-33-01_IGKJ4-01 (IGKV1a)
(SEQ ID NO: 107) y para IGKV1-33-01_IGKJ2-02 (IGKV1b) (SEQ ID NO: 150) (véase la Tabla 30, mas abajo). Los
restos Vernier, como se identifican en Foote, et al. J. Mol. Biol. 224(2):487-99 (1992), estan subrayados. Las
mutaciones humanizantes (en negrita) se obtuvieron llevando a cabo una comparacién por parejas de las dos
secuencias alineadas, excluyendo la CDR vy los restos de zona Vernier (también subrayados en las secuencias de
mAPG, Tabla 30) como se define anteriormente. No se llevd a cabo ninguna modificacion adicional en el anticuerpo
APG murino. Estos anticuerpos humanizados se denominaron APGv2 y APGv4.

Tabla 30: Secuencias de humanizaciéon de APG

Cadena ligera de APG

DIKLTQSPSS MYASLGERVT ITCKASQDIY SYLSWFQQKP GKSPKTLIYR
ANRLIDGVPS RFSGSGSGOD YSLTISSLEY EHMGIYYCLQ YDEFPFTFGS
GTKLEIK

(SEQ ID NO: 148)

Cadena pesada de APG

QVKLQESGPE LVKPGASVKI SCKASGYSFT DYNMNWVKQS KGKSLEWIG!
IHPNSGITTY NOKFKGKATL TYDOSSSTAY LQLNSLTSED SAVYYCARSK
LRFFDYWGQG TTVTVSS

(SEQ ID NO: 149)

IGKV1-33-01_IGKJ4-01 (IGKV1a)

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCQASQDIS NYLNWYQQKP GKAPKLLIYD
ASNLETGVPS RFSGSGSGTD FTFTISSLQP EDIATYYCQQ YDNLPLTFGG
GTKVEIK

(SEQ ID NO: 107)

IGKVI-33-01_ IGKJ2-02 (IGKV1b)

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCQASQDIS NYLNWYQOQKP GKAPKLLIYD
ASNLETGVPS RFSGSGSGTD FTFTISSLQP EDIATYYCQQ YDNLPCSFGQ
GTKLEIK

(SEQ ID NO: 150)

IGHV7-4-1-02_ IGHJ4-03
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QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTSYAMNWVRQAPGQGLEWM
GWINTNTGNPTYAQGFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCARX
xxxxXYFDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO: 151)

IGHV1-46-01_ IGHJ4-03

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWVRQAPGQGLEWM
GIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARXx
xxXYFDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO: 152)

APGv2_VL2

DIQLTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQDIY SYLSWFQQKP GKAPKTLIYR AN
RLIDGVPS RFSGSGSGOD YTFTISSLQP EDIATYYC LQ YDEFPFT FGQ
GTKLEIK

(SEQ ID NO: 153)

APGv2_VH2

QVQLVQSGSE LKKPGASVKY SCKAS GYSFT DYN MNWVRQA
PGQGLEWIGI ITHPNSGTTTY NOKFKGRAVL SYDOSVSTAY LQISSLKAED
TAVYYCARSK LRFFDYWGQG TLVTVSS

(SEQ ID NO: 154)

APGv4_VH4

QVQLVQSGAE VKKPGASVKY SCKAS GYSFT DYN MNWVRQA
PGQGLEWI GI IHPNSGTT TY NOKFKGRATL TVDOSTSTAY MELSSLRSED
TAVYYC ARSK LRFFDY WGQG TLVTVSS

(SEQ ID NO: 155)

Secuencias manipuladas

Se aplicaron enfoques de humanizacion 4D y de injerto a las coincidencias de las secuencias de linea germinal
humana descritas anteriormente. Para las secuencias de cadena ligera manipuladas, APGv2 contiene las CDRs de
cadena ligera murinas injertadas en la linea germinal IGKV1-33 humana (indice de germinalidad de APGv2 = 94%
con IGKV1-33-01_IGKJ2-01). Para las secuencias de cadena pesada manipuladas, APGv2 y APGv4 contienen las
CDRs de cadena pesada murinas injertadas en las lineas germinales humanas IGHV7-4-1 e IGHV1-46,
respectivamente (indice de germinalidad de APG_VH2 = 91% con IGHV7-4-1-02_IGHD6-25-01_IGHJ4-02; indice de
germinalidad de APG_VH4 = 91% con IGHV1-46-01_IGHD6-25-01_IGHJ4-02). Véase la Tabla 30 anteriormente.

Combinaciones de secuencias de variantes de cadena pesada y ligera

Para el injerto, se cred una version de la cadena ligera (APGv2_VL2; SEQ ID NO: 153) y dos versiones de la cadena
pesada (APGv2_VH2; SEQ ID NO: 154 y APGv4_VH4; SEQ ID NO: 155). APG_VL2 contiene 15 mutaciones
derivadas del injerto a la secuencia de linea germinal humana mas préxima y que retienen los restos de CDR murina
y de la zona Vernier. APG_VH2 contiene 21 mutaciones derivadas del injerto a la secuencia de linea germinal
humana mas préxima con una clase candnica coincidente y que retienen los restos de CDR murina y de la zona
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Vernier. APG_VH4 contiene 20 mutaciones derivadas del injerto a la secuencia de linea germinal humana mas
proxima y que retienen los restos de la CDR murina y de la zona Vernier. Las delimitaciones de las CDRs para este
protocolo de injerto se basan en lineas generales en las diversas definiciones diferentes disponibles en la
bibliografia.

. APG_VL2 x APG_VH2 (mutaciones que abordan la humanizacion mediante injerto que retienen CDRs
y regiones Vernier)

. APG_VL2 x APG_VH4 (mutaciones que abordan la humanizacion mediante injerto que retienen CDRs
y regiones Vernier)

Se generaron dos variantes de mAPG durante esta campana de humanizacion, que se denominaron APGv2 y
APGv4. Estas variantes se expresaron y caracterizaron en varios ensayos in vitro como se describe mas abajo.

Ejemplo 14: Cinética de afinidad para anticuerpos APG mediante resonancia de plasmones superficiales

Se investig6 la afinidad a PAI-1 glicosilado humano (GLYHPAI-A, Molecular Innovation) mediante resonancia de
plasmones superficiales (SPR) para APG de ratén y las dos variantes humanizadas (APGv2 y APGv4), usando un
instrumento Biacore 2000 (GE Healthcare, Uppsala, Suecia).

En primer lugar, la superficie de un chip sensor CM5 (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) se prepard usando
acoplamiento aminico habitual, para la captura del anti-Fc de ratén y humano (kits de anticuerpo anti-lgG (Fc)
humana y anticuerpo anti-lgG de ratén, GE Healthcare). Todos los anticuerpos monoclonales (mAbs) se diluyeron
hasta 5 nM usando amortiguador de ejecucion HBS-EP. Cada mAb purificado se capturd durante tres minutos sobre
una superficie diferente de la celda de flujo. Se inyect6 PAI-1 humano a diversas concentraciones (2,5, 5, 10, 20 y
40 nM), con tiempos cortos de disociacion entre medias y un tiempo de disociacién prolongado al final (tiempo de
contacto: 120 segundos, disociaciéon corta: 90 segundos; disociacion larga: 1800 segundos, caudal: 50 pl/min). El
chip se regeneré mediante amortiguador de glicina-HCI, pH 1,7, después de cada ronda de unién de anticuerpo con
PAI-1. El andlisis de los datos cinéticos se llevd a cabo usando el software BlAevaluation de Biacore. Los
sensogramas se referenciaron doblemente restando los valores de la celda de flujo de referencia y los valores del
amortiguador del blanco. Los sensogramas se ajustaron usando el modelo de cinética simulada 1:1 (Langmuir) con
Rmax local (véase la Figura 19). En la Tabla 31 se muestran los datos para los tres anticuerpos APG.

Tabla 31: Cinética de unién mediante ensayo inverso de Biacore

Anticuerpo PAI-1 humano

ka (M's) Constante de disociacion kd (1/s) Afinidad KD (M)
APG 3,82E+06 4,32E-04 1,131E-10
APGv2 6,58E+06 2,69E-04 4,080E-11
APGv4 9,48E+06 3,59E-04 3,800E-11

Ejemplo 15: Caracterizacion de anticuerpos APG en plasma humano

El APG de raton y las variantes humanizadas APGv2 y APGv4 se cribaron para determinar su capacidad para
bloquear PAI-1 segin los ensayos funcionales descritos aqui (véanse, por ejemplo, los Ejemplos 6 y 9,
anteriormente). De forma breve, la actividad de PAI-1 se evalu6 mediante la capacidad de esta serpina para formar
un complejo estable con urocinasa inmovilizada sobre placas de 96 pocillos. Tras lavar PAI-1 no unido, los
complejos de uPA-PAI-1 se detectaron mediante el uso de anticuerpos policlonales antiPAl-1. Los anticuerpos
policlonales unidos anti-PAI-1 (que es proporcional a PAI-1 activo en la muestra) se detectaron entonces usando un
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante, segun las instrucciones del fabricante
(Molecular Innovation, n® de Cat HPAIKT).

Diversas concentraciones de variantes humanizadas de APG (APGv2, APGv4) o de anticuerpos APG de ratén
parentales se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente con plasma humano sin diluir que tiene un nivel
elevado de PAI-1 activo. El nivel de PAI-1 activo que queda se determiné usando la deteccién del complejo de uPA-
PAI-1 mediante ELISA como se describe anteriormente (véase, por ejemplo, el Ejemplo 6) y seguln la instruccién del
fabricante.

La inhibicion de la actividad de PAI-1 se calcul6 para cada concentracion de mAb. El porcentaje de inhibicion de la
actividad de PAI-1 se representd graficamente como una funcién de la concentracion de las variantes humanizadas
de APG (APGv2, APGv4) o de anticuerpo APG de ratdn parental. Se uso6 el software Biostat speed para determinar
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ICs0 e Imax después de tres experimentos independientes (por duplicado) (véase la Figura 20). El dato se presenta a
continuacion en la Tabla 32.

Tabla 32: Generacién de plasmindgeno en plasma humano

Anticuerpo IC50abs media £ sem (nM) Imax media (%)
mAPG 1,81 89,7
APGv2 9,62 E-1 94,5
APGv4 1,28 94,4

Ejemplo 16: Ensayo de lisis del coagulo en plasma humano: actividad de A44V11, mAPG, y de las variantes
de APG

El sistema fibrinolitico se altera a menudo en pacientes con accidente cerebrovascular. Se puede usar un ensayo de
lisis del coagulo para determinar la actividad fibrinolitica midiendo el grado de ruptura de fibrina. Véase
generalmente, Lindgren, A. et al. Stroke 27:1066-1071 (1996). Los ensayos de lisis del coagulo se han descrito con
detalle en otra parte. Véanse, por ejemplo, Beebe, et al. Thromb. Res. 47:123-8 (1987); Tilley et al., J. Vis. Exp.
67:€3822.

La actividad funcional de A44V11 y de otros anticuerpos neutralizantes de PAI-1 se determin6 usando el ensayo de
lisis del coagulo de plasma humano. De forma breve, el ensayo aplicado aqui induce la formaciéon de coagulo
usando una mezcla de Factor tisular/Ca2+ en presencia de tPA y una concentracion de PAI-1 que se sabe que
inhibe la lisis del coagulo. La polimerizacion de la fibrina induce un incremento en la turbidimetria, que se detecté
mediante medida de la absorbancia a 340 nm. La capacidad del anticuerpo para restaurar la lisis del coagulo se
determind incubando dosis crecientes de anticuerpo con plasma humano normal pobre en plaguetas.

De forma breve, los experimentos de lisis del coagulo se llevaron a cabo en placas de microtitulacién. Se incubd
plasma humano citrado (Biopredic International, Rennes, Francia) con anticuerpo anti-PAI-1 o con IgG de control de
isotipo diluido en amortiguador de ensayo (NaCl, Tris-HCI pH = 7,4). Tras 15 min de incubaciéon a temperatura
ambiente, se afadié PAI-1 glicosilado humano (GLYHPAI-A, Molecular Innovation) hasta una concentracion final de
3 nM, y se incubd durante 10 min adicionales. Entonces se afadié t-PA (sctPA, Molecular Innovation) hasta una
concentracion final de 1 nM. La formacion del coagulo se indujo mediante una mezcla de activacion que comprende
Factor Tisular Innovin®, Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Alemania) diluido hasta una concentracion final
de 7,5 mM en amortiguador de ensayo de calcio (CaClz).

La lectura cinética de la absorbancia a 340 nm se llevd a cabo cada 30 s durante 5 horas con un lector de
microplacas iEMS (ThermoFischer) o un SpectrostarNano (BMG Labtech). Para cuantificar el efecto sobre la lisis del
coagulo, se calcul6 el area bajo la curva (AUC), que refleja el equilibrio entre la formacion del coagulo y la lisis del
coagulo, usando el software GraphPad Prism. La restauracion de la lisis del coagulo tras el tratamiento con el
anticuerpo se determin6 segun el siguiente calculo:

AUC

lisis max

AUC

sin lisis

- A UCtratado
-AUC

lisis max

Re stauracion=100x

ICs0 e Imax Se calcularon usando el software Biostat speed.

La concentracién de 1 nM de t-PA produjo lisis total de plasma normal en 2 horas. La concentraciéon de 3 nM de PAI-
1 inhibi6 la lisis del coagulo inducida por t-PA. La adicion de t-PA o de PAI-1 solos no afect6 la formacién del
coagulo. La falta de adicion de t-PA o de PAI-1 no afecté la formacién del coagulo.

El anticuerpo A44V11 anti-PAI-1 restaurd la lisis del coagulo de plasma humano pobre en plaquetas (véase la Figura
21), mientras que el isotipo IgG1 no lo hizo (véase la Figura 22). A44V11 mostré una ICso de 2 nM con una Imax de
103% a 100 nM (véase la Figura 23).

Las variantes humanizadas del anticuerpo APG anti-PAI-1 también restauro6 la lisis del coagulo de plasma humano
pobre en plaquetas (véase la Figura 24). APGv2 mostr6 una ICso de 2,1 nM y una Imax de 114% a 100 nM. APGv4
mostré una ICsp de 2,8 nM y una Imax de 116% a 100 nM (véase la Figura 25). El dato de la lisis del coagulo se
resume a continuacion en la Tabla 33.
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Tabla 33: Inhibicion de la lisis del coagulo mediante anticuerpos anti-PAl-1

Anticuerpo ICs50 (NM) Imax @ 100 nM
Ad4Vi1 1,38 113%
APG V2 2,08 114%
APG V4 2,82 116%
mAPG 2,34 123%

Ejemplo 17: Evaluacion de la neutralizacion de PAI-1 por A44V11 en células pulmonares humanas primarias

Se investigo el efecto del anticuerpo A44V11 sobre la neutralizacién de PAI-1 en un sistema a base de células
pulmonares. TGFp es considerado la citocina profibrogénica mas potente y ubicua. Se ha mostrado que TGF(
induce la expresion de PAI-1 e inhibe las actividades de t-PA y de plasmina, asi como la degradacién de colageno
en fibroblastos embrionarios murinos cultivados (células NIH3T3). Véase Liu, R-M. Antioxid Redox Signal. 10(2):
303-319 (2008). Las cepas de fibroblastos pulmonares primarios LL29 (CCL-134) y LL97A (CCL-191) de ATCC
(Manassas, Virginia) se sembraron toda la noche en una placa de 12 pocillos a una concentracion de 200.000
células por pocillo. Las células se incubaron durante 48 horas con anticuerpo A44V11 o con control de isotipo (IgG)
y TGFB (R&D Systems, Minneapolis, Minn., n® de cat. 100-B-001) a una concentracién de 5 ng/ml. Después de 48
horas, los sobrenadantes celulares se recolectaron y se analizaron mediante transferencia Western para la
deteccion de las formas de PAI-1 con pAb de conejo anti PAI-1 (abcam, ab66705).

Las células tratadas con anticuerpo A44V11 tras la estimulacion con TGFB presentan una banda de PAI-1 como un
doblete, que corresponde a la forma escindida de PAI-1 (véase la Figura 26, linea 5). Las células tratadas con el
control IgG no mostraron esta formacion del doblete (véase la Figura 26, linea 6). Este estudio demuestra que el
tratamiento de células pulmonares humanas primarias con A44V11 induce conformacion de sustrato de PAI-1
enddgeno, que permite que PAI-1 sea escindido por proteasa.

Ejemplo 18: A44V11 aumenta la activacion de las MMPs

La plasmina puede activar las MMPs, enzimas que pueden degradar la mayoria de las proteinas de la ECM,
incluyendo colageno, el componente proteinoso principal del tejido fibrético. A este respecto, a menudo, la plasmina
se cita como un activador general de las MMPs. (Véase Loskutoff, et al. J. Clin. Invest. 106(12):1441-43 (2000)).
PAI-1 disminuye la activacion de las MMPs y la degradacién de la matriz al bloquear la generaciéon de plasmina,
seguido de la inhibicion de la apoptosis de los fibroblastos. Se investig6 la capacidad de A44v11 para estimular la
activacion de las MMPs en un sistema a base de células del pulmén. Fibroblastos pulmonares primarios LL29 (CCL-
134) y LL97A (CCL-191) de ATCC (Manassas, Virginia) se sembraron toda la noche en una placa de 12 pocillos a
una concentracion de 250.000 células por pocillo. Las células se incubaron durante 48 horas con A44V11 o con
control de isotipo (IgG) y Lys-Plasminogen (Molecular Innovation, n? de cat. HGPG-712) a una concentracion de 0,1
KUM. Después de 48 horas, los sobrenadantes celulares se cosecharon, y las actividades de una variedad de MMPs
(incluyendo, por ejemplo, MMP-1, 2, 3, 7, 8,9, 12, 13 y 14) se detectaron usando un kit de ensayo de MMP genérico
Sensolyte 520 (AnaSpec, Fremont, CA, n® de cat. 71158) segun las instrucciones del fabricante.

Como se muestra en la Figura 27, A44V11 estimula la activacion de las MMPs dependientes de plasmina en
fibroblastos pulmonares humanos. La grafica muestra dos experimentos distintos representativos. Las células
tratadas con A44V11 y plasminégeno mostraron una activaciéon sustancialmente incrementada cuando se comparan
con células tratadas con un anticuerpo IgG1 negativo. Este estudio demuestra que A44V11 estimula la activacién de
las MMPs en un fenémeno mediado por plasmina.

Ejemplo 19: Analisis de la potencia de A44V11 en modelo de ratén con fibrosis pulmonar (exposicion a
bleomicina)

La fibrosis pulmonar experimental inducida por bleomicina es un modelo bien estudiado de fibrogenesis apoyado por
una amplia bibliografia. Este modelo de fibrosis pulmonar se asemeja al observado en seres humanos, y se ha
usado para evaluar los efectos de agentes terapéuticos potenciales asi como investigacion béasica (véase, por
ejemplo, Molina-Molina et al. Thorax 61: 604-610 (2006)).

Estudio farmacodinamico en ratones tratados con bleomicina (modelo de fibrosis)

Se generaron ratones transgénicos que expresan PAI-1 humano (ratones transgénicos con PAI-1 humanizado)
sustituyendo la CDS (exones e intrones) del gen de PAI-1 (SERPINE1) de ratén (NCBI Ref. n® NM_008871) por la
CDS del gen de PAI-1 de tipo salvaje humano correspondiente (NCBI Ref. n® NM_000602.3; NC_000007.13) (véase
Klinger, KW. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:8548 (1987)) bajo el control de las secuencias reguladoras del gen
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de PAI-1 de ratén endogenas en ratones C57BL/6 x 129 (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine). La clonacion
molecular y la generacion de ratones transgénicos se lleva a cabo segln técnicas convencionales y segun las
instrucciones del fabricante y del criador. La expresién de PAI-1 humano y la no expresion de PAI-1 de ratén se
confirmo en ratones homocigotos. Los niveles tanto de ARNm como de proteina se confirmaron mediante gPCR
estandar y mediante ELISA, respectivamente. Para estos procedimientos, se usaron ratones hembra transgénicos
con PAI-1 humanizado homocigotos de 8-9 semanas y que pesan 22-25 g. A los roedores se les proporciond
alimento y agua a voluntad.

Los ratones recibieron 50 pl de Bleomycin® (Sanofi, Francia) disuelta en 0,9% de NaCl mediante inyeccion
intratraqueal via un Microspayer, a una dosis de 2 mg/kg. Los ratones del control recibieron 50 pl de 0,9% de NaCl.
Para estos procedimientos, los ratones se anestesiaron con isoflurano (TEM, Lormont, Francia) mediante inhalacién,
y después se intubaron con una canula de 18G. La canula se conecto a un ventilador alimentado con una mezcla de
oxigeno/isoflurano, para mantener la anestesia. Tras la aplicacion de la anestesia, el Microsprayer se introdujo en la
canula para la inyeccién de bleomicina directamente en los pulmones. Los ratones se extubaron y se dejaron
recuperar de la anestesia. En el dia 4, tras la distribucion aleatoria en 3 grupos, los ratones se trataron una vez
mediante administracién intraperitoneal de A44v11 o IgG1 de raton como control negativo, a 10 mg/kg en PBS (1
mg/ml).

En los puntos de tiempo designados (dia 7 o dia 9) tras la exposicion a la bleomicina, los ratones se anestesiaron
con una mezcla de xilazina/cetamina, y se eutanasiaron mediante apertura del pecho. Se llevd a cabo una recogida
de la sangre mediante recoleccion intracardiaca en un tubo revestido con citrato. El bronquio izquierdo se pinzé, y el
pulmén izquierdo se retird y se fijé con un fijador (FineFix®, Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL) a presién
controlada para el analisis histolégico A. Entonces se coloco una canula en la traquea para el procedimiento de
lavado broncoalveolar (BAL) (1,5 ml de 0,9% de NaCl inyectado y recogido en tres inyecciones de 0,5 ml). Entonces
se recogieron los cuatro lébulos del pulmén derecho, se cortaron en dos trozos y se lisaron para el analisis proteico.
Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las leyes éticas europeas, y fueron aprobados por un
comité ético interno (CEPAL, sanofi).

Los niveles de A44V11 se determinaron usando ELISA (Molecular Innovation, n® de cat. HPAIKT) con placas de PAI-
1 humano biotinilado revestidas, y se detectaron usando anticuerpo secundario anti-lgG de raton marcado con sulfo-
tag (MesoScale Discovery, Gaithersburg, Maryland). Para los ratones del Dia 7 tratados con A44V11, el resultado
fue 200 nM en plasma, 11 nM en BALF, y 12 nM en el lisado pulmonar.

Como se muestra en la Figura 28, la administracion de una Unica dosis intraperitoneal (10 mg/kg) de A44V11 en el
dia 4 logra una inhibicién casi completa de PAI-1 activo humano tanto en fluido del BAL como en el lisado pulmonar
en animales sacrificados el dia 7 tras la exposicién a bleomicina. Para los animales del dia 9, A44V11 (10 mg/kg)
logra una inhibicién casi completa de PAI-1 activo humano en lisados pulmonares, pero logra una inhibicién
solamente parcial en BALF.

Los dimeros D, un producto de la degradacién de fibrina, se pueden medir para evaluar el grado de ruptura de la
fibrina. Para medir la degradacién de la fibrina, los niveles de dimero D en BALF se detectaron mediante ELISA
(Asserachrom D-Di, Diagnostica Stago, Asnieres, Francia) segun las instrucciones del fabricante. Los niveles de
dimero D en el BALF del grupo tratado con A44V11 aumentaron aproximadamente 2,8 veces en el dia 7 y 1,6 veces
en el dia 9 cuando se comparan con el grupo de control negativo de IgG1, sugieriendo que el tratamiento con
A44V11 aumenta la degradacion de fibrina (véase la Figura 29).

Se llevaron a cabo estudios adicionales para evaluar ademas la actividad de A44V11 en la reduccion de la fibrosis
en pulmon de ratdn expuesto a bleomicina. Para estos estudios, los ratones se sometieron a un protocolo similar al
estudio farmacodindmico descrito anteriormente, excepto que la duracion del estudio fue 21 dias desde la
exposicién a bleomicina, y el tratamiento con anticuerpo (ya sea anticuerpo A44V11 o de control IgG1, a 10 mg/kg)
se repiti6 cada 3 dias comenzando en el dia 4 hasta el dia 20. En el dia 21 tras la exposicion a bleomicina, los
animales se sacrificaron como se describié anteriormente.

Se sabe que un incremento en el peso pulmonar es un indicador de aumento de fibrosis. Se determiné el peso del
pulmén derecho, como una medida de la fibrosis, para los ratones en todos los grupos experimentales. Como se
muestra en la Figura 30, la instilacion de bleomicina induce un incremento en el peso del pulmén derecho, que se
inhibi6 parcialmente dosificando de forma repetida anticuerpo A44V11 a 10 mg/kg. La dosificacion repetida usando
el anticuerpo de control negativo IgG1 no inhibi6 el incremento en el peso del pulmén derecho debido a la exposicion
a bleomicina. La reduccion en el incremento del peso del pulmén derecho inducido por bleomicina en ratones
tratados con A44V11 fue estadisticamente significativa cuando se comparé con ratones similares inducidos con
bleomicina que se trataron con el anticuerpo de control negativo IgG1 (p <0,001). El analisis estadistico se llevé a
cabo mediante ANOVA de una via, seguido de la prueba de Newman-Keuls. Este resultado indica que A44V11
inhibe la fibrosis inducida por bleomicina en el pulmén de ratén con PAI-1 humanizado, mientras que un anticuerpo
IgG1 de control no lo hace.

La acumulacion de colageno en el pulmédn es otro indicador conocido de fibrosis. Para evaluar la acumulacion de
colageno, se prepararon tejidos pulmonares procedentes de ratones sacrificados en el dia 21, y se separaron
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mediante HPLC, seguido de la medida de hidroxiprolina. Esta técnica se detalla en otra parte, por ejemplo en
Hattori, et al. J Clin Invest. 106(11):1341-1350 (2000). Brevemente, se prepard tejido pulmonar mediante hidrolisis
en condicién acida (HCI 6 M) durante 22 horas a 105°C, seguido de la evaporacion. Las aminas primarias se
bloquearon en el tejido pulmonar mediante OPA (ftalaldehido), y las prolina/hidroxiprolinas se marcaron
especificamente usando NBD (4-cloro-7-nitrobenzofurazano) (Santa Cruz Biotech.,, Santa Cruz, CA). Los
hidrolizados se separaron entonces en columnas Synergi™ 4 pm Hydro-RP 80 A, LC Column 150 x 3 mm
(Phenomenex, Torrance, CA, n® de cat. 00F-4375-Y0) usando HPLC (Shimazu Corp., Kyoto, Japdn) en gradiente de
acetonitrilo. Para cuantificar el pico o los picos, se usaron como referencia curvas patrén de cantidades conocidas
de hidroxiprolina. En la Figura 31 se muestra una representacion de los datos cuantificados.

La acumulacién de colageno pulmonar, como se detecta mediante el contenido de hidroxiprolina, aumenté en
animales expuestos a bleomicina. Este incremento en la acumulacion de colageno pulmonar se redujo
estadisticamente (p <0,08) mediante dosificacion repetida de anticuerpo A44V11 a 10 mg/kg (véase la Figura 31). La
dosificacién repetida usando el anticuerpo de control negativo IgG1 no inhibié el incremento en la acumulacién de
colageno pulmonar debida a exposicion a bleomicina. La reduccién en el incremento de la acumulacién de colageno
inducida por bleomicina en ratones tratados con A44V11 fue estadisticamente significativa cuando se compar6 con
ratones similares inducidos con bleomicina que se trataron con el anticuerpo de control negativo IgG1 (p <0,05). Los
ratones tratados con A44V11 mostraron aproximadamente 44% menos incremento en la acumulacion de colageno
que los ratones tratados con el control de IgG1.

Ejemplo 20: Evaluacion de la actividad de A44V11 en modelo de exposicion a LPS en monos

Se aplicé en monos un modelo de exposicidn a lipopolisacarido (LPS) aguda, para determinar la eficacia de A44V11
en la neutralizacion de PAI-1 in vivo. El modelo de exposicion a LPS se describe en Hattori, et al. J Clin Invest.
106(11):1341-1350 (2000). Se evalud la actividad de mAb A44V11 sobre PAI-1 en muestras plasmaticas y hepaticas
de mono. Especificamente, el experimento se disefié para evaluar el impacto de una dosis elevada de LPS (100
Hg/kg - 1V) sobre los niveles plasmaticos y tisulares de PAI-1 en el mono anestesiado tratado previamente (24 horas
antes) con A44V11 (5 mg/kg, IP) o IgG1 (control negativo, 5 mg/kg, administracion intraperitoneal). Los
experimentos se llevaron a cabo segun las leyes éticas europeas, y fue aprobads por el comité ético interno
(CEPAL, sanofi).

Macaca fascicularis Cynomolgus (machos y hembras), que pesan 4 a 9 kg, se privaron de alimento durante toda la
noche antes de la anestesia de larga duraciéon (al menos 8 horas), incluyendo induccién IM con Zoletil 50 (Virbac,
Taguig City, Filipinas) a 0,12 a 0,16 ml/kg, seguido de la inhalacién de una mezcla gaseosa de aire/oxigeno e
isoflurano (1 a 3%). La temperatura corporal de los monos se mantuvo dentro de los intervalos fisiol6gicos usando
una almohadilla calefactora. Tras la cateterizacion, se administré LPS (serotipo 0127-B8) como un bolo durante 1
min en la vena cefélica accesoria, a una dosis de 100 pg/kg (0,4 ml/kg). Se tomaron muestras de sangre y muestras
hepaticas en diversos puntos de tiempo. Se recolectaron muestras de sangre (en citrato/EDTA) y se centrifugaron
para aislar plasma pobre en plaquetas. Las biopsias hepaticas y la necropsia terminal se almacenaron a -80°C.

Los niveles de PAI-1 activo, dimero D y plasmina-a2 antiplasmina se determinaron usando ensayos ELISA
comercialmente disponibles (Mol. Innovation, n® de cat. HPAIKT; Asserachrom D-Dimer; Plasmin-A2 antiplasmin,
Diagnostica Stago) segun las instrucciones del fabricante.

En plasma, el nivel de PAI-1 activo disminuye desde alrededor de 30 ng/ml hasta por debajo de 10 ng/ml en todos
los monos a los que se les administra A44v11. (Véase la Figura 32 (A)). No hubo ningin incremento en los niveles
de PAI-1 activo tras la administracién de LPS (100 ug/kg). (Véase la Figura 32(A). Por el contrario, los monos
tratados con control negativo de IgG1 muestran un fuerte incremento en los niveles de PAl-activo tras la
administracion de LPS, apareciendo un méaximo a alrededor de 4 h (aproximadamente 50 a alrededor de 250 ng/ml).
(Véase la Figura 32(B)). De este modo, el tratamiento con el control de IgG1 negativo no reduce los niveles de PAI-
activo en plasma, que aumentaron fuertemente tras la administracién de LPS. (Véase la Figura 32 (B)).

Se observa un fenémeno similar en lisados de biopsia hepatica. Los monos que fueron tratados con mAb A44V11 no
mostraron un incremento en los niveles de PAI-1-activo tras el tratamiento con LPS. (Véase la Figura 33(A)). Por el
contrario, la administracion de LPS indujo un fuerte incremento de PAI-1 activo (hasta 3 ng/mg) en lisados de biopsia
hepatica de monos tratados con el control de IgG1 negativo (véase la Figura 33(B)).

Simultdneamente a la neutralizacion de PAI-1, se encontré que los niveles del dimero D en monos tratados con
A44V11 (véase la Figura 34(A)) son generalmente mayores que en los monos tratados con el control de IgG
negativo (véase la Figura 34(B)), sugiriendo de este modo que el tratamiento con A44V11 en monos también induce
un incremento de la degradacién de fibrina en el plasma.

Finalmente, las muestras plasmaticas de monos tratados con A44V11 mostraron un mayor nivel de complejos de
plasmina-a2 antiplasmina (PAP) cuando se compara con los niveles de PAP en monos tratados con el control de
IgG negativo. (Véase la Figura 35(A) y (B)). El incremento en el complejo de PAP y en el dimero D en presencia de
A44V11 indica incrementos en la generaciéon de plasmina.
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Ejemplo 21: Evaluacion de la actividad de A44V11 en modelo de raton de adherencia abdominal

El efecto del tratamiento con el anticuerpo A44V11 anti-PAI-1 sobre la formacién de adherencias se evalué en un
modelo de lesién quirldrgica de cuerno uterino de raton. La aproximacién del cuerno uterino de ratén y el
procedimiento de electrocauterizacion interrumpen la superficie serosa, causan dafio térmico al tejido uterino, y
aproxima superficies tisulares dafadas durante el proceso de sanacion, que finalmente da como resultado
adherencias postquirargicas en 100% de animales no tratados. El modelo y el procedimiento quirdrgico se han
descrito previamente en Haney A.F. et al., (1993). Fertility and Sterility, 60(3): 550-558.

Para estos estudios de adherencias, se usaron los ratones hembra transgénicos generados anteriormente que
expresan el transgén de PAI-1 humanizado, de aproximadamente 9 semanas, que pesan aproximadamente 20 g.
Cuarenta y dos ratones hembra transgénicos maduros se dividieron en dos grupos y se sometieron al procedimiento
quirdrgico disefiado para crear adherencias entre los cuernos uterinos (UH), como se describe con detalle en Haney
A.F. et al., (1993). De forma breve, cada animal se anestesié con isoflurano durante la cirugia segun las directrices
del IACUC, y se llevo a cabo una laparotomia de linea central rutinaria, aproximadamente 1,0 cm caudal al proceso
xifoide. Se identificaron los UH, se aproximaron medialmente con una Unica sutura 7-0 Prolene (Ethicon Inc.,
Somerville, NJ) colocada cuidadosamente a través de la pared muscular de cada cuerno, y los cuernos se ataron
inmediatamente por debajo de la unién de los oviductos en la unién uterotubal. Se tuvo cuidado de no danar el
suministro vascular ovarico. Para inducir una lesién por electrocauterio, se usé una unidad de electrocauterio bipolar
(Valley Lab Surgistat, Solid state Electrosurgery Unit, Modelo n® B-20) sobre las superficies mediales de cada cuerno
uterino, cubriendo un area de aproximadamente 2x6 mm. La unidad de cauterizaciéon se ajusté como sigue: voltios
100, 130 Hz, 50-60 Amps. Se us6 una punta de cauterizacion de 3 mm de anchura, con corriente de coagulacion
pura en el ajuste de 3, se inici6 la energia, y el tejido se tocd durante 1 segundo en dos puntos de quemadura por
cuerno. La incisién muscular se cerr6 con aguja cilindrica 5-0 Vicryl, BV-1 (Ethicon Inc.) en un patrén de sutura
continuo. La piel se cerrd con aguja cilindrica 5-0 Prolene, BV-1 (Ethicon Inc.), en un patrén de sutura de colchon
horizontal.

Tras la creacién de la lesion de los UH, los animales del Grupo 1 se trataron con un volumen de 0,16 ml de un
anticuerpo de control de isotipo (30 mg/kg), que se aplicé a las heridas de cauterizacién. Los animales del Grupo 2
se trataron con un volumen de 0,16 ml de anticuerpo A44V11 (30 mg/kg) de la misma manera. Para cada grupo, los
animales se eutanasiaron a 6 horas (n = 5), 72 horas (n = 4), o en el dia 7 (n = 12). (Véase la Tabla 34 mas abajo).
Los animales que se programaron para la eutanasia a las 72 horas y Dia 7 recibieron una segunda dosis de
anticuerpo (30 mg/kg) inyectada intraperitonealmente (IP) 48 horas después de la cirugia.

Tabla 34: Calendario de tratamiento para estudios de lesion de cuernos uterinos

Grupo Tratamiento Punto de tiempo | N® de | Dosificacion
Eutanasiado animal | (30mg/kg)
Grupo 1 mAb de control de isotipo (0,16 ml) 6 horas 5 Tiempo 0
72 horas 4 Tiempo 0 + 48 horas
Dia7 12 Tiempo 0 + 48 horas
Grupo 2 mAb humanizado A44 anti-PAl-1 (0,16 ml) 6 horas 5 Tiempo 0
72 horas 4 Tiempo 0 + 48 horas
Dia7 12 Tiempo 0 + 48 horas

Nota: Todos los animales tuvieron el cuerno uterino aproximado mediante sutura, y tuvieron quemaduras de
cauterizacion creadas antes del tratamiento.

Evaluacién de la eficacia y andlisis:

Los animales se eutanasiaron en los puntos de tiempo indicados, y se evalué la formacién de adherencias. De forma
breve, la longitud de los cuernos se midi6 desde la bifurcacion uterina hasta la sutura de aproximacién colocada
justo debajo de los oviductos. Las dos suturas externas que rodean a los cuernos uterinos se retiraron, y la longitud
de la adherencia entre los cuernos uterinos se midié con la ayuda de un microscopio, se documentd, y se anoté
como presente o ausente (Si/No). También, se registraran cualesquiera tejidos implicados en la formacion de
adherencias, pero puede no incluirse en la longitud del area adherida. La distribuciéon del porcentaje promedio de
longitud adherida entre cuernos uterinos se comprobd para la normalidad usando la prueba de Shapiro-Wilk. Los
grupos se compararon entre si usando el analisis de Tukey Kramer si estan distribuidos normalmente, y el andlisis
de la suma de rangos de Wilcoxon si no estan distribuidos normalmente. En todos los casos, un valor de p < 0,05 se
consider6 estadisticamente significativo. Los animales tratados con A44V11 mostraron un porcentaje
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significativamente menor de la longitud de la formacién de adherencias entre cuernos uterinos aproximados (véase
la Tabla 35)

Tabla 35. Resultados de las medidas de las longitudes de los cuernos uterinos

Grupo N | % de longitud de las adherencias entre los cuernos uterinos (Media *
SEM)

mAb de control de isotipo (0,16 | 12 | 84 +3

ml)

mAb A44V11 (0,16 ml) 11 | 61 £7* (p=0,02)

* p = estadisticamente significativo con respecto al control de isotipo mediante el andlisis de suma de rangos de
Wilcoxon, aproximacion de Chi cuadrado

Deteccion de los niveles de PAI-1-activo y de tPA

Tras la eutanasia, se recogieron para evaluacion muestras de sangre (plasma), fluido intraperitoneal (IPF), y de
cuerno uterino de los animales. La recogida de las muestras se llevd a cabo usando técnicas convencionales. Las
muestras de plasma, IPF, y de cuerno uterino se evaluaron para determinar los niveles de PAI-1-activo y de tPA
usando ELISA. (Kits de ELISA para actividad de PAI-1 humano, n® de cat. HPAIKT, Molecular Innovations, Novi, MI).
El dato se proces6 usando Excel, JMP, y el software Prism Graph pad. En todos los casos, un valor de p < 0,05 se
consider6 estadisticamente significativo. En los puntos de tiempo de 6 horas y Dia 7, se encontraron menores
niveles de PAI-1 activo en el fluido IP y en lisados de cuerno uterino en los animales tratados con A44V11 frente al
control de isotipo. (Véase la Figura 36). Los menores niveles de PAI-1 activo en el IPF a las 6 horas fue un resultado
estadisticamente significativo mostrado en el fluido IP en el punto de tiempo de 6 horas en animales tratados con
A44 frente al control de isotipo (p <0,001 por la prueba de la t de Student).

Ejemplo 22: Estructura cristalina del anticuerpo humanizado A44V11
Expresion y purificacion de Fab A44V11

Fab recombinante (rFab) se obtuvo a partir de células HEK293 transfectadas transitoriamente, usando dos
plasmidos que codifican la cadena ligera o la cadena pesada etiquetada con His C-terminal. Tras la centrifugacion y
el filtrado, rFab procedente del sobrenadante celular se aplicé a una resina de afinidad de iones metalicos
inmovilizados. Tras la elucion de la resina, el rFab se dializé6 ampliamente contra PBS, y se almacen6 a 4°C.

Fuente de PAI-1 de Macaca fascicularis, denominado como PAI-1 de macaco o cyno PAI-1:

PAI-1 de macaco maduro recombinante (24-402) se expres6 como cuerpos de inclusién en E. coli, y la proteina
recombinante se purificé usando métodos convencionales.

Fuente de PAI-1 humano:

PAI-1 humano maduro recombinante (24-402) se adquirié de Molecular Innovations Inc. (nimero de catadlogo CPAI).
Se estabilizé en conformacion activa introduciendo mutaciones (N150H, K154T, Q319L, M3541), como se describe
por Berkenpas et al. (1995, EMBO J., 14, 2969-2977).

Preparacién y purificacién de los complejos:

Se mezclaron Fab recombinante y antigeno en una relacién molar 1,5:1, se incubaron 30 min a temperatura
ambiente, y los complejos se purificaron posteriormente mediante exclusion de tamafio preparativa en una columna
Superdex 200 PG (GE Healthcare), equilibrada con 25 mM de MES, pH 6,5, 150 mM de NaCl.

Cristalizacién del complejo de Fab A44V11 + Cyno PAI-1

El complejo se concentrd hasta 10 mg/ml en 25 mM de MES, pH 6,5, 150 mM de NaCl. Cristaliza en etanol al 16-
24%, 100 mM de Tris, pH 8,5. Como crioprotector, se us¢ etilenglicol (30%). Los cristales difractaron a alrededor de
3,3 A en el grupo espacial P321 (a=b =193 A, c = 144 A) en el equipo ID29 de ESRF. El dato se procesd con una
combinacion de XDS y Scala (GlobalPhasing Ltd., Cambridge, UK)

Determinacion estructural del complejo Fab A44V11/Cyno-PAlI-1:

Se construyd un modelo del dominio variable de Fab usando Prime in Maestro (Schrodinger, Nueva York, NY). El
dominio constante se obtuvo a partir de la estructura publicada 3FO2. Se usaron dos modelos diferentes de PAI-1
humano: la conformacién latente se obtuvo de 1LJ5, la conformacién activa de 10CO. El calculo del Coeficiente de
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Matthews (Vwm, volumen del cristal por unidad de peso molecular de la proteina) sugiere que hay hasta cuatro
complejos en la unidad asimétrica (Vm2,2, suponiendo un tamafio complejo de 90 kilodaltons (KD). La sustitucion
molecular se realizé6 usando Phaser (CCP4 suite) (McCoy, et al. J. Appl. Cryst. 40: 658-674 (2007), que identifico
dos mondmeros de PAI-1 latente y dos dominios variables de Fab. La densidad adicional fue claramente visible para
los dominios constantes, que se tuvieron que colocar manualmente. Esta solucién, que corresponde a un Vm de 4,3
(71% de disolvente), también se examiné cuidadosamente para determinar la consistencia del empaquetamiento. La
estructura se refind con Buster (GlobalPhasing) usando simetria no cristalografica, hasta un Rlibre de 29,2%
(Rfactor 25,8%). Los dominios constantes no se estabilizaron mediante empaquetamiento cristalino, y se resolvieron
pobremente en el mapa de densidad electrénica.

Cristalizacién del complejo Fab A44V11 + PAI-1 humano

La cristalizacion de proteinas es un cuello de botella en la determinaciéon de la estructura biomolecular mediante
métodos de cristalografia de rayos X. El éxito en la cristalizacion de proteinas es directamente proporcional a la
calidad de las moléculas proteicas usadas en los experimentos de cristalizacion, en los que los criterios de calidad
mas importantes son la pureza y la homogeneidad (tanto molecular como conformacional) de las proteinas en
disolucion.

Inicialmente, para determinar la estructura del complejo de PAI-1/Fab mAb, se us6 un mAb A44 nativo para preparar
su fragmento Fab mediante digestidon con papaina. Esta preparacién aumentada de escala de Fab dio como
resultado fragmentos Fab heterogéneos que se complejaron y purificaron en complejo con la proteina PAI-1 de tipo
salvaje (wt) humana. El complejo proteico obtenido se concentré hasta una concentracién de 7 mg/ml, y se cribé
para la cristalizacion en 800 condiciones de cristalizacion individuales a dos temperaturas diferentes, 4°C y 19°C. No
se detectaron resultados de cristalizacion. A fin de mejorar la homogeneidad del complejo proteico, se produjo Fab
A44 etiquetado con 6-His recombinante, se purificé y se complej6 con la proteina PAI-1 de tipo salvaje humana
(véase la Figura 36).

El cribado de la cristalizacién del complejo dio como resultado los primeros éxitos de cristalizacion en condiciones de
20% de PEG10K + 0,1M de acetato de sodio pH 4,6. La optimizaciéon de la cristalizacién mediante métodos de
cristalizacién convencionales, Sembrado en Matriz de Microsemillas, y cristalizacion de tripsinolisis in situ, no mejoré
significativamente la calidad de los cristales. Los cristales mejor obtenidos fueron similares a agujas, y difractaron los
rayos X con resolucion insuficiente para la determinacion de la estructura (10 A).

El fracaso con la cristalizacion de los cristales del complejo se podria explicar potencialmente por la heterogeneidad
conformacional del complejo. Se sabe que la molécula de PAI-1 de tipo salvaje adopta tres conformaciones
diferentes (activa, latente y sustrato), que pueden interferir con la cristalizacion. Para mejorar la calidad de los
cristales, se produjo Fab de A44 etiquetado con 6-His en complejo con PAI-1 latente. (Véase la Figura 37).

El complejo correspondiente se produjo y se cribé para la cristalizacion de novo y en las condiciones usadas
previamente para el complejo de Fab A44 etiquetado con 6-His/ proteina PAI-1 wt. El Unico resultado de
cristalizacién de las mas de 1000 condiciones estudiadas se identificd para el complejo en las condiciones de 20%
de PEG3350 + 0,2M de acetato de nH4 + 4% de MPD + 50 mM de MES pH 6 (véase la Figura 39 (a)). Tras la
optimizacion exhaustiva, se obtuvieron cristales 3D. Los ensayos de difraccién de rayos X usando un haz de rayos X
de alta intensidad sincrotrénico no mostraron signos de difraccion (véase la Figura 39(b), que representa cristales
optimizados representativos).

Para reducir la flexibilidad de porciones de la proteina, se decidié producir un fragmento Fab de A44
recombinantemente pero sin una etiqueta artificial, tal como la etiqueta 6-His, usada previamente. Para incrementar
ademas las oportunidades para una cristalizacion con éxito, se adquiri6 un mutante de forma activa de PAI-1
(N150H, K154T, Q319L, M354l1) de Molecular Innovations (n® de Cat. CPAI, Novi, MI), y se usé para la preparacién
del complejo con la proteina Fab A44 que carece de etiqueta artificial. EI complejo se concentré hasta 12 mg/ml en
25 mM de MES, pH 6,5, 150 mM de NaCl. Se obtuvieron cristales individuales aceptables similares a varillas en 10%
de PEG3350, 100 mM de sulfato de amonio, y se crioprotegieron mediante la adicion de 30% de etilenglicol (véase
la Figura 40). Estos cristales difractaron a una resolucién de 3,7 A, y tras la optimizacién por crioproteccion
exhaustiva, dieron como resultado un conjunto de datos de difraccion de rayos X adecuado para la determinacion
estructural (3,3 A). Se recogié un conjunto de datos a 3,3 A en un aparato Proxima 1 de sincrotron SOLEIL (Saint-
Aubin, Francia). El grupo espacial es P212121 (a = 105, b = 152, ¢ = 298). El dato se procesé usando la secuencia
de comandos XDSme (XDS ref, Xdsme ref).

Determinacion estructural del complejo Fab A44V11/PAI-1 humano:

Pointless (CCP4) indicé solamente una confianza de 40% en la identificacion del grupo espacial. En consecuencia,
se llevdé a cabo una Sustitucion Molecular inicial con Amore (CCP4), para estudiar todas las posibles variantes de
grupos espaciales del grupo puntual P222: P212121 se confirm6 sin ambigliedad. La Sustitucién Molecular final con
Phaser (Phaser, CCP4) identific6 cuatro dimeros de PAI-1 activo/dominio variable de Fab, en la unidad asimétrica.
Los dominios constantes se afiadieron manualmente en el mapa de densidad electrénica. La estructura se refind con
Buster (GlobalPhasing) usando una simetria no cristalografica, hasta un Rlibre de 28% (Rfactor 24,1%).
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Analisis estructural del epitopo y del paratopo

Las regiones epitdpicas y paratopicas se identificaron segun se formaron en los complejos de macaco y de humano,
y los complejos se compararon. Las estructuras cristalinas se determinaron a 3,3 A para A44V11 en complejo con
PAI-1 humano y de macaco. La superposicion de ambas estructuras (véase la Figura 40) muestra que el paratopo
de A44V11 es similar para las formas tanto latente como activa de PAI-1. Fab A44 reconoci6 la forma activa de PAI-
1 humano y la forma latente de PAI-1 de macaco. La Figura 42 representa el epitopo de PAI-1 reconocido por Fab
A44 tanto en PAI-1 humano activo (Figura 42(A)) como en PAI-1 de macaco latente (Figura 42(B)). El paratopo que
reconoce la conformacién latente es parte del paratopo que reconoce la conformacién activa.

PAI-1 interacciona mayoritariamente con la cadena pesada de A44V11, como se puede observar a partir del andlisis
de las areas superficiales de interaccion. El area superficial de la interaccion entre PAI-1 humano activo y la cadena
pesada (media de 4 complejos) es 674 A2 El area superficial de la interaccion entre PAI-1 humano activo y la
cadena ligera (media de 4 complejos) es 372 A2. El &rea superficial de la interaccion entre PAI-1 latente de macaco y
la cadena pesada (media de 2 complejos) es 703 AZ. El area superficial de la interaccién entre PAI-1 latente de
macaco y la cadena ligera (media de 2 complejos) es 360 A2. Véanse las Figuras 43 y 44 para representaciones de
los paratopos de la cadena pesada y cadena ligera, respectivamente.

Los restos de la parte de A44V11 del paratopo se muestran a continuacién en la Tabla 36. Los restos en cursiva
estan implicados en las interacciones con PAI-1 activo, pero no con la forma latente, mientras que los restos
subrayados interaccionan solamente con la forma latente. Todos los otros restos estan implicados en ambas
interfaces.

Tabla 36: Restos de A44V11 implicados en el paratopo con PAI-1

Localizacion Restos

Cadena pesada (Figura 43)

Bucle H1 Thr30, Asn31, Gly32, Tyr33 y Asn35
Bucle H2 y hebras 3 vecinas Tyrd7, Tyr50, Thr52, Tyr53, Ser54, Gly55, Ser56, Thr57y Tyr58
Bucle H3 Trp98, Tyr100 y Tyr104

Cadena ligera (Figura 44)

Bucle L1: Asn30y Tyr32
Bucle L2: Arg50 y Arg53
Bucle L3: Tyr91, Asp92, Glu93, Phe94 y Pro96

A pesar de las diferentes conformaciones de las moléculas de PAI-1 humano y de macaco, los mismos restos estan
implicados en las interacciones con el Fab A44 (restos en negrita mostrados a continuacion en la secuencia de PAI-
1 humano) (SEQ ID NO: 1):

VHHPPSYVAHLASDFGVRVFQQVAQASKDRNVVFSPYGVASVLAMLQLTTG
GETQQQIQAAMGFKIDDKGMAPALRHLYKELMGPWNKDEISTTDAIFVQRD
LKLVQGFMPHFFRLFRSTVKQVDFSEVERARFIINDWVKTHTKGMISHLLGT
GAVDQLTRLVLVNALYFNGQWKTPFPDSSTHRRLFHKSDGSTVSVPMMAQT
NKFNYTEFTTPDGHYYDILELPYHGDTLSMFIAAPYEKEVPLSALTNILSAQLI
SHWKGNMTRLPRLLVLPKFSLETEVDLRKPLENLGMTDMFRQFQADFTSLS
DQEPLHVALALQKVKIEVNESGTVASSSTAVIVSARMAPEEIIIDRPFLFVVRH
NPTGTVLFMGQVMEP

La taquigrafia para el epitopo de uniéon de A44V11 para PAI-1 humano es como sigue:
E-X-X-C (SEQ ID NO: 156);
L-X-R (SEQ ID NO: 157);

T-D-X-X-R-C-F-C-A-D-F-T-X-X-S-D-C-E-P-L (SEQ ID NO: 158)
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En resumen, los epitopos de macaco y humano de PAI-1 que reconocen FabA44 son idénticos en ambas
conformaciones. Fab A44 reconoce tanto a PAI-1 humano como de macaco, pero probablemente no a PAI-1 de
ratén o de rata.

Ejemplo 23: Determinacion de la especificidad y reactividad cruzada de A44V11

Para determinar la especificidad y reactividad de A44V11, se usé la secuencia del epitopo de A44V11 (véase
anteriormente) para buscar epitopos similares en otras proteinas usando una busqueda de motivo con la base de
datos de ScanProsite (SIB Swiss Institute of Bioinformatics). Para detalles adicionales, véase Artimo, P. et al.
Nucleic Acids Res. 40(W1):W597-603 (2012). Todas las coincidencias de la secuencia epitopica localizadas en la
busqueda estaban relacionadas con PAI-1, sugiriendo que el anticuerpo A44V11 es especifico para PAI-1.

El epitopo de A44V11 también se compard con otras estructuras de rayos X conocidas (bUsqueda 3D) usando un
perfilado y modelado molecular in silico segin Med-SuMo, que detecta y compara las funciones bioquimicas sobre
las superficies de las proteinas, incluyendo, por ejemplo, enlaces de hidrégeno, cargas, grupos hidrofobos y
aromaticos. El modelado molecular Med-SuMo se describe adicionalmente en Jambon, et al. Bioinformatics
21(20):3929-30 (2005). La busqueda 3D del epitopo de A44V11 localiz6 un motivo similar en alfa-1-antitripsina
humana (AAT1). Sin embargo, con una investigacion posterior, se encontré que el motivo de AAT1 tiene diferencias
significativas entre el epitopo de A44V11, de manera que es improbable que se una A44V11. Por lo tanto, el andlisis
del patrén de secuencia y del patron 3D del epitopo de A44V11 sugiere que deberia de haber una reactividad
cruzada minima con otras proteinas humanas.

Los epitopos de PAI-1 humano y de macaco para A44V11 se compararon con epitopos propuestos de PAI-1 de
ratén y de rata. Las secuencias se extraen de SEQ ID NO: 1 (PAI-1 humano), SEQ ID NO: 162 (PAI-1 de macaco),
SEQ ID NO: 163 (PAI-1 de ratén) y SEQ ID NO: 164 (PAI-1 de rata). PAI-1 de rata y de ratdn tienen respectivamente
75% y 79% de identidad de secuencia con PAI-1 humano. La alineacién de las diferentes secuencias de PAI-1
muestra diferencias significativas entre la secuencia de rata/ratén y la humana/macaco en sus epitopos respectivos,
sugiriendo que es improbable que A44V11 reconozca PAI-1 de rata o de raton (véase la Figura 45). Por ejemplo, los
aminoacidos Ser300, Thr302, GIn314 de PAI-1 de raton son diferentes de las contrapartes de PAI-1 humano/de
macaco. Las diferencias en estos restos representan un cambio en los epitopos propuestos, de manera que PAI-1
de ratén no puede ser reconocido por A44V11. La comparacion estructural del PAI-1 de raton con la estructura del
complejo PAI-1 humano/A44V11 (Figura 46) indica ademas que no seria posible obtener actividad tanto humana
como de ratén a partir del anticuerpo A44V11.

Para validar adicionalmente el epitopo identificado para A44V11, los epitopos de A44V11 de humano y de macaco
se compararon con regiones de union de vibronectina. Se ha publicado la estructura de PAI1 humano en complejo
con el dominio de somatomedina B de vibronectina (10CO0). Se compararon las estructuras de estos dos complejos
(véase la Figura 47). La comparacion estructural sugiere que la unién de A44V11 no impactara la interaccion de PAI-
1 con vibronectina.

El epitopo de A44V11 se compard con los epitopos de otros anticuerpos anti-PAI1 publicados. No se encontrd
ningun solapamiento de los epitopos de A44V11 con otros anticuerpos anti-PAl-1 publicados MA-55F4C2 y MA-
33H1, que unen los restos en la regién 128-156 (véase Debrock et al. Thromb Haemost, 79:597-601 (1998)).

Finalmente, la especificidad y la falta de reactividad cruzada del anticuerpo A44V11 se confirmé mediante Biacore.
En base a la secuencia unica predicha y a la estructura 3D del epitopo de A44V11, los estudios de modelado
molecular indican fuertemente que el A44V11 es especifico para PAI-1 humano y de macaco.

Ejemplo 24: Cartografiado epitopico mediante espectrometria de masas de intercambio de
hidrégeno/deuterio (HDX MS)

El intercambio de hidrégeno/deuterio (HDX) monitorizado mediante espectrometria de masas (MS) se aplic6 a los
anticuerpos que se unen a PAI-1 descritos aqui, para caracterizar adicionalmente los epitopos de cada anticuerpo.
HDX MS es una técnica particularmente Util para comparar multiples estados de la misma proteina. En Wei, et al.,
Drug Discovery Today, 19(1): 95-102 (2014), se describen metodologia y aplicaciones detalladas de HDX MS a
sustancias terapéuticas proteicas. De forma breve, si en una disolucion acuosa, todo el disolvente de H20 se
sustituye por un isétopo de hidrogeno que tiene propiedades espectroscopicas distintivas, entonces se puede seguir
este proceso de cambio. Para los experimentos de HDX méas modernos, se usa agua deuterada o “pesada” (D20).
En particular, el hidrégeno enlazado al nitrégeno de la cadena principal (también denominado como el hidrégeno de
amida de la cadena principal) es Util para sondar la conformacién de la proteina. Véase, por ejemplo, Marcsisin, et
al. Las regiones expuestas y dinamicas de las proteinas se intercambiaran rapidamente, mientras que las regiones
protegidas y rigidas de las proteinas se intercambiaran de forma mas lenta. Todas las condiciones relevantes (pH,
temperatura, fuerza ionica, etc.) se mantienen constantes, de manera que solamente la diferencia en la estructura
(accesibilidad del disolvente, enlazamiento de hidrégeno) impacta a este intercambio. La interaccién del anticuerpo
con PAI-1 bloqueara el marcaje de ciertas porciones del antigeno, produciendo asi una lectura diferente en base al
sitio de union (epitopo).

Método experimental:

82



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2770507 T3

Las disoluciones madre de cyno-PAI-1 (10 uM), cyno-PAl-1 enlazado a A44vi1 (10 pm cada uno) y cyno-PAl-1
enlazado a APGv2 (10 pm cada uno) se prepararon en PBS, pH 7,2. Las disoluciones de proteina se dejaron
alcanzar el equilibrio de unién incubandolas durante 1 hora a temperatura ambiente. En base a un valor de Kq de
<50 pM, cada uno de los complejos de anticuerpo:antigeno se unieron >99% en las condiciones de marcaje
descritas mas abajo.

El intercambio de deuterio, la desactivacion, y la inyeccién de la muestra se manipularon mediante un sistema
robético automatizado (LEAP Tech., Carrboro, NC). Una alicuota de la disolucién de proteina se diluyé 10 veces con
amortiguador de marcaje (PBS en 99,9% de D20, pD 7,2), y se dejé incubar a 20°C durante 10 s, 1 min, 5 min, 0 4
horas. Al final del punto de tiempo del intercambio de deuterio, la reaccién de marcaje se detuvo afadiendo 50 pl de
la disolucion de marcaje a un volumen igual de 100 mM de fosfato de sodio, 4 M de hidrocloruro de guanidina, 0,5 M
de TCEP, pH 2,5, enfriado previamiento (0°C). Los controles no deuterados se prepararon de manera idéntica
diluyendo 10 veces con PBS en H20.

Cada muestra desactivada (50 pl, 50 pmoles de cada proteina) se inyectd inmediatamente en un Waters
nanoAcquity con HDX Technology (Waters Corp., Milford, MA). Las proteinas se digirieron en linea con una columna
de pepsina de 2,1 mm x 30 mm Enzymate BEH (Waters Corp.), que se mantuvo a 20°C. Todos los elementos
cromatograficos se mantuvieron a 0,0 + 0,1°C dentro de la camara de enfriamiento del sistema de cromatografia de
liquidos de ultraprestaciones (UPLC). Los péptidos resultantes se atraparon y se desalaron durante 3 min a 100
pl/min, y después se separaron en una columna de 1,0 x 100,0 mm ACQUITY UPLC HSS T3 (Waters Corp.) con un
gradiente durante 12 min de 2-40% de acetonitrilo:agua a 40 pl/min. Los niveles de deuterio no se corrigieron para el
retrointercambio, y se dieron a conocer como relativos. Todos los experimentos de comparacion se realizaron en
condiciones idénticas, negando la necesidad de la correccion de retrointercambio. Todos los experimentos se
llevaron a cabo por triplicado. El sobrante peptidico entre inyecciones se elimind inyectando 50 ul de 1,5 M de
hidrocloruro de guanidina, 0,8% de &cido férmico, y 4% de acetonitrilo en todas las columnas después de cada
experimento.

Los espectros de masas se adquirieron con un instrumento Waters Synapt G2-Si equipado con una fuente de
electropulverizacion estandar (Waters Corp.) que se ejecuta en el modo HDMSe. Los ajustes del instrumento fueron
los siguientes: el capilar fue 3,5 kV, el cono de muestreo fue 30 V, la compensacién de la fuente fue 30 V, la
temperatura de la fuente fue 80°C, la temperatura de desolvatacion fue 175°C, el gas del cono fue 50 I/h, el gas de
desolvatacién fue 600 I/h, y el gas nebulizador fue 6,5 bares. Los espectros de masas se adquirieron a lo largo de un
intervalo m/z de 50-1700. La exactitud de las masas se mantuvo a lo largo de cada experimento mediante infusién
simultanea de 100 fmoles/ul de [Glu1]-fibrinopéptido B humano a lo largo de la sonda de calibracién interna.

La identificacion MSE de los péptidos pépticos no deuterados se llevé a cabo usando el software ProteinLynx Global
Server (Waters Corp.). La captacién de deuterio por cada péptido se determind usando el software DynamX 2.0
(Waters Corp.). Los niveles relativos de deuterio se calcularon restando el centroide de la distribucion isotépica para
péptidos no deuterados del centroide correspondiente del péptido marcado con deuterio. Las graficas de captacion
de deuterio se generaron automaticamente mediante el software.

Monitorizacién de la captacion de deuterio para los estados de PAI-1

Tras la digestién en linea con pepsina, se identificaron 150 péptidos pépticos de PAI-1 de macaco que solapan, que
dan como resultado una cobertura de secuencia de 95,3% (véase la Figura 48). La captacion de deuterio se
monitorizé (desde 10 s hasta 4 horas) en los 150 péptidos para los tres estados diferentes de la proteina: (1) PAI-1
de macaco solo; (2) A44v11 unido a PAI-1 de macaco; y (3) APGv2 unido a PAI-1 de macaco.

La mayoria de los péptidos de PAI-1 de macaco mostraron una captacién de deuterio casi idéntica entre los tres
estados, lo que indica que no hay ninguna interaccién entre PAI-1 de macaco y cualquiera de los mAb en estas
regiones. Véase la Figura 49(A), que representa una region peptidica representativa con este resultado (restos 139-
152). Por el contrario, los péptidos que incorporan los restos 44-64 mostraron una proteccion significativa frente al
intercambio (captacion reducida de deuterio) cuando se unen a A44v11 o a APGv2 (Figura 49(B)). Ademas, los
péptidos que incorporan los restos 295-322 también mostraron una proteccién significativa frente al intercambio
cuando se unieron a A44vi1 o a APGv2 (Figura 49(C)). Para esta region, la magnitud de la proteccién fue mayor
cuando PAI-1 de macaco se uni6 a A44v11 en lugar de a APGv2 (véase la Figura 49(C)). Esto indica que A44v11
puede proporcionar una mayor proteccion global frente al intercambio que APGv2 cuando se une a PAI-1 de
macaco.

Estudios de comparacion:

Para los estudios de comparacion, se monitorizé la captacion de deuterio para los 150 péptidos generados a partir
de cada uno de los tres estados de PAI-1 de macaco. (Véase, generalmente, Wei, et al., Drug Discovery Today,
19(1): 95-102 (2014)). Las graficas de datos procedentes de cada uno de los tres estados se compararon entre si, y
se generd una grafica de mariposa para facilitar la interpretacion de los datos (véanse, por ejemplo, las Figuras
50(A), 51(A) y 52(A)). Para cada grafica de mariposa, el eje x es la posicion de punto medio de los péptidos
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calculada, /, de cada uno de los 150 péptidos comparados; el eje y es el intercambio fraccional relativo medio
(relacion).

También se generaron graficas de diferencias para cada comparacion entre los estados de PAI-1 de macaco
(véanse, por ejemplo, las Figuras 50(B), 51(B) y 52(B)). En estas gréficas, la captacion de deuterio de un estado se
resta del otro y se representa graficamente de forma similar a las graficas de mariposa. La suma de las diferencias
para cada péptido se representa mediante una barra vertical. Las lineas discontinuas horizontales representan los
valores a los cuales las medidas individuales (+ 0,5 Da) o la suma de las diferencias (+ 1,1 Da) exceden el error de
la medida y se pueden considerar como diferencias reales entre los dos estados. Los detalles adicionales con
respecto a esta técnica se describen en Houde D. et al., J. Pharm. Sci. 100(6):2071-86 (2011).

En primer lugar, PAI-1 de macaco solo se compar6 con el estado unido de A44vi11:cyno-PAl-1 (Figura 50). La
grafica de mariposa para esta comparacién se muestra en la Figura 50(A). La grafica de diferencias para esta
comparacion se muestra en la Figura 50(B). Las diferencias observadas entre PAI-1 de macaco unido a A44vily
PAI-1 de macaco en forma libre estan localizadas principalmente en dos regiones de PAI-1 de macaco. Una regién
esta proxima al término N (restos 44-64), y la otra region esté préxima al término C (restos 307-321) (véase la Figura
50(B)).

A continuacion, PAI-1 de macaco solo se comparé con el estado unido de APGv2:cyno-PAIl-1 (Figura 51). La gréfica
de mariposa para esta comparacién se muestra en la Figura 51(A). La grafica de diferencias para esta comparacion
se muestra en la Figura 51(B). Las diferencias observadas entre PAI-1 de macaco unido a APGv2 y PAI-1 de
macaco en forma libre estan localizadas principalmente en dos regiones de PAI-1 de macaco. Una region esta
proxima al término N, y la otra estd proxima al término C, que es similar al resultado de A44v11:cyno-PAl-1. Los
complejos de A44v11 y APGv2 con PAI-1 de macaco comparten péptidos que muestran una captacién reducida de
deuterio cuando estan en el estado unido, lo que puede indicar que los epitopos para los dos anticuerpos son
similares.

Finalmente, los dos estados de PAI-1 de macaco unido a los anticuerpos se compararon entre si (Figura 52). La
grafica de mariposa para esta comparacién se muestra en la Figura 52(A). La grafica de diferencias para esta
comparacién se muestra en la Figura 52(B). La diferencia observada entre A44v11:cyno-PAl-1 y APGv2:cyno-PAI-1
estéd situada en la region C-terminal de PAI-1 de macaco. (Véase la Figura 52(B)).

Ejemplo 25: Comparacion de epitopos de los anticuerpos A44v11 y APGv2

Para definir adicionalmente los epitopos de los anticuerpos A44v11 y APGv2, se us6 HDX MS. Usando los péptidos
que solapan generados en HDX MS, un epitopo de anticuerpo se pudo refinar hasta una resolucion ligeramente
mejor que el nivel peptidico (por ejemplo, véase la Figura 48). El dato de HDX MS para los péptidos que mostraron
proteccion significativa frente al intercambio con la unién a A44V11 se analiz6 adicionalmente para determinar el
epitopo para la interaccion cyno-PAI-1:A44v11. Se encontré que el dato de HDX para el epitopo de A44V11 de PAI-
1 de macaco es consistente con el epitopo determinado usando el enfoque de cristalografia. El epitopo de A44V11
de PAI-1 de macaco identificado usando HDX MS aparece en la Figura 53 (negrita), y a continuacién en formato
taquigrafico:

T-T-G-G-E-T-R-Q-Q-I-Q (SEQ ID NO: 159);
R-H-L (SEQ ID NO: 160);

T-D-M-X-X-X-F-Q-A-D-F-T-S-L-S-N-Q-E-P-L-H-V (SEQ ID NO: 161)

El dato de HDX MS para los péptidos de PAI-1 de macaco que mostraron proteccion significativa frente al
intercambio con la unién a APGv2 se analiz6 para determinar adicionalmente el epitopo para la interaccién cyno-
PAI-1:APGv2. El dato de cartografiado epitépico de HDX MS para A44v11 y APGv2 muestra que los epitopos estan
en la misma regién, como se observa generalmente en la Figura 52. En la region de los restos 307-321, los mismos
péptidos muestran proteccién en el estado unido al anticuerpo, tanto para A44v11 como para APGv2. Sin embargo,
la magnitud de proteccion es mayor cuando PAI-1 de macaco esta unido a A44v11 en vez de a APGv2 (véase la
Figura 49(C)). Este hallazgo es mas manifiesto en la Figura 52(B), que representa los picos de diferencias en la
region de los restos 307-321 de PAI-1 de macaco. Esto indica que hay diferencias en los contactos especificos que
se hacen entre PAI-1 de macaco y cada uno de los anticuerpos A44V11 y APGv2. Por lo tanto, parece que aunque
los epitopos tanto de A44V11 y como de APGv2 estan situados en una region similar de PAI-1, los epitopos para
cada anticuerpo no son los mismos.

Listado de secuencias

<110> Sanofi

84



ES 2770507 T3

<120> ANTICUERPOS CONTRA EL INHIBIDOR DE LOS ACTIVADORES DEL PLASMINOGENO DE
TIPO 1 (PAI-1) Y USOS DE LOS MISMOS

<130> 13-596-WO
<160> 147

<170> PatentIn version 3.5
<210>1

<211>379

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>1
Val His His Pro Pro Ser Tyr Val Ala His Leu Ala Ser Asp Phe Gly
1 5 10 15

Val Arg Val Phe Gln Gln Val Ala Gln Ala Ser Lys Asp Arg Asn Val

Val Phe Ser Pro Tyr Gly Val Ala Ser Val Leu Ala Met Leu Gln Leu

Thr Thr Gly Gly Glu Thr Gln Gln Gln Ile Gln Ala Ala Met Gly Phe
50 55 60

Lys Ile Asp Asp Lys Gly Met Ala Pro Ala Leu Arg His Leu Tyr Lys
65 70 75 80

Glu Leu Met Gly Pro Trp Asn Lys Asp Glu Ile Ser Thr Thr Asp Ala
85 90 95

Ile Phe Val Gln Arg Asp Leu Lys Leu Val Gln Gly Phe Met Pro His
100 105 110

Phe Phe Arg Leu Phe Arg Ser Thr Val Lys Gln Val Asp Phe Ser Glu
115 120 125

Val Glu Arg Ala Arg Phe Ile Ile Asn Asp Trp Val Lys Thr His Thr
130 135 140

Lys Gly Met Ile Ser Asn Leu Leu Gly Lys Gly Ala Val Asp Gln Leu
145 150 155 160

Thr Arg Leu Val Leu Val Asn Ala Leu Tyr Phe Asn Gly Gln Trp Lys
165 170 175

85



Thr

Asp

Asn

Glu

225

Tyr

Gln

Leu

Pro

Asp

305

Leu

Ser

Ile

Thr

Pro

Gly

Tyr

210

Leu

Glu

Leu

Val

Leu

290

Phe

Gln

Ser

Met

Val
370

<210>2

Phe

Ser

195

Thr

Pro

Lys

Ile

Leu

275

Glu

Thr

Lys

Thr

Asp

355

Leu

<211>124

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

180

Thr

Glu

Tyr

Glu

Ser

260

Pro

Asn

Ser

Val

Ala

340

Arg

Phe

<223> mA105 VH

<400> 2

Asp

Val

Phe

His

Val

245

His

Lys

Leu

Leu

Lys

325

Val

Pro

Met

Ser

Ser

Thr

Gly

230

Pro

Trp

Phe

Gly

Ser

310

Ile

Ile

Phe

Gly

Ser

val

Thr

215

Asp

Leu

Lys

Ser

Met

295

Asp

Glu

val

Leu

Gln
375

ES 2770507 T3

Thr

Pro

200

Pro

Thr

Ser

Gly

Leu

280

Thr

Gln

Val

Ser

Phe

360

Val

His

185

Met

Asp

Leu

Ala

Asn

265

Glu

Asp

Glu

Asn

Ala

345

Val

Met

Arg

Met

Gly

Ser

Leu

250

Met

Thr

Met

Pro

Glu

330

Arg

Val

Glu

86

Arg

Ala

His

Met

235

Thr

Thr

Glu

Phe

Leu

315

Ser

Met

Arg

Pro

Leu

Gln

Tyr

220

Phe

Asn

Arg

Val

Arg

300

His

Gly

Ala

His

Phe

Thr

205

Tyr

Ile

Ile

Leu

Asp

285

Gln

Vval

Thr

Pro

Asn
365

His

190

Asn

Asp

Ala

Leu

Pro

270

Leu

Phe

Ala

Val

Glu

350

Pro

Lys

Lys

Ile

Ala

Ser

255

Arg

Arg

Gln

Gln

Ala

335

Glu

Thr

Ser

Phe

Leu

Pro

240

Ala

Leu

Lys

Ala

Ala

320

Ser

Ile

Gly



Gln Val Gln Leu Gln Gln

Ser Val Lys Ile Ser Cys
20

Trp Ile Glu Trp Val Lys
35

Gly Glu Ile Leu Pro Gly

Lys Gly Lys Ala Thr Phe
65 70

Met Gln Leu Ser Ser Leu
85

Ala Arg Gly Gly Leu Tyr
100

Ile Leu Thr Val Ser Ser
115

<210>3

<211>115

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mA105 VL

<400>3

Asp Val Val Met Thr Gln
1 5

Gln Pro Ala Ser Ile Ser
20

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu
35

Pro Gln Arg Leu Ile Ser
50

Asp Arg Phe Thr Gly Ser
65 70

Ser Arg Val Glu Gly Ala

Ser

Lys

Gln

Ser

Thr

Thr

Tyr

Ala

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

ES 2770507 T3

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Asp

Lys
120

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Leu

Ala

Thr

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Leu

105

Thr

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Thr

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

val

87

Leu

Phe

Leu

Asn

Ser

75

Ser

Tyr

Pro

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Met

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Pro

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gly

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Pro

Ser

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Gly

15

Ile

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ile

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

Ala

Tyr

Ile

Phe

Phe

80

Cys

Thr

Gly

Ser

Ser

Pro

Leu

80

Asp
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85

90

95

Arg His Phe Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105

Arg Ala Asp
115

<210>4

<211>125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mA39 VH

<400> 4

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala
1 5

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Thr
20 25

Trp Ile Gln Trp Val Lys Gln Arg Pro
35 40

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Ser Asn Thr
50 55

Asp Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Ser
65 70

Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp
85

Arg Leu Gly Ile Gly Leu Arg Gly Ala
100 105

Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys
115 120

<210>5

<211>110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mA39 VL

<400>5

Glu

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Ser

90

Leu

Thr

88

Leu

Tyr

His

Tyr

Ser

75

Ala

Asp

Thr

Met

Thr

Gly

Asn

60

Asn

Val

Tyr

Pro

Lys

Phe

Leu

45

Glu

Thr

Tyr

Trp

Pro
125

110

Pro

Asn

30

Glu

Lys

Ala

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ile

Trp

Phe

Tyr

Cys

95

Gln

Ala

Tyr

Ile

Lys

Met

Ala

Gly



Asp Ile Gln Met Thr

Glu Thr Vval Thr Ile
20

Leu Ala Trp Tyr His
35

Tyr Asn Ala Lys Thr
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Glu Asp Phe Gly Thr
85

Thr Phe Gly Gly Gly
100

<210>6

<211> 125

<212> PRT

His

Thr

Gln

Leu

Gln

70

Phe

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mA44 VH

<400> 6

Glu Met Gln Leu Gln
1 5

Thr Leu Ser Leu Thr
20

Tyr Trp Asn Trp Ile
35

Gly Tyr Ile Thr Tyr
50

Gly Arg Ile Ser Ile
65

Gln Leu Ser Ser Val
85

Arg Trp His Tyr Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Thr

70

Thr

Ser

ES 2770507 T3

Ser Pro

Cys Arg

Lys Gln

40

Ala Glu

55

Phe Ser

Tyr Cys

Lys Leu

Ser Gly

Ser Val

Lys Phe

40

Gly Ser

55

Arg Asn

Thr Glu

Pro Tyr

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Pro

Thr

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Tyr

Ser

10

Ser

Lys

val

Asn

His

90

Ile

Ser

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

Phe

89

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

75

Arg

Lys

Leu

Asp

Asn

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Lys

Tyr

Arg

Val

Ser

Lys

Asn

60

Asn

Thr

Tyr

Ala

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Gly

Ala

Lys

Met

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Trp

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Asp
110

Pro

Thr

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Gly

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ser

15

Asn

Tyr

Leu

Tyr

Cys

95

Gln

Gly

Tyr

Val

Gly

Pro

80

Trp

Gln

Gly

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gly
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105

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro

<210>7

115

<211>110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mA44 VL

<400>7

Asp

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Ile

Arg

Ser

Arg

Gly

Asp

Phe

<210>8

Lys

Val

Trp

Ala

Ser

Met

Gly

<211>124

<212> PRT

Met

Thr

20

Leu

Asn

Gly

Gly

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Gln

Ile

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mA71 VH

<400> 8

Ser

Cys

Lys

Val

Tyr

Tyr

Lys

120

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Tyr

Asp

Pro

Ser

Ser

Asp

Arg

125

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ala

110

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Asp
110

Leu

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Tyr

80

Pro

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Met Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Thr Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr

20

25

90

30



10

Trp Ile Glu Trp Ile
35

Gly Glu Ile Leu Pro
50

Lys Gly Lys Ala Thr
65

Met Gln Leu Ser Ser
85

Ala Arg Gly Gly Leu
100

Thr Leu Thr Val Ser
115

<210>9

<211>115

<212> PRT

Lys

Gly

Phe

70

Leu

Tyr

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mA71 VL

<400>9

Asp Val Val Met Thr
1 5

Gln Pro Ala Ser Ile
20

Asp Gly Lys Thr Tyr
35

Pro Lys Arg Leu Ile
50

Asp Arg Phe Thr Gly

Ser Arg Val Glu Ala
85

Thr His Phe Pro Arg
100

Arg Ala Asp

115

<210> 10

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

ES 2770507 T3

Gln Arg
40

Ser Gly

55

Thr Ala

Thr Ser

Tyr Asn

Ala Lys
120

Thr Pro

Cys Lys

Tyr Trp

40

Leu Val

55

Gly Ser

Asp Leu

Phe Gly

Pro

Asn

Asp

Glu

Leu

105

Thr

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Thr

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

val

90

Gly

91

His

Asn

Ser

75

Ser

Ser

Pro

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Pro

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Leu

45

Asn

Asn

val

Gly

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Asp

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Trp

Lys

val

Tyr

95

Gly

Ile

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

Asp

Lys
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<211> 140

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>mB109 VH

<400> 10

Glu Val Gln Leu Gln Gln

1 5

Ser Val Lys Met Ser Cys

20

Trp Met His Trp Val Lys

35

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly

50

Ala Ile Tyr Pro Gly Asn

65

Asp Lys Ala Lys Leu
85

Glu Val Ser Ser Leu
100

Arg Gly Leu Arg Arg
115

Ser Val Thr Val Ser
130

<210>11

<211>110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>mB109 VL

<400> 11

70

Thr

Thr

Trp

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Ser

Ala

Asn

Gly

Ala
135
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Gly

Ala

Arg

40

Ser

Asp

Val

Glu

Ala

120

Lys

Ser

Ser

25

Pro

Gly

Thr

Ala

Asp

105

Met

Thr

vVal

10

Gly

Gly

Gln

Thr

Ser

90

Ser

Asp

Thr

Leu

Tyr

Gln

Gly

Tyr

75

Ala

Ala

Tyr

Pro

Ala

Ser

Gly

Leu

60

Asn

Ser

Vval

Trp

Pro
140

Arg

Phe

Leu

45

Asp

Gln

Thr

Tyr

Gly
125

Pro

Thr

30

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

110

Gln

Gly

15

Ser

Trp

Ile

Phe

Tyr

95

Cys

Gly

Thr

Tyr

Met

Gly

Glu

80

Met

Thr

Thr

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser His Lys Phe Met Ser Thr Ser Ala Gly

1 5

10

92

15
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Asp Arg Val Ser Ile Pro
20

Val Ala Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Ser Ala Ser Phe Arg
50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70

Glu Asp Leu Ala Val Tyr
85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 12

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mB28 VH

<400> 12

Gln Val Gln Leu Gln Gln
1 5

Ser Val Lys Ile Ser Cys
20

Trp Ile Glu Trp Ile Lys
35

Lys Ile Leu Pro Gly Ser
50

Gly Lys Ala Thr Val Thr

Gln Leu Ser Ser Leu Thr

Arg Leu Ser Thr Gly Thr
100

Thr Thr Leu Thr Val Ser

115 120
<210> 13

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Asn

Ser

Lys

Gln

Gly

55

Ala

Ser

Arg

Ser
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Lys

Leu

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Asp

Glu

Gly

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

Ala

Thr

25

Pro

Ala

Thr

Asp

Ala

105

Lys

Ser

Gln

val

Thr

Gln

90

Ile

Glu

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Ser

Phe

Thr

93

Gln

Ser

Pro

Ile

75

His

Lys

Leu

Tyr

Gly

Tyr

Ser

Ala

Asp

Thr

125

Asp

Pro

Asp

Ser

Tyr

Arg

Met

Thr

Leu

Asn

60

Asn

Val

Tyr

Pro

val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Lys

Phe

Glu

45

Glu

Thr

Tyr

Trp

Pro

Ser

30

Leu

Phe

Val

Ser

Asp
110

Pro

Ser

30

Trp

Lys

Val

Tyr

Gly
110

Ser

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

15

Ile

Ile

Phe

Tyr

Cys

95

Gln

Ala

Ile

Gly

Ala

80

Tyr

Ala

Ser

Gly

Lys

Met

Ala

Gly
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<211>110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>mB28 VL

<400> 13

Asp Ile Gln

1

Ala

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

<210> 14

Thr

Ala

Asn

Gly

Asp

Phe

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<211> 121

<212> PRT

Leu

Thr

20

Tyr

Lys

Gly

Gly

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Ser

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

Tyr

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>mC45 VH

<400> 14

Ser

Cys

Lys

Ala

Phe

Tyr

Lys
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Pro

Arg

Gln

40

Glu

Ser

Cys

Vval

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser Leu Ser

10

Ser Glu Asn

Lys Ser Pro

Val Pro Ser

Lys Ile Asn

His His Tyr

90

Ile Lys Arg

Ala

val

Gln

45

Arg

Tyr

Gly

Ala

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Val Glu Leu Val Arg

1

5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala

20

10

Ser Gly Tyr Ala Phe

25

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Asp
110

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Val

Gly

Pro

Pro

Pro Gly Thr

15

Thr Asn Tyr

30

Leu Ile Glu Trp Ile Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile

35

40

94

45
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Gly Val Ile His Pro Gly

50

Lys Gly Lys Ala Ile Leu

65

Met Gln Leu Ser Ser Leu

85

Ala Arg Asp Tyr Tyr Gly

100

Gln Gly Thr Ser Val Thr

115

<210> 15

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mC45 VL

<400> 15

Asp Ile Lys Met Thr Gln

1 5

Glu Arg Val Thr Ile Thr

20

Leu Ser Trp Phe Gln Gln

Tyr Arg Ala Asn Arg Leu

50

Ser Gly Ser Gly Gln Asp

Glu Asp Met Gly Ile Tyr

Thr Phe Gly Gly Gly Thr

100

<210> 16

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

70

70
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Ser Gly

55

Thr Ala

Thr Ser

Ser Ser

Val Ser
120

Ser Pro

Cys Lys

Lys Pro

40

Val Asp

55

Tyr Ser

Tyr Cys

Lys Leu

val

Asp

Asp

His

105

Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Thr

Lys

Asp

90

Gly

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

95

Asn

Ser

75

Ser

Leu

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Tyr

60

Ser

Ala

Met

Tyr

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Asn

Ser

val

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Lys

Ala

Phe

95

Trp

Leu

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Tyr

Tle

Gly

Tyr

80

Arg
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<223> mE16 VH

<400> 16

Glu Val Lys Leu Val Glu
1 5

Ser Leu Lys Leu Ser Cys
20

Gly Met Ser Trp Val Arg

Ala Ser Leu Arg Thr Gly
50

Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70

Gln Met Ser Ser Leu Thr
85

Arg Gly Leu Arg His Trp
100

Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 17

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mE16 VL

<400> 17
Asp Ile Val Met Thr Gln
1 5

Asp Arg Val Asn Ile Thr
20

Val Gly Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Ser Ala Ser Asn Arg
50

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ser

Gly

Ser

Cys

Glu

His
55

ES 2770507 T3

Gly

Ala

Thr

40

Asn

Asp

Glu

Tyr

His

Lys

Pro

40

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe
105

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Gly

10

Gly

Glu

Tyr

Asp

Thr

90

Asp

Phe

10

Ser

Gln

val

96

Leu

Phe

Lys

Tyr

Arg

75

Ala

val

Met

Gln

Ser

Pro

Val

Thr

Gly

Ser

60

Asn

val

Trp

Ser

Asp

Pro

Asp
60

Lys

Phe

Leu

45

Asp

Ile

Tyr

Gly

Thr

val

Lys

45

Arg

Pro

Ser

30

Gly

Ser

Leu

Tyr

Ala
110

Ser

Ser

Leu

Phe

Gly

15

Asn

Trp

Val

Tyr

Cys

95

Gly

Val

15

Thr

Leu

Thr

Gly

Tyr

Val

Lys

Leu

80

Ala

Thr

Gly

Ala

Ile

Gly
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ES 2770507 T3

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe

65 70

Thr Ile Ser Ser Val Gln Ala

75

80

Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Ser Ser Pro Trp

85

90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100

<210>18

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mE21 VH

<400> 18

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser
1 5

Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr
20

Tyr Met His Trp Val Lys Gln
35

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn

Gln Ala Lys Ala Thr Met Thr
65 70

Leu Gln Leu Ser Ser Leu Thr

Met Tyr Gly Asn Tyr Pro Tyr
100

Thr Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 19

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mE21 VL

<400> 19

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Phe
105

Glu

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

Asp

97

Leu

Phe

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Tyr

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Arg

Ile

Leu

45

Asp

Asn

val

Gly

Ser

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

95

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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15

20

Asp Ile

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 20

<211>11

Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Ile

Gly

<212> PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mA105 HCDR3

<400> 20

ES 2770507 T3

Thr Thr

Cys Arg

Lys Pro

40

His Ser

55

Tyr Ser

Phe Cys

Lys Leu

Ser

Ala

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Gly

val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Ala Arg Gly Gly Leu Tyr Tyr Asp Leu Asp Tyr

1
<210>21

<211>8

<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mA105 HCDR2

<400> 21

Ile Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr

1
<210> 22

<211>8

<212> PRT

5

10

98

Ser

Asp

Val

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln

80

Trp
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> mA105 HCDR1

<400> 22

Gly Phe Thr Phe Ser Ile Tyr Trp
1 5

<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mA105 LCDR3

<400> 23

Trp Gln Asp Arg His Phe Pro Arg Thr
1 5

<210>24

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mA105 LCDR2

<400> 24

Leu Val Ser
1

<210> 25

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA105 LCDR1

<400> 25

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr
1 5 10
<210> 26
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<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA39 HCDR3

<400> 26

Ala Arg Leu Gly Ile Gly Leu Arg Gly Ala Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 27

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA39 HCDR2

<400> 27

Ile Leu Pro Gly Ser Asn Thr
1 5

<210> 28

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA39 HCDR1

<400> 28

Gly Tyr Thr Phe Asn Ile Tyr Trp
1 5

<210> 29

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mA39 LCDR3

<400> 29

100
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Gln His Arg Tyr Gly Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 30

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA39 LCDR2

<400> 30

Asn Ala Lys
1

<210>31

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA38 LCDR1

<400> 31

Glu Asn Ile Tyr Ser Tyr
1 5

<210> 32

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA44 HCDR3

<400> 32

Ala Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 33

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> mA44 HCDR2

<400> 33

Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr
1 5

<210>34

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA44 HCDR1

<400> 34

Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly Tyr
1 5

<210> 35

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA44 LCDR3

<400> 35

Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro Thr
1 5

<210> 36

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA44 LCDR2

<400> 36

Arg Ala Asn
1

<210> 37
<211>6

<212> PRT
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> mA44 LCDR1

<400> 37

Gln Asp Ile Asn Ser Tyr
1 5

<210>38

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mA71 HCDR3

<400> 38

Ala Arg Gly Gly Leu Tyr Tyr Asn Leu Asp Ser
1 5 10

<210>39

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mA71 HCDR2

<400> 39

Ile Leu Pro Gly Ser Gly Asn Thr
1 5

<210>40

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA71 HCDR1

<400> 40

Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Trp
1 5

<210> 41
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<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mA71 LCDR3

<400> 41

Trp Gln Asp Thr His Phe Pro Arg Thr
1 5

<210>42

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mA71 LCDR2

<400> 42

Leu Val Ser
1

<210>43

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mA71 LCDR1

<400> 43

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr
1 5 10

<210>44

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA75 HCDR3

<400> 44
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Ala Arg Gly Gly Leu Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 45

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA75 HCDR2

<400> 45

Ile Leu Pro Gly Ser Gly Leu Thr
1 5

<210> 46

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA75 HCDR1

<400> 46

Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Trp
1 5

<210> 47

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA75 LCDR3

<400> 47

Trp Gln Gly Ser His Phe Pro Gln Thr
1 5

<210>48

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

105



10

15

20

25

30

ES 2770507 T3

<223> mA75 LCDR2

<400> 48

Leu Val Cys
1

<210>49

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA75 LCDR1

<400> 49

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Glu Gly Lys Thr Tyr
1 5 10

<210>50

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mB109 HCDR3

<400> 50

Thr Arg Gly Leu Arg Arg Trp Gly Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210>51

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mB109 HCDR2

<400> 51

Ile Leu Pro Gly Ser Gly Leu Thr
1 5

<210>52
<211>8

<212> PRT
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> mB109 HCDR1

<400> 52

Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Trp
1 5

<210>53

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mB109 LCDR3

<400> 53

Gln Gln His Tyr Ser Ser Pro Tyr Thr
1 5

<210>54

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mB109 LCDR2

<400> 54

Ser Ala Ser
1

<210>55

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mB109 LCDR1

<400> 55

Gln Asp Val Ser Ser Ala
1 5
<210> 56
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<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mB28 HCDR3

<400> 56

Ala Arg Leu Ser Thr Gly Thr Arg Gly Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210>57

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mB28 HCDR2

<400> 57

Ile Leu Pro Gly Ser Gly Gly Ala
1 5

<210>58

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mB28 HCDR1

<400> 58

Gly Tyr Thr Phe Ser Ile Ser Trp
1 5

<210>59

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mB28 LCDR3

<400> 59
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Gln His His Tyr Gly Thr Pro Pro Thr
1 5

<210> 60

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mB28 LCDR2

<400> 60

Asn Ala Lys
1

<210> 61

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mB28 LCDR1

<400> 61

Glu Asn Val Tyr Ser Tyr
1 5

<210> 62

<211>14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mC45 HCDR3

<400> 62

Ala Arg Asp Tyr Tyr Gly Ser Ser His Gly Leu Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 63

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> mC45 HCDR2

<400> 63

Ile His Pro Gly Ser Gly Val Thr
1 5

<210>64

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mC45 HCDR1

<400> 64

Gly Tyr Ala Phe Thr Asn Tyr Leu
1 5

<210> 65

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mC45 LCDR3

<400> 65

Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Arg Thr
1 5

<210> 66

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mC45 LCDR2

<400> 66

Arg Ala Asn
1

<210> 67
<211>6

<212> PRT
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> mC45 LCDR1

<400> 67

Gln Asp Ile Asn Ser Tyr
1 5

<210> 68

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mE16 HCDR3

<400> 68

ES 2770507 T3

Ala Arg Gly Leu Arg His Trp Gly Tyr Phe Asp Val

1 5

<210> 69

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mE16 HCDR2

<400> 69

Leu Arg Thr Gly Gly Asn Thr

1 5

<210>70

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mE16 HCDR1

10

<400> 70

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly
1 5

<210>71
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<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mE16 LCDR3

<400> 71

Gln Gln His Tyr Ser Ser Pro Trp Thr
1 5

<210>72

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mE16 LCDR2

<400> 72

Ser Ala Ser
1

<210>73

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mE16 LCDR1

<400> 73

Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
1 5

<210>74

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mE21 HCDR3

<400> 74
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Met Tyr Gly Asn Tyr Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210>75

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mE21 HCDR2

<400> 75

Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr
1 5

<210>76

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mE21 HCDRA1

<400> 76

Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr Tyr
1 5

<210>77

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mE21 LCDR3

<400> 77

Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Trp Thr
1 5

<210>78

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223>mE21 LCDR2

<400> 78

Tyr Thr Ser
1

<210>79

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mE21 LCDR1

<400> 79

Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
1 5

<210> 80

<211>124

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>mA75 VH

<400> 80

Gln Gly Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Met
1 5 10

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr
20 25

Trp Ile Ala Trp Leu Lys Gln Arg Pro Gly His Gly
35 40

Ala Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Leu Thr Asn Tyr
50 55 60

Arg Gly Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser
65 70 75

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala
85 90

Ala Arg Gly Gly Leu Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp
100 105

Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Ala Pro
115 120

114

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Thr

Trp

Ile

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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15

<210> 81

<211>114

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mA75 VL

<400> 81

Asp Val Val

1

Gln

Gly

Lys

Arg

65

Arg

His

Ala

<210> 82

Pro

Lys

Arg

Phe

val

Phe

Asp

Ala

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro

<211>119

<212> PRT

Met

Ser

Tyr

Ile

Gly

Gly

Gln
100

Thr

Ile

Leu

Tyr

Ser

Glu
85

Thr

Gln

Cys

Asn

Leu

Gly

70

Asp

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HC1a

<400> 82

Thr

Lys

Trp

Val

55

Ser

Leu

Gly

ES 2770507 T3

Pro

Ser

Leu

40

Cys

Gly

Gly

Gly

Leu

Ser

Phe

Lys

Thr

val

Gly
105

Thr

10

Gln

Gln

Leu

Asp

Tyr
90

Thr

115

Leu

Ser

Arg

Asp

Phe

75

Tyr

Lys

Ser

Leu

Pro

Cys

60

Thr

Cys

Leu

val

Leu

Gly

45

Gly

Leu

Trp

Glu

Thr

Asp

Gln

val

Lys

Gln

Ile
110

Ile

15

Ser

Ser

Pro

Ile

Gly
95

Lys

Gly

Glu

Pro

Asp

Ser

80

Ser

Arg



Glu Met Thr Leu

Thr Leu Ser Leu
20

Tyr Trp Asn Trp
35

Gly Tyr Ile Thr
50

Gly Arg Ile Ser
65

Thr Leu Ser Ser

Arg Trp His Tyr
100

Thr Thr Leu Thr
115

<210> 83

<211>119

<212> PRT

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ile

val

85

Gly

val

Glu Ser

Cys Ser

Arg Lys

Ser Gly

55

Thr Arg

70

Thr Thr

Ser Pro

Ser Ser

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HCi1b

<400> 83

ES 2770507 T3

Gly

val

Phe

40

Ser

Asn

val

Tyr

Pro

Thr

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Tyr
105

Thr

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Phe

Leu

Asp

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Val

Ser

Ala

Asn

Asn

Thr

Tyr

Lys

Met

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Trp

Pro

Thr

30

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Gly
110

Thr

15

Asn

Tyr

Leu

Tyr

Cys

95

Gln

Gln

Gly

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gly

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

1

5

10

116

15



10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys
20

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg
35

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser
50

Gly Arg Ile Ser Ile Thr
65 70

Lys Leu Ser Ser Val Thr
85

Arg Trp His Tyr Gly Ser
100

Thr Thr Leu Thr Val Ser
115

<210> 84

<211>119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> HC2a

<400> 84
Glu Met Thr Leu Lys Glu
1 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys
20

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg
35

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser
50

Gly Arg Ile Ser Ile Thr

Thr Leu Ser Ser Val Thr
85

Arg Trp His Tyr Gly Ser
100

Thr Thr Leu Thr Val Ser
115

Ser

Lys

Gly

55

Arg

Thr

Pro

Ser

Ser

Ser

Lys

Gly
55

Arg

Thr

Pro

Ser

ES 2770507 T3

Val

Phe

40

Ser

Asn

Ala

Tyr

Gly

val

Phe

40

Ser

Gln

val

Tyr

Thr

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Tyr
105

Pro

Thr

25

Pro

Thr

Thr

Glu

Tyr
105

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Phe

Thr

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr
90

Phe

117

Asp

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Leu

Glu

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Thr

Tyr

Val

Ser

Ala

Asn

60

Asn

Thr

Tyr

Met

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Trp

Lys

Met

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Trp

Thr

30

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Gly
110

Asn

Tyr

Leu

Tyr

Cys

95

Gln

Thr

15

Gln

Tyr

Leu

Tyr

Cys
95

Gln

Gly

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

Lys

Leu

Ala

Gly
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15

<210> 85

<211>119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HC2b

<400> 85

Glu Met Thr

1

Thr

Tyr

Gly

Gly

65

Thr

Arg

Thr

<210> 86

Leu

Trp

Tyr

50

Arg

Leu

Trp

Thr

Ser

Asn

35

Ile

Ile

Ser

His

Leu
115

<211> 119

<212> PRT

Leu

Leu

Trp

Thr

Ser

Ser

Tyr

100

Thr

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ile

val

85

Gly

val

Glu

Cys

Arg

Ser

Thr

70

Thr

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>HC3

<400> 86

Ser

Ser

Lys

Gly

55

Arg

Thr

Pro

Ser

ES 2770507 T3

Gly

Val

Phe

40

Ser

Asn

Val

Tyr

Pro

Thr

Pro

Thr

Thr

Asp

Tyr
105

Thr

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Phe

Leu

Asp

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Val

Ser

Ala

Asn

60

Asn

Thr

Tyr

Lys

Met

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Trp

Pro

Thr

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Gly
110

Thr

15

Gln

Tyr

Leu

Tyr

Cys

95

Gln

Gln

Gly

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Gln Met Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln

1

5

10

118

15



10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys
20

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg
35

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser
50

Gly Arg Ile Thr Ile Thr
65 70

Thr Leu Ser Ser Val Thr
85

Arg Trp His Tyr Gly Ser
100

Thr Thr Leu Thr Val Ser
115

<210> 87

<211>119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> HC4

<400> 87

Gln Met Thr Leu Lys Glu
1 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys
20

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg
35

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser
50

Gly Arg Ile Thr Ile Thr

Thr Leu Ser Ser Val Thr
85

Arg Trp His Tyr Gly Ser
100

Thr Thr Leu Thr Val Ser
115

ES 2770507 T3

Ser Val

Gln Phe

40

Gly Ser

55

Arg Asp

Thr Vval

Pro Tyr

Ser

Ser Gly

Ser Val

Gln Phe
40

Gly Ser
55

Arg Gln

Thr Val

Pro Tyr

Ser

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Tyr
105

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Glu

Tyr
105

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Phe

Thr

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr
90

Phe

119

Asp

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Leu

Glu

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Ser

Ala

Asn

60

Asn

Thr

Tyr

Val

Ser

Ala

Asn

60

Asn

Thr

Tyr

Met

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Trp

Lys

Met

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Trp

Thr

30

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Gly
110

Asn

Tyr

Leu

Tyr

Cys

95

Gln

Thr

15

Gln

Tyr

Leu

Tyr

Cys
95

Gln

Gly

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

Lys

Leu

Ala

Gly



10

15

<210> 88

<211>119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HC5a

<400> 88

Gln Val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

<210> 89

Leu

Trp

Tyr

50

Arg

Leu

Trp

Leu

Ser

Asn

35

Ile

Ile

Ser

His

val
115

<211> 119

<212> PRT

Leu

Leu

Trp

Thr

Thr

Ser

Tyr

100

Thr

Gln

Thr

Ile

Tyr

Ile

val

85

Gly

val

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HC5b

<400> 89

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Pro

Ser

ES 2770507 T3

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asn

Ala

Tyr

Pro

Ser

Pro

Thr

Thr

Asp

Tyr
105

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Phe

Leu

Asp

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Tyr

Lys

Met

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Trp

Pro

Thr

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Gly
110

Ser

15

Asn

Tyr

Leu

Ser

Cys

95

Gln

Glu

Gly

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gly

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

1

5

10

120

15



10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys
20

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg
35

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser
50

Ser Arg Ile Thr Ile Ser
65 70

Lys Leu Ser Ser Val Thr
85

Arg Trp His Tyr Gly Ser
100

Thr Leu Val Thr Val Ser
115

<210> 90

<211>119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> HC5a

<400> 90

Gln Met Gln Leu Gln Gln
1 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys
20

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg
35

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser
50

Ser Arg Ile Thr Ile Asn

Gln Leu Ser Ser Val Thr
85

Arg Trp His Tyr Gly Ser
100

Thr Leu Val Thr Val Ser
115

ES 2770507 T3

Thr Val

Gln Pro

40

Gly Ser

55

Arg Asp

Ala Ala

Pro Tyr

Ser

Ser Gly

Ala Ile

Gln Ser
40

Gly Ser
55

Arg Asp

Pro Glu

Pro Tyr

Ser

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Tyr
105

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Tyr
105

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Phe

Gly

10

Gly

Ser

Tyr

Ser

Thr
90

Phe

121

Asp

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Leu

Asp

Arg

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Tyr

Val

Ser

Gly

Ala

60

Asn

Vval

Tyr

Met

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Trp

Lys

Met

Leu

45

val

Gln

Tyr

Trp

Thr

30

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Gly
110

Asn

Tyr

Leu

Ser

Cys

95

Gln

Ser

15

Asn

Tyr

Val

Ser

Cys
95

Gln

Gly

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

Lys

Leu

Ala

Gly
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15

<210>91

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>LCla

<400> 91

Asp Ile Lys

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210>92

Arg

Ser

Arg

50

Gly

Asp

Phe

Val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

<211>107

<212> PRT

Met

Thr

20

Leu

Asn

Gly

Gly

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Gln

Ile

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>LC1b

<400> 92

Ser

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

ES 2770507 T3

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Val Ser Pro Gly

1

5

10

15

Gln Thr Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr

20

25

122

30



10

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys
35

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val
50 55

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr

65 70

Met Asp Glu Gly Ile Tyr Tyr

85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100

<210> 93

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223>LC2

<400> 93

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser
1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys

Tyr Arg Ala Gln Arg Ser Val
50 55

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr
65 70

Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100

<210>94

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2770507 T3

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Pro

Lys

Pro

40

Glu

Ser

Cys

Leu

Gly

Gly

Leu

Leu

Thr
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

123

Ser Pro Lys Thr Leu Ile

Pro

Ile
75

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Tyr Asp Glu Phe

Lys

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Ser

Gly

Gln Ala

Pro
95

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

80

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro



10

<223>LC3

<400> 94

Asp Ile Lys

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210> 95

Arg

Ser

Arg

Gly

Asp

Phe

Val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

<211> 107

<212> PRT

Met

Thr

20

Leu

Asn

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Gln

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>LC4

<400> 95

Asp Ile Lys Met

1

Asp

Leu

Tyr Arg

Ser
65

Glu

Thr

Arg

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Val

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

Thr
20

Leu

Gln

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Gln

Thr
85

Gly

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp
70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

ES 2770507 T3

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Pro

Lys

Pro

40

Glu

Ser

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ser

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Ser
10

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

Asp

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ala

Ala Ser Gln Asp Ile

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Lys

val

Thr

Gln
90

Ile

124

Ser Pro Lys

Pro

Ile
75

Tyr

Lys

Ser
60

Ser

45

Arg

Ser

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Asp Glu Phe Pro Pro

95



10

15

<210> 96

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LCha

<400> 96

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210>97

Arg

Ser

Arg

50

Gly

Asp

Phe

Val

Trp

35

Ala

Ser

Ile

Gly

<211>107

<212> PRT

Met

Thr

20

Leu

Asn

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>LC5b

<400> 97

Ser

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

ES 2770507 T3

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Vval

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Leu

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr

20

25

125

30



10

Leu Ser Trp Leu Gln Gln
35

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser
50

Ser Gly Ser Gly Gln Asp

65 70

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr

85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210>98

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223>LC5h¢c

<400> 98
Glu Tle Val Met Thr Gln
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser
20

Leu Ser Trp Leu Gln Gln
35

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser
50

Ser Gly Ser Gly Gln Asp
65 70

Glu Asp Phe Ala Val Tyr
85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210>99

<211> 255

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

ES 2770507 T3

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Val

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Thr

Cys

val

Gly

Gly

Phe

Leu

Glu
105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

126

Ala Pro Lys Thr Leu Ile

Pro

Ile
75

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Tyr Asp Glu Phe

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asp

Pro

Ala

60

Ser

Asp

Leu

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Glu

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Ser

Gln

Pro
95

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Pro

80

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro



<223>CH

<400> 99
Ala Ser Thr
1

Ser Thr Ser

Phe Pro Glu
35

Gly Val His
50

Leu Ser Ser
65

Tyr Ile Cys

Lys Val Glu

Pro Ala Pro
115

Lys Pro Lys
130

Val val val
145

Tyr Val Asp

Glu Gln Tyr

His Gln Asp
195

Lys Ala Leu
210

Gln Pro Arg
225

Leu Thr Lys

<210> 100

<211> 107

<212> PRT

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

vVal

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln
245

ES 2770507 T3

Pro Ser Val Phe Pro
10

Thr Ala Ala Leu Gly
25

Thr Val Ser Trp Asn
40

Pro Ala Val Leu Gln
55

Thr Val Pro Ser Ser
70

Asn His Lys Pro Ser
90

Ser Cys Asp Lys Thr
105

Leu Gly Gly Pro Ser
120

Leu Met Ile Ser Arg
135

Ser His Glu Asp Pro
150

Glu Val His Asn Ala
170

Thr Tyr Arg Val Val
185

Asn Gly Lys Glu Tyr
200

Pro Ile Glu Lys Thr
215

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Vval

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

Val

Cys

Pro

Vval

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys
205

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Vval

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Ser Lys Ala Lys Gly

220

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
240

230

235

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

250

127

255



10

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>CL

<400> 100

Arg Thr Val

1

Gln

Tyr

Ser

Thr

65

Lys

Pro

Leu

Pro

Gly

50

Tyr

His

val

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

<210> 101

<211> 107

<212> PRT

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

val

Lys
100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> vki

<400> 101

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

ES 2770507 T3

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

Phe

Val

25

Thr

Thr

val

Gly
105

Ile

10

val

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

20

25

128

30
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15

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Asn

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

<210> 102

<211> 106

<212> PRT

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> vlambda3

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (22)..(22)

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

ES 2770507 T3

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Pro Lys Leu
45

Ser Arg Phe
60

Ser Ser Leu

Tyr Ser Thr

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (87)..(87)

<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de origen natural

<400> 102

129

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile

Gly

Pro

80

Pro



Ser

Thr

Ser

Gln

Asn

65

Asp

Phe

Tyr Glu

Ala Ser

Trp Tyr

35

Asp Ser
50

Ser Gly

Glu Ala

Gly Gly

<210> 103

<211>120

<212> PRT

Leu

Ile

20

Gln

Lys

Asn

Asp

Gly
100

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Thr

Gln

Xaa

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>vh2

<400> 103

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Xaa

Leu

ES 2770507 T3

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Thr

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ala

Val
105

Val Ser
10

Lys Leu

Ser Pro

Pro Glu

Ile Ser

75

Trp Asp

90

Leu

130

val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Ser

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Thr

Ser

Pro

Lys

30

Val

Ser

Gln

Ala

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

val

95

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met

80

val



10

15

Gln vVal Thr

Thr Leu Thr

Gly Val Gly

35

Trp Leu Ala

Leu Lys Thr

Val Leu Thr

Cys Ala Arg

Gly Thr Leu
115

<210> 104

<211>118

<212> PRT

Leu

Leu

20

Val

Arg

Arg

Met

Met

100

Val

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

Thr

85

Gly

Thr

Glu

Cys

Trp

Asp

Thr

70

Asn

Phe

val

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>vh4

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (22)..(22)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (95) .. (95)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 104

Ser

Thr

Ile

Trp

Ile

Met

Thr

Ser

ES 2770507 T3

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Gly

Ser
120

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Thr
105

Thr

10

Gly

Pro

Asp

Asp

val

90

Tyr

131

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Phe

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Asp

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Pro

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Trp
110

Thr

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Gly

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Gln



10

15

ES 2770507 T3

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly

Thr Leu Ser Leu Thr Xaa Thr Val Ser Gly
20 25

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly
35 40

Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn
50 55

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr
85 90

Arg Gly Asp Ser Ser Gly Tyr Tyr Phe Asp
100 105

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 105

<211>21

<212>DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada 3'- Cebador
<400> 105

tatgcaaggc ttacaaccac a 21
<210> 106

<211>24

<212>DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera 3'- Cebador
<400> 106

ctcattcctg ttgaagctct tgag 24
<210> 107

<211>107

132

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Trp

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Gln
110

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Xaa

Gly

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

Thr



10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> IGKV1-33-01_IGKJ4-01

<400> 107

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Arg

Asn

Asp

Gly

Asp

Phe

Val

Trp

Ala

Ser

Ile

Gly

<210> 108

<211> 119

<212> PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Cys

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys

ES 2770507 T3

Pro

Gln

Pro

40

Thr

Thr

Cys

val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

Ile

<223> IGHV4-59-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02

<400> 108

Gln Val Gln

1

Thr Leu Ser

Tyr Trp Ser

35

Gly Tyr Ile

50

Leu Gln Glu Ser Gly

5

Leu Thr Cys Thr Val

20

Trp Ile Arg Gln Pro

40

Tyr Tyr Ser Gly Ser

55

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

Asp

Gly Leu Val

10

Gly Gly Ser

Gly Lys Gly

Asn Tyr Asn

133

60

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Lys

val

Leu

45

Pro

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Glu

Tyr

Ile

Lys



ES 2770507 T3

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu

65 70

Lys Leu Ser Ser Val Thr
85

Arg Gly Tyr Ser Ser Ser
100

Thr Leu Val Thr Val Ser
115

<210> 109

<211> 226

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Ad44-hvi LClax HC1a

<400> 109
Asp Ile Lys Met Thr Gln
1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr
20

Leu Ser Trp Leu Gln Gln
35

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser
50

Ser Gly Ser Gly Gln Asp

Glu Asp Leu Gly Ile Tyr

Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

Glu Ser Gly Pro Thr Leu
115

Cys Ser Val Thr Gly Asp
130

75

80

Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

90

95

Trp Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly

Ser

Ser

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

Val

Ser
135

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Lys

120

Met

105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Pro

Thr

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

Ile

Thr

Asn

134

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gln

Gly

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Glu

Thr

Tyr
140

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Met

Leu
125

Trp

110

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Thr

110

Ser

Asn

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

Leu

Leu

Trp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Lys

Thr

Ile



Arg

145

Ser

Thr

Thr

Ser

Ser
225

Lys

Gly

Arg

Thr

Pro

210

Ser

Phe

Ser

Asn

Val

195

Tyr

<210> 110

<211> 226

<212> PRT

Pro

Thr

Thr

180

Asp

Tyr

Gly

Tyr

165

Ser

Thr

Phe

Lys

150

Tyr

Lys

Ala

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> A44-hv2 LC1b x HC1b

<400> 110

Asp Ile Lys

1

Gln

Leu

Tyr

Ser

Met

Thr

Glu

Thr

Ser

Arg

50

Gly

Asp

Phe

Ser

val

Trp

35

Ala

Ser

Glu

Gly

Gly

Met

Thr

20

Leu

Asn

Gly

Gly

Gly

100

Pro

Thr

Ile

Gln

Arg

Gln

Ile

85

Gly

Gly

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

Tyr

Thr

Leu

Ala

Asn

Asn

Thr

Tyr
215

Ser

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

val

ES 2770507 T3

Leu

Pro

Gln

Tyr

200

Trp

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Lys

Glu

Ser

Tyr

185

Tyr

Gly

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Thr

105

Pro

Tyr

Leu

170

Tyr

Cys

Gln

Ser

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

135

Met

155

Lys

Leu

Ala

Gly

Val

Gln

Ser

Pro

Ile

Tyr

Lys

Glu

Gly

Gly

Thr

Arg

Thr
220

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Glu

Thr

Tyr

Arg

Leu

Trp

205

Thr

val

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Met

Leu

Ile

Ile

Ser

190

His

Leu

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Gln

110

Ser

Thr

Ser

175

Ser

Tyr

Thr

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Leu

Leu

Tyr

160

Ile

val

Gly

Val

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

Gln

Thr



Cys

Arg

145

Ser

Thr

Thr

Ser

Ser
225

Ser

130

Lys

Gly

Arg

Thr

Pro

210

Ser

115

Val

Phe

Ser

Asn

Ala

195

Tyr

<210> 111

<211> 226

<212> PRT

Thr

Pro

Thr

Thr

180

Asp

Tyr

Gly

Gly

Tyr

165

Ser

Thr

Phe

Asp

Lys

150

Tyr

Lys

Ala

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> A44-hv3 LC2 x HC2a

<400> 111

Asp Ile Lys

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Arg

Ser

Arg

50

Gly

Asp

val

Trp

Ala

Ser

Leu

Met

Thr

20

Leu

Gln

Gly

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Gln

Ile
85

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Ser

135

Gly

Asn

Asn

Thr

Tyr
215

Ser

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

ES 2770507 T3

120

Met

Leu

Pro

Gln

Tyr

200

Trp

Pro

Lys

Pro

40

Glu

Ser

Cys

Thr

Glu

Ser

Tyr

185

Tyr

Gly

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Asn

Tyr

Leu

170

Tyr

Cys

Gln

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

136

Gly

Met

155

Lys

Leu

Ala

Gly

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Tyr

140

Gly

Gly

Lys

Arg

Thr
220

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

125

Trp

Tyr

Arg

Leu

Trp
205

Thr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Asn

Ile

Ile

Ser

190

His

Leu

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Trp

Thr

Ser

175

Ser

Tyr

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile

Tyr

160

Ile

val

Gly

val

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro



Thr Phe Gly

Glu Ser Gly
115

Cys Ser Val
130

Arg Lys Phe
145

Ser Gly Ser

Thr Arg Gln

Thr Thr Val
195

Ser Pro Tyr
210

Ser Ser
225

<210> 112

<211> 226

<212> PRT

Gly Gly Thr
100

Pro Thr Leu

Thr Gly Glu

Pro Gly Lys
150

Thr Tyr Tyr
165

Thr Ser Lys
180

Glu Thr Ala

Tyr Phe Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Ad44-hv4 LC1a x HC2b

<400> 112

Asp Ile Lys
1

Asp Arg Val

Leu Ser Trp
35

Tyr Arg Ala
50

Met Thr Gln
5

Thr Ile Thr
20

Leu Gln Gln

Asn Arg Ser

Lys

Vval

Ser

135

Ala

Asn

Asn

Thr

Tyr
215

Ser

Cys

Lys

val
55

ES 2770507 T3

Leu

Lys

120

Met

Leu

Pro

Gln

Tyr

200

Trp

Glu

105

Pro

Thr

Glu

Ser

Tyr

185

Tyr

Gly

Ile

Thr

Gln

Tyr

Leu

170

Tyr

Cys

Gln

Pro Ser Ser

10

Lys Ala Ser

25

Pro Gly Lys

40

Asp Gly Vval

137

Lys

Gln

Gly

Met

155

Lys

Leu

Ala

Gly

Leu

Gln

Ser

Pro

Glu

Thr

Tyr

140

Gly

Gly

Thr

Arg

Thr
220

Ser

Asp

Pro

Ser
60

Met

Leu
125

Trp

Tyr

Arg

Leu

Trp

205

Thr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Thr

110

Ser

Asn

Ile

Ile

Ser

190

His

Leu

Ser

Asn

Thr

Phe

Leu

Leu

Trp

Thr

Ser

175

Ser

Tyr

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Lys

Thr

Ile

Tyr

160

Ile

Val

Gly

Val

Gly

Tyr

Ile

Gly



ES 2770507 T3

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Glu Met Thr Leu Lys
100 105 110

Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln Thr Leu Ser Leu Thr
115 120 125

Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Met Thr Gln Gly Tyr Trp Asn Trp Ile
130 135 140

Arg Lys Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr
145 150 155 160

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Gly Arg Ile Ser Ile
165 170 175

Thr Arg Asn Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu Thr Leu Ser Ser Val
180 185 190

Thr Thr Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly
195 200 205

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val
210 215 220

Ser Ser
225

<210> 113

<211> 226

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> A44-hv5 LC2 x HC2b

<400> 113

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr
20 25 30

138



Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Glu

Cys

Arg

145

Ser

Thr

Thr

Ser

Ser
225

Ser

Arg

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser

130

Lys

Gly

Arg

Thr

Pro

210

Ser

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

Gly

115

Vval

Phe

Ser

Asn

Vval

195

Tyr

<210> 114

<211> 226

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Gln

Gly

Gly

Gly

100

Pro

Thr

Pro

Thr

Thr

180

Asp

Tyr

Gln

Arg

Gln

Ile

85

Gly

Thr

Gly

Gly

Tyr

165

Ser

Thr

Phe

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Leu

Asp

Lys

150

Tyr

Lys

Ala

Asp

<223> A44-hv6 LC3 x HC3

<400> 114

Lys

val

55

Tyr

Tyr

Lys

Val

Ser

135

Ala

Asn

Asn

Thr

Tyr
215

ES 2770507 T3

Pro

40

Glu

Ser

Cys

Leu

Lys

120

Met

Leu

Pro

Gln

Tyr

200

Trp

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Pro

Thr

Glu

Ser

Tyr

185

Tyr

Gly

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Thr

Gln

Tyr

Leu

170

Tyr

Cys

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gln

Gly

Met

155

Lys

Leu

Ala

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Glu

Thr

Tyr

140

Gly

Gly

Thr

Arg

Thr
220

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Met

Leu

125

Trp

Tyr

Arg

Leu

Trp

205

Thr

Thr

Phe

Leu

Phe

Thr

110

Ser

Asn

Ile

Ile

Ser

190

His

Leu

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Leu

Leu

Trp

Thr

Ser

175

Ser

Tyr

Thr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Lys

Thr

Ile

Tyr

160

Ile

Val

Gly

Val

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

139



Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Glu

Cys

Arg

145

Ser

Thr

Thr

Ser

Ser
225

Arg

Ser

Arg

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser

130

Gln

Gly

Arg

Thr

Pro

210

Ser

Val

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

Gly

115

val

Phe

Ser

Asp

Vval

195

Tyr

<210> 115

<211> 226

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

20

Leu

Asn

Gly

Ala

Gly

100

Pro

Ser

Pro

Thr

Thr

180

Asp

Tyr

Ile

Gln

Arg

Gln

Thr

85

Gly

Thr

Gly

Gly

Tyr

165

Ser

Thr

Phe

Thr

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Leu

Asp

Lys

150

Tyr

Lys

Ala

Asp

<223> A44-hv7 LC4 x HC4

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

val

Ser

135

Ala

Asn

Asn

Thr

Tyr
215

ES 2770507 T3

Lys

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Lys

120

Met

Leu

Pro

Gln

Tyr

200

Trp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Pro

Thr

Glu

Ser

Tyr

185

Tyr

Gly

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Thr

Asn

Tyr

Leu

170

Tyr

Cys

Gln

140

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gln

Gly

Met

155

Lys

Leu

Ala

Gly

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Gln

Thr

Tyr

140

Gly

Gly

Thr

Arg

Thr
220

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Met

Leu

125

Trp

Tyr

Arg

Leu

Trp

205

Thr

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Thr

110

Ser

Asn

Ile

Ile

Ser

130

His

Leu

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Leu

Leu

Trp

Thr

Thr

175

Ser

Tyr

Thr

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Lys

Thr

Ile

Tyr

160

Ile

vVal

Gly

Val



<400> 115

Asp Ile Lys Met Thr
1 5

Asp Arg Val Thr Ile
20

Leu Ser Trp Leu Gln
35

Tyr Arg Ala Gln Arg
50

Ser Gly Ser Gly Gln
65

Glu Asp Leu Ala Thr
85

Thr Phe Gly Gly Gly
100

Glu Ser Gly Pro Thr
115

Cys Ser Val Ser Gly
130

Arg Gln Phe Pro Gly
145

Ser Gly Ser Thr Tyr
165

Thr Arg Gln Thr Ser
180

Thr Thr Val Glu Thr
195

Ser Pro Tyr Tyr Phe
210

Ser Ser

225

<210> 116

<211> 226

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Leu

Glu

Lys

150

Tyr

Lys

Ala

Asp

Ser

Cys

Lys

Vval

55

Tyr

Tyr

Lys

Val

Ser

135

Ala

Asn

Asn

Thr

Tyr
215

ES 2770507 T3

Pro

Lys

Pro

40

Glu

Ser

Cys

Leu

Lys

120

Met

Leu

Pro

Gln

Tyr

200

Trp

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Pro

Thr

Glu

Ser

Tyr

185

Tyr

Gly

Ser

10

Ser

Lys

Vval

Thr

Gln

90

Ile

Thr

Gln

Tyr

Leu

170

Tyr

Cys

Gln

141

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gln

Gly

Met

155

Lys

Leu

Ala

Gly

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Gln

Thr

Tyr

140

Gly

Gly

Thr

Arg

Thr
220

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Met

Leu

125

Trp

Tyr

Arg

Leu

Trp

205

Thr

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Thr

110

Ser

Asn

Ile

Ile

Ser

190

His

Leu

vVal

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Leu

Leu

Trp

Thr

Thr

175

Ser

Tyr

Thr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Lys

Thr

Ile

Tyr

160

Ile

Val

Gly

val



<220>

<223> A44-hv8 LC5a x HC5a

<400> 116

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Glu

Cys

Arg

145

Ser

Ser

Thr

Ser

Ser
225

Arg

Ser

Arg

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Thr

130

Gln

Gly

Arg

Ala

Pro
210

Ser

val

Trp

Ala

Ser

Ile

Gly

Gly

115

val

Pro

Ser

Asn

Ala
195

Met

Thr

20

Leu

Asn

Gly

Ala

Gly

100

Pro

Ser

Pro

Thr

Thr

180

Asp

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

165

Ser

Thr

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Leu

Asp

Lys

150

Tyr

Lys

Ala

Ser

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

Val

Ser

135

Gly

Asn

Asn

Val

ES 2770507 T3

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Vval

Lys

120

Met

Leu

Pro

Gln

Tyr
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Leu

Glu

105

Pro

Thr

Glu

Ser

Tyr

185

Tyr

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Asn

Tyr

Leu

170

Ser

Cys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Gly

Met

155

Lys

Leu

Ala

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Gln

Thr

Tyr

140

Gly

Ser

Lys

Arg

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

vVal

Leu

125

Trp

Tyr

Arg

Leu

Trp
205

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Gln

110

Ser

Asn

Ile

Ile

Ser

190

His

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Leu

Leu

Trp

Thr

Thr

175

Ser

Tyr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Gln

Thr

Ile

Tyr

160

Ile

Val

Gly

Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
220

<210> 117

<211> 226

<212> PRT

215

142



ES 2770507 T3

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> A44-hv9 LC5b x HC5b

<400> 117

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Thr Leu Ile
35 40 45

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gln Met Gln Leu Gln
100 105 110

Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr
115 120 125

Cys Thr Val Ser Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly Tyr Trp Asn Trp Ile
130 135 140

Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr
145 150 155 160

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Ile Thr Ile
165 170 175

Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val
180 185 190

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly
195 200 205

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
210 215 220

Ser Ser
225

<210> 118
<211> 226

<212> PRT

143



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> A44-hv10 LC5c x HC5¢

<400> 118

Glu Ile Val

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Gln

Cys

Arg

145

Ser

Asn

Thr

Ser

Ser
225

Arg

Ser

Arg

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala
130

Gln

Gly

Arg

Pro

Pro

210

Ser

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Gly

115

Ile

Ser

Ser

Asp

Glu

195

Tyr

<210> 119

<211> 226

<212> PRT

Met

Thr

20

Leu

Asn

Gly

Ala

Gly

100

Pro

Ser

Pro

Thr

Thr

180

Asp

Tyr

Thr

Leu

Gln

Arg

Gln

val

Gly

Gly

Gly

Ser

Tyr

165

Ser

Thr

Phe

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Leu

Asp

Arg

150

Tyr

Lys

Ala

Asp

Ser

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

Val

Ser
135

Gly

Ala

Asn

Val

Tyr
215

ES 2770507 T3

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Val

Lys

120

Met

Leu

Val

Gln

Tyr

200

Trp

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Pro

Thr

Glu

Ser

Tyr

185

Tyr

Gly

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

Ser

Asn

Tyr

Vval

170

Ser

Cys

Gln

144

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gln

Gly

Met

155

Lys

Leu

Ala

Gly

Ser

Asp

Pro

Ala

60

Ser

Asp

Gln

Thr

Tyr
140

Gly

Ser

Gln

Arg

Thr
220

Leu

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Glu

Met

Leu
125

Trp

Tyr

Arg

Leu

Trp
205

Leu

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Gln

110

Ser

Asn

Ile

Ile

Ser

190

His

Val

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

Leu

Leu

Trp

Thr

Thr

175

Ser

Tyr

Thr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Gln

Thr

Ile

Tyr

160

Ile

val

Gly

Val



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> A44-hvi1 LC2 x HC3

<400> 119
Asp Ile Lys
1

Asp Arg Val

Leu Ser Trp
35

Tyr Arg Ala
50

Ser Gly Ser

Glu Asp Leu

Thr Phe Gly

Glu Ser Gly

115

Cys Ser Val
130

Arg Gln Phe
145

Ser Gly Ser

Thr Arg Asp

Thr Thr Val
195

Ser Pro Tyr
210

Ser Ser
225

<210> 120

<211> 226

Met

Thr

20

Leu

Gln

Gly

Gly

Gly

100

Pro

Ser

Pro

Thr

Thr

180

Asp

Tyr

Thr

Ile

Gln

Arg

Gln

Ile

85

Gly

Thr

Gly

Gly

Tyr

165

Ser

Thr

Phe

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

Tyr

Thr

Leu

Asp

Lys

150

Tyr

Lys

Ala

Asp

Ser

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

val

Ser

135

Ala

Asn

Asn

Thr

Tyr
215

ES 2770507 T3

Pro

Lys

Pro

40

Glu

Ser

Cys

Leu

Lys

120

Met

Leu

Pro

Gln

Tyr

200

Trp

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Pro

Thr

Glu

Ser

Tyr

185

Tyr

Gly

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Thr

Asn

Tyr

Leu

170

Tyr

Cys

Gln

145

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

Tyr

Lys

Gln

Gly

Met

155

Lys

Leu

Ala

Gly

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Gln

Thr

Tyr

140

Gly

Gly

Thr

Arg

Thr
220

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Met

Leu

125

Trp

Tyr

Arg

Leu

Trp

205

Thr

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Thr

110

Ser

Asn

Ile

Ile

Ser

190

His

Leu

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Leu

Leu

Trp

Thr

Thr

175

Ser

Tyr

Thr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

Lys

Thr

Ile

Tyr

160

Ile

val

Gly

val



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> A44-hv12 LC4 X HC3

<400> 120
Asp Ile Lys
1

Asp Arg Val

Leu Ser Trp
35

Tyr Arg Ala

Ser Gly Ser

Glu Asp Leu

Thr Phe Gly

Glu Ser Gly
115

Cys Ser Val
130

Arg Gln Phe
145

Ser Gly Ser

Thr Arg Asp

Thr Thr Val
195

Ser Pro Tyr
210

Ser Ser
225

<210> 121

<211> 226

Met

Thr

20

Leu

Gln

Gly

Ala

Gly

100

Pro

Ser

Pro

Thr

Thr

180

Asp

Tyr

Thr

Ile

Gln

Arg

Gln

Thr
85

Gly

Thr

Gly

Gly

Tyr

165

Ser

Thr

Phe

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

Tyr

Thr

Leu

Asp

Lys

150

Tyr

Lys

Ala

Asp

Ser

Cys

Lys

Val

Tyr

Tyr

Lys

Vval

Ser

135

Ala

Asn

Asn

Thr

Tyr
215

ES 2770507 T3

Pro

Lys

Pro

40

Glu

Ser

Cys

Leu

Lys

120

Met

Leu

Pro

Gln

Tyr

200

Trp

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Pro

Thr

Glu

Ser

Tyr

185

Tyr

Gly

Ser

10

Ser

Lys

vVal

Thr

Gln
90

Ile

Thr

Asn

Tyr

Leu

170

Tyr

Cys

Gln

146

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

Tyr

Lys

Gln

Gly

Met

155

Lys

Leu

Ala

Gly

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

Asp

Gln

Thr

Tyr

140

Gly

Gly

Thr

Arg

Thr
220

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Met

Leu
125

Trp

Tyr

Arg

Leu

Trp

205

Thr

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Thr

110

Ser

Asn

Ile

Ile

Ser

190

His

Leu

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Leu

Leu

Trp

Thr

Thr

175

Ser

Tyr

Thr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

Lys

Thr

Ile

Tyr

160

Ile

Val

Gly

Val



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> A44-hv13 LC2 x HC5b

<400> 121

Asp Ile Lys Met
1

Asp Arg Val Thr
20

Leu Ser Trp Leu
35

Tyr Arg Ala Gln

Ser Gly Ser Gly

Glu Asp Leu Gly

Thr Phe Gly Gly
100

Glu Ser Gly Pro
115

Cys Thr Val Ser
130

Arg Gln Pro Pro
145

Ser Gly Ser Thr

Ser Arg Asp Thr
180

Thr Ala Ala Asp
195

Ser Pro Tyr Tyr
210

Ser Ser
225

<210> 122

<211> 226

Thr

Ile

Gln

Arg

Gln

Ile

85

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

165

Ser

Thr

Phe

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Leu

Asp

Lys

150

Tyr

Lys

Ala

Asp

Ser

Cys

Lys

val
55

Tyr

Tyr

Lys

vVal

Ser

135

Gly

Asn

Asn

val

Tyr
215

ES 2770507 T3

Pro

Lys

Pro

40

Glu

Ser

Cys

Leu

Lys

120

Met

Leu

Pro

Gln

Tyr

200

Trp

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Pro

Thr

Glu

Ser

Tyr

185

Tyr

Gly

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Asn

Tyr

Leu

170

Ser

Cys

Gln

147

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Gly

Met

155

Lys

Leu

Ala

Gly

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

Asp

Gln

Thr

Tyr

140

Gly

Ser

Lys

Arg

Thr
220

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Met

Leu
125

Trp

Tyr

Arg

Leu

Trp

205

Leu

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Gln

110

Ser

Asn

Ile

Ile

Ser

190

His

Val

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Leu

Leu

Trp

Thr

Thr

175

Ser

Tyr

Thr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Gln

Thr

Ile

Tyr

160

Ile

Val

Gly

Val



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> A44-hv14 LC4 x HC5b

<400> 122

Asp Ile Lys

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Glu

Cys

Arg

145

Ser

Ser

Thr

Ser

Ser
225

Arg

Ser

Arg

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Thr

130

Gln

Gly

Arg

Ala

Pro

210

Ser

Vval

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

Gly

115

Val

Pro

Ser

Asp

Ala

195

Tyr

<210> 123

Met

Thr
20

Leu

Gln

Gly

Ala

Gly

100

Pro

Ser

Pro

Thr

Thr

180

Asp

Tyr

Thr

Ile

Gln

Arg

Gln

Thr

85

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

165

Ser

Thr

Phe

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Leu

Asp

Lys

150

Tyr

Lys

Ala

Asp

ES 2770507 T3

Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

10

15

Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

val

Ser

135

Gly

Asn

Asn

Val

Tyr
215

25

Pro Gly Lys

40

Glu

Ser

Cys

Leu

Lys

120

Met

Leu

Pro

Gln

Tyr

200

Trp

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Pro

Thr

Glu

Ser

Tyr

185

Tyr

Gly

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Asn

Tyr

Leu

170

Ser

Cys

Gln

148

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Gly

Met

155

Lys

Leu

Ala

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Gln

Thr

Tyr

140

Gly

Ser

Lys

Arg

Thr
220

30

Lys Thr Leu Ile

45

Arg

Ser

Glu

Met

Leu

125

Trp

Tyr

Arg

Leu

Trp

205

Leu

Phe

Leu

Phe

Gln

110

Ser

Asn

Ile

Ile

Ser

190

His

Val

Ser

Gln

Pro

95

Leu

Leu

Trp

Thr

Thr

175

Ser

Tyr

Thr

Gly

Pro

80

Pro

Gln

Thr

Ile

Tyr

160

Ile

val

Gly

Val



10

15

20

<211> 255

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HC1a
<400> 123

gagatgaccc
acctgcagceg
cccggcaagg
cccagcectga
accctgtcca
<210> 124

<211> 255

<212> ADN

tgaaagagtc
tgaccggcga
ccctegagta
agggccggat

gcgtg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HC1b

<400> 124

gagatgcagc
acctgcagcg
cccggcaagg
cccagectga

aagctgtcca

<210> 125
<211> 255

<212> ADN

tgcaggaaag
tgaccggcega
gcctegagta
agggccggat

gcgtg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HC2a

<400> 125

ES 2770507 T3

cggcecccace
cagcatgacc
catgggctac

cagcatcacc

cggccctgge
cagcatgacc
catgggctac

cagcatcacc

ctggtcaaac ccacccagac cctgagectg
aacggctact ggaactggat ccggaagttc
atcacctaca gcggcagcac ctactacaac

cggaacacca gcaagaacca gtactacctg

ctggtcaaac ccagcgagac actgagcctg
aacggctact ggaactggat ccggaagttc
atcacctaca gcggcagcac ctactacaac

cggaacacca gcaagaacca gtactacctg

149

60

120

180

240

255

60

120

180

240

255



10

15

20

gagatgaccc
acctgcagceg
cccggcaagg
cccagcctga

accctgtcca

<210> 126

<211> 255

<212> ADN

ES 2770507 T3

tgaaagagtc cggccccacce
tgaccggcga gagcatgacce

ccctecgagta catgggcectac

agggccggat

gcgtg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HC2b

<400> 126

gagatgaccc
acctgcagcg
cccggcaagg
cccagcectga

accctgtcecca

<210> 127

<211> 255

<212> ADN

tgaaagagtc
tgaccggcga
ccectegagta
agggccggat

gcgtg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>HC3

<400> 127

cagatgaccc
acctgcagceg
cccggcaagg
cccagcctga

accctgagca

<210> 128

<211> 255

<212> ADN

tgaaagagtc
tgtceggega
ccctecgagta
agggccggat

gcgtg

<213> Secuencia artificial

<220>

cagcatcacc

cggccccace
cagcatgacc

catgggctac

cagcatcacc

cggcccecace
cagcatgacc
catgggctac

caccatcacc

ctggtcaaac ccacccagac
cagggctact ggaactggat
atcacctaca gcggcagcac

cggcagacca gcaagaacca

ctggtcaaac ccacccagac
cagggctact ggaactggat

atcacctaca gcggcagcac

cggaacacca gcaagaacca

ctggtcaaac ccacccagac
aacggctact ggaactggat
atcacctaca gcggcagcac

cgggacacca gcaagaacca

150

cctgagectg
ccggaagtte
ctactacaac

gtactacctg

cctgagcectg
ccggaagtte

ctactacaac

gtactacctg

cctgagectg
ccggcagtte
ctactacaac

gtactacctg

60

120

180

240

255

60

120

180

240

255

60

120

180

240

255



10

15

20

<223> HC4

<400> 128

cagatgaccc
acctgcagcg
cccggcaagg
cccagcectga

accctgagca

<210> 129

<211> 255

<212> ADN

tgaaagagtc
tgtccggega
ccctcgagta
agggccggat

gcgtg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HC5a

<400> 129

caggtgcagc
acctgcaccg
cctggcaagg

cccagcectga
aagctgagca
<210> 130
<211> 255

<212> ADN

tgcaggaaag
tgtceggega
gcctcegagta

agtcccggat

gcgtg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HC5b
<400> 130
cagatgcagc
acctgcaccg
cctggcaagg
cccagcctga
aagctgagca
<210> 131

<211> 255

tgcaggaaag
tgtccggega
gcctecgagta
agtcccggat

gcgtg

ES 2770507 T3

cggccccace
gagcatgacc
catgggctac

caccatcacc

cggccctgge
cagcatgacce
catgggctac

caccatcage

cggccctgge
cagcatgacc
catgggctac

caccatcagc

ctggtcaaac ccacccagac
cagggctact ggaactggat
atcacctaca gcggcagcac

cggcagacca gcaagaacca

ctggtcaaac ccagcgagac
aacggctact ggaactggat
atcacctaca gcggcagcac

cggaacacca gcaagaacca

ctggtcaaac ccagcgagac
aacggctact ggaactggat
atcacctaca gcggcagcac

cgggacacca gcaagaacca

151

cctgagectg
ccggcagtte
ctactacaac

gtactacctg

actgagcctg
cecggcagecee
ctactacaac

gtacagccectg

actgagcctg
ccggcagece
ctactacaac

gtacagcctg

60

120

180

240

255

60

120

180

240

255

60

120

180

240

255



10

15

20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HC5¢

<400> 131
cagatgcagc
acctgcgceca
cccagcagag
gtgtcecgtga
cagctgagca
<210> 132
<211> 255

<212> ADN

tgcagcagag
tcagcggcega
gcctcgagta
agtcccggat

gcgtg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>LC1a
<400> 132
gacatcaaga
atcacatgca
ggcaagagcece
agattttccg
gaggacctgg
<210> 133
<211> 255

<212> ADN

ES 2770507 T3

cggccctgge
cagcatgacc
catgggctac

caccatcaac

ctggtcaaac ccagccagac
aacggctact ggaactggat
atcacctaca gcggcagcac

cgggacacca gcaagaacca

tgacccagag ccccagcagce ctgagcgcca gcgtgggega

aggccagcca ggacatcaac agctacctga

ccaagaccct gatctaccgg gccaaccgca gcgtggacgg

gcagcggcag cggccaggac tacagcctga ccatcagcag

gcatce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>LC1b

<400> 133

gacatcaaga
atcacatgca
ggccagtceccece
agattttccg

atggacgagg

cctgagectg
ccggcagagce
ctactacgcce

gtacagcctg

cagagtgacc

gctggctgca gcagaagccce

cgtgccaagce

cctgcagecce

tgacccagag ccccagcage gtgtcegtgt ctcctggeca gaccgtgacce

aggccagcca ggacatcaac agctacctga gctggectgca gcagaagcecce

ccaagaccct gatctaccgg gccaaccgca gecgtggacgg cgtgccaage

gcagcggcag cggccaggac tacagcctga ccatcagcag cctgcaggec

gcatce

152

60

120

180

240

255

60

120

180

240

255

60

120

180

240

255
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<210> 134

<211> 255

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>LC2

<400> 134

gacatcaaga tgacccagag ccccagcagc ctgagcgcca
atcacatgca aggccagcca ggacatcaac agctacctga
ggcaagagcc ccaagaccct gatctaccgg gcccagcecgga

agattcagcg gcagcggctce cggccaggac tacagcecctga

gaggacctgg gcatc

<210> 135

<211> 255

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>LC3

<400> 135

gacatcaaga tgacccagag ccccagcagc ctgagcgcca
atcacatgca aggccagcca ggacatcaac agctacctga
ggcaagagcc ccaagaccct gatctaccgg gccaaccgca

agattttccg gcagcggcag cggccaggac tacagcctga

gaggacctgg ccacce

<210> 136

<211> 255

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>LC4

<400> 136

ES 2770507 T3

153

gcgtgggega cagagtgacce
gctggetgea gcagaagece
gcgtggaagg cgtgccaagce

ccatcagcag cctgcagece

gcgtgggcga cagagtgacce
gctggctgeca gcagaageccce
gcgtggacgg cgtgccaage

ccatcagcag cctgcagceccce

60

120

180

240

255

60

120

180

240

255
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gacatcaaga
atcacatgca
ggcaagagcc
agattcagcg
gaggacctgg

<210> 137

<211> 255

<212> ADN

tgacccagag ccccagcagce ctgagcgcca
aggccagcca ggacatcaac agctacctga
ccaagaccct gatctaccgg gcccagegga

gcagcggctc cggccaggac tacagcctga

ccace

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LCha

<400> 137

gacatccaga
atcacatgca
ggcaaggccc
agattttccg

gaggatatcg

<210> 138

<211> 255

<212> ADN

tgacccagag ccccagcagce ctgagcgcca
aggccagcca ggacatcaac agctacctga
ccaagctget gatctaccgg gccaaccgca

gcagcggctc cggcaccgac tacaccttca

ccace

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>LC5b

<400> 138

gacatccaga
atcacatgca
ggcaaggccc
agattttcceg

gaggatatcg

<210> 139
<211> 255

<212> ADN

tgacccagag ccccagcagce ctgagcgcecca
aggccagcca ggacatcaac agctacctga
ccaagaccct gatctaccgg gccaaccgca

gcagcggcag cggccaggac tacaccttca

ccacc

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2770507 T3

154

gcgtgggcga cagagtgacce
gctggctgeca gcagaageccce
gcgtggaagg cgtgccaage

ccatcagcag cctgcagceccce

gcgtgggega cagagtgacc
gctggctgca gcagaagccc
gcgtggacgg cgtgccaage

ccatcagcag cctgcagceccce

gcgtgggecga cagagtgacce
gctggctgeca gcagaagecce
gcgtggacgg cgtgccaage

ccatcagcag cctgcagecce

60

120

180

240

255

60

120

180

240

255

60

120

180

240

255
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<223> LC5¢c
<400> 139
gagatcgtga tgacccagag ccccgccacce ctgtctctga gccctggecga gagagccacce 60
ctgagctgeca aggccagecca ggacatcaac agectacctga getggetgeca gcagaagece 120
ggccaggccc ccagaaccct gatctaccgg gccaacagaa gcgtggacgg catccccgcece 180
agattcagcg gcagcggctc cggccaggac tacaccctga ccatcagcag cctggaacce 240
gaggacttcg cecgtg 255
<210> 140
<211>119
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> mA44 VH

<400> 140

Glu Met Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly
20 25 30

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Lys Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Tyr Met
35 40 45

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Gly Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asn Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu

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

Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 141
<211>107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

155
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<223> mA44 VL

<400> 141

Asp Ile Lys Met Thr Gln
1 5

Glu Arg Val Thr Ile Thr
20

Leu Ser Trp Leu Gln Gln

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser

Ser Gly Ser Gly Gln Asp

Glu Asp Met Gly Ile Tyr

Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 142

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mA44 VL

<400> 142
Asp Ile Lys Met Thr Gln
1 5

Glu Arg Val Thr Ile Thr
20

Leu Ser Trp Leu Gln Gln
35

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser
50

Ser Gly Ser Gly Gln Asp
65 70

Glu Asp Met Gly Ile Tyr
85

Ser

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Val

55

Tyr

Tyr

ES 2770507 T3

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

Ile

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

156

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Tyr

Asp

Pro

Ser

Ser

Asp

Tyr

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Leu

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

Leu

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Tyr

80

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

Tyr

80

Pro
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Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala

100

Pro Thr Val Ser Ile Phe
115

<210> 143

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> IGKV3-11-02_IGKJ4-0

<400> 143

Glu Ile Val Leu Thr Gln
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg
50

Ser Gly Ser Gly Arg Asp
65 70

Glu Asp Phe Ala Vval Tyr
85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 144
<211>123
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

val

105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

<223> IGHV6-1-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02

<400> 144

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

110

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln

1 5

10

15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asn
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Ser Ala

Trp Leu
50

Val Ser

65

Gln Phe

Tyr Tyr

Trp Gly

Ala

35

Gly

val

Ser

Cys

Gln
115

<210> 145

<211>3

<212> PRT

20

Trp

Arg

Lys

Leu

Ala

100

Gly

Asn

Thr

Ser

Gln

85

Arg

Thr

Trp

Tyr

Arg

70

Leu

Gly

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 145

Arg Ala Gln

1

<210> 146

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 146

ES 2770507 T3

Ile Arg
40

Tyr Arg

55

Ile Thr

Asn Ser

Tyr Ser

Val Thr
120

Gly Glu Ser Met Thr Gln Gly Tyr

1

<210> 147

<211>8

<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

25

Gln

Ser

Ile

val

Ser

105

val

Ser

Lys

Asn

Thr

90

Ser

Ser

158

Pro

Trp

Pro

75

Pro

Trp

Ser

Ser

Tyr

60

Asp

Glu

Tyr

Arg

45

Asn

Thr

Asp

Tyr

30

Gly

Asp

Ser

Thr

Phe
110

Leu

Tyr

Lys

Ala

95

Asp

Glu

Ala

Asn

80

Val

Tyr



<220>

<223> Sintética

<400> 147

ES 2770507 T3

Gly Asp Ser Met Thr Gln Gly Tyr

1

5
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente al inhibidor de los activadores del plasminégeno
tipo 1 (PAI-1), que comprende:

(a) regiones estructurales de cadena pesada y una region variable de cadena pesada, comprendiendo la regién
variable de cadena pesada una regién CDR1 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 34, una regiéon CDR2
de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 33, y una regién CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID
NO: 32, y una estructural de cadena ligera y una region variable de cadena ligera, comprendiendo la region variable
de cadena ligera una regién CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 37, una regién CDR2 de cadena
ligera que comprende SEQ ID NO: 145, y una regiéon CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 35; 0

(b) una regién estructural de cadena pesada y una region variable de cadena pesada, comprendiendo la regién
variable de cadena pesada una regién CDR1 de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 34, una regién CDR2
de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 33, y una regién CDR3 de cadena pesada que comprende SEQ ID
NO: 32, y una regién estructural de cadena ligera y una region variable de cadena ligera, comprendiendo la regién
variable de cadena ligera una region CDR1 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 37, una regién CDR2 de
cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 36, y una region CDR3 de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 35;
o

(c) una region estructural de cadena pesada y una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:
86, y una regioén estructural de cadena ligera y una region variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 93;
o}

(d) una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 82, o un
fragmento de unidn a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 91, o un fragmento de unién a antigeno de la misma; o

(e) una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 83, o un
fragmento de unidn a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 92, o fragmento de unién a antigeno de la misma; o

(f) una cadena pesada que tiene una regién variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 84, o un
fragmento de unién a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 93, o fragmento de unién a antigeno de la misma; o

(9) una cadena pesada que tiene una regién variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 85, o
fragmento de unidn a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 91, o fragmento de unién a antigeno de la misma; o

(h) una cadena pesada que tiene una regién variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 85, o
fragmento de unién a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 93, o fragmento de unién a antigeno de la misma; o

(i) una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 86, o fragmento
de unién a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que comprende
SEQ ID NO: 94, o fragmento de unién a antigeno de la misma; o

(j) una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 87, o fragmento
de unién a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una region variable de cadena ligera que comprende
SEQ ID NO: 95, o fragmento de unién a antigeno de la misma; o

(k) una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 88, o
fragmento de unién a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 96, o fragmento de unién a antigeno de la misma; o

() una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 89, o fragmento
de unién a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una region variable de cadena ligera que comprende
SEQ ID NO: 97, o fragmento de unién a antigeno de la misma; o

(m) una cadena pesada que tiene una regién variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 90, o
fragmento de unidn a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 98, o fragmento de unién a antigeno de la misma; o

(n) una cadena pesada que tiene una regién variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 86, o

fragmento de unién a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 95, o fragmento de unién a antigeno de la misma; u
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(o) una cadena pesada que tiene una regién variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 89, o
fragmento de unién a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 93, o fragmento de unién a antigeno de la misma; o

(p) una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 89, o
fragmento de unidn a antigeno de la misma, y una cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 95, o fragmento de unién a antigeno de la misma; o

(9) una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 6, y una
cadena ligera que tiene una regién variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 7

2. El anticuerpo contra PAI-1 de la reivindicacion 1, para uso en el tratamiento de fibrosis, fibrosis cutanea,
esclerosis sistémica, fibrosis pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica, enfermedad pulmonar intersticial, enfermedad
pulmonar crénica, fibrosis hepatica, fibrosis renal, enfermedad renal cronica, trombosis, trombosis venosa y arterial,
trombosis de venas profundas, isquemia de miembros periféricos, trombosis de coagulacién intravascular
diseminada, accidente cerebrovascular isquémico agudo con y sin trombdlisis, o restenosis de endoprétesis
vascular.

3. El anticuerpo contra PAI-1 para el uso de la reivindicacién 2, en el que el anticuerpo contra PAI-1 se administra a
un paciente por via oral, parenteral mediante una disolucién inyectable, por inhalacién, o por via tépica.
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Efecto del anticuerpo anti-PAI-1 A44V11 sobre la restauraciéon
de la lisis de coagulos
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Efecto del isotipo 1IgG1 sobre |la restauracion de la

lisis de coagulos
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Efecto del anticuerpo anti-PAlI APG nativo y

humanizado sobre la restauracion de la lisis del coagulo
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