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(54) Metode de tratament al hiperlipidemiei cu un inhibitor al ANGPTLS si un

inhibitor al ANGPTL3
(57) Rezumat:
1

Prezenta inventic se referd la metode
pentru tratarea pacientilor care suferd de
hiperlipidemie, in care pacientul nu rispunde
la terapia standard care modifica lipidele, este
controlatd inadecvat sau este intolerantid la
asemenea tratament. Metodele inventiei
asigurd reducerea, cel putin, a unui parametru
lipidic la pacient prin administrarea unei
cantitti terapeutic eficiente de un anticorp sau
de un fragment de legare la antigen al acestuia,

2
care se¢ leagd in mod specific la proteina 8
aseminitoare angiopoictinei (ANGPTLS) in
combinatie cu o cantitate terapeutic eficientd.
de un anticorp care se leagd in mod specific la
proteina 3 aseminitoare  angiopoictinei
(ANGPTL3). Combinafia unui anticorp anti-
ANGPTLS cu un anticorp anti-ANGPTL3 este
utild in tratarea unor asa boli, cum ar fi
hipercolesterolemia, inclusiv
hipercolesterolemia familiald (FH), atat heFH




cat si hoFH, precum si hiperlipidemia,
hiperlipoproteinemia si dislipidemia, inclusiv
hipertrigliceridemia, chilomicronemia si pentru
a preveni sau trata boli sau tulburdri, pentru
care metabolismul anormal al lipidelor este un
factor de risc, cum ar fi bolile cardiovasculare.
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(54) Methods for treating hyperlipidemia with an angptl8 inhibitor and an

angptl3 inhibitor
(57) Abstract:

1

The present invention provides methods
for treating patients suffering from
hyperlipidemia, wherein the patient is non-
responsive to, inadequately controlled by, or
intolerant to treatment with a standard lipid
modifying therapy. The methods of the
invention provide for lowering at least one
lipid parameter in the patient by administering
a therapeutically effective amount of an
antibody or antigen-binding fragment thereof
that specifically binds to angiopoietin-like
protein 8 (ANGPTLS8) in combination with a
therapeutically effective amount of an antibody
that specifically binds to angiopoietin-like
protein 3 (ANGPTL3). The combination of an
anti-ANGPTL8 antibody with an anti-
ANGPTL3 antibody is useful in treating
diseases such as  hypercholesterolemia,
including familial hypercholesterolemia (FH),

2
both heFH and hoFH, as well as
hyperlipidemia, hyperlipoproteinemia and

dyslipidemia, including hypertriglyceridemia,
chylomicronemia, and to prevent or treat
diseases or disorders, for which abnormal lipid
metabolism is a risk factor, such as
cardiovascular diseases.

Sequences: 19
Claims: 10
Fig.: 6
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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la domeniul tratamentelor terapeutice ale bolilor si tulburdrilor,
care sunt asociate cu niveluri crescute de lipide si lipoproteine. Mai specific, inventia se referd la
utilizarea unui inhibitor al proteinei asemdndtoare angiopoietinei 8 (ANGPTLS) in combinatie cu
un inhibitor al proteinei asemandtoare angiopoictinei 3 (ANGPTL3) pentru a trata pacientii cu
hipercolesterolemie si afectiuni conexe.

FUNDAL

Hiperlipidemia este un termen general care cuprinde boli si tulburdri caracterizata prin sau
asociatd cu niveluri crescute de lipide si / sau lipoproteine din sange. Hiperlipidemiile includ
hipercolesterolemie, hipertrigliceridemie, hiperlipidemie combinati si lipoproteind crescuti a (Lp
(a)). O forma speciald predominanta de hiperlipidemie la multe populatii este hipercolesterolemia.

Hipercolesterolemia, in special o crestere a nivelului de colesterol cu lipoproteine cu
densitate micd (LDL) (LDL-C), constituie un risc major pentru dezvoltarea aterosclerozei si a
bolilor coronariene (CHD) (Sharrett si colab., 2001, Circulation 104: 1 108 -1 1 13). Colesterolul
cu lipoproteine cu densitate scizutd este identificat ca finta principald a terapiei de scidere a
colesterolului si este acceptat ca obiectiv terapeutic valid surogat. Numeroase studii au demonstrat
cd reducerea nivelului LDL-C reduce riscul de CHD cu o relatie directd puternica intre nivelurile
LDL-C si evenimentele CHD; pentru fiecare 1 mmol / L (-40 img / dL) reducerea LDL-C,
mortalitatea si morbiditatea bolilor cardiovasculare (BCV) este redusd cu 22%. Reduceri mai mari
ale LDL-C produc o reducere mai mare a evenimentelor, iar datele comparative ale tratamentului
intensiv cu statine standard sugereaza cd, cu cat nivelul LDL-C este mai mic, cu atat este mai mare
beneficiul la pacientii cu risc cardiovascular foarte mare (CV).

Hipercolesterolemia familiald (FH) este o tulburare mostenitd a metabolismului lipidic care
predispune o persoand la boli cardiovasculare severe premature (BCV) (Kolansky si colab.,
(2008), Am J Cardiology, 102 (1 1): 1438-1443). FH poate fi fic o boald autosomald dominanta,
fie 0 boald autosomald recesivd care rezultd din mutatii ale receptorului de lipoproteine cu
densitate micd (LDLR), sau in cel putin 3 gene diferite care codificd proteinele implicate in
clearance-ul hepatic al LDL-C poate provoca FH. Exemple de astfel de defecte includ mutatii in
gena care codificd receptorul LDL (LDLR) care elimind LDL-C din circulatie si in gena pentru
apolipoproteina (Apo) B, care este proteina majord a particulei LDL. in toate cazurile, FH sc
caracterizeaza printr-o acumulare de LDL-C in plasma de la nastere si dezvoltarea ulterioard a
xantomelor tendinoase, xanthelmasme, ateromate si BCV. FH poate fi clasificat fie ca FH
heterozigot (heFH), fie ca FH homozigot (hoFH), in functie de faptul dacd individul are un defect
genetic intr-una (heterozigotd) sau ambele (homozigote) copii ale genei implicate.

Medicamentele actuale care scad LDL-C includ statine, inhibitori ai absorbfiei
colesterolului, fibrate, niacind si sechestranti ai acidului biliar. Statinele sunt un tratament prescris
terapii de scidere a lipidelor, mul{i pacien{i cu risc crescut nu reusesc sd-si atingd nivelul {intd
LDL-C tintd (Gitt si colab., 2010, Clin Res Cardiol 99 (1 1): 723-733). Pentru pacientii care inci
nu pot atinge nivelul tintd orientativ pentru LDL-C, in ciuda terapiei de modificare a lipidelor
(LMT), este uneori prescrisd indepdrtarea mecanicd a LDL-C prin afereza lipoproteicelor (de
exemplu, afereza LDL).

Cu toate acestea, pacientii care nu au obiectivul LDL-C in ciuda faptului cd au primit un
regim optimizat de LMT, ar beneficia foarte mult de terapii alternative de scidere a LDL-C sau
prin utilizarea unei combinatii de agenti terapeutici, cum ar fi agentii si regimurile descrise aici.

Fu si altii (2015) Scientific Reports, 5, 1-9 dezviluie generatia de 5 anticorpi lipasin
monoclonali, printre care unul care a redus nivelul triglliceridelor serice atunci cand a fost injectat
la soareci. Zhang (2016) Open biology, 6, 150272 revizuieste modelul ANGPTL3-4-8 ca un
mecanism molecular pentru traficul trigliceridelor.

SCURT REZUMAT AL INVENTIEI

Prezenta inventie prevede o cantitate eficientd terapeutic dintr-un inhibitor al proteinei
aseminitoare angiopoictinei 8 (ANGPTLS) pentru a fi utilizat intro metodad de tratare a unui
pacient cu hiperlipidemie in combinatie cu o cantitate eficientd terapeutic dintr-un inhibitor al
proteinei asemdndtoare angiopoietinei. 3 (ANGPTL3). Prezenta inventie prevede de asemenea o
cantitate eficientd terapeutic dintyr-un inhibitor al ANGPTL3 pentru utilizare intro metodd de
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tartare a unui pacient cu hiperlipidemie in combinatie cu o cantitate eficienta terapeutic dintr-un
inhibitor al ANGPTLS

Intr-o variantd de realizare, hiperlipidemia este hiperlipidemia familiald sau hiperlipidemia
dobandita.

Intr-un exemplu de realizare, hiperlipidemia este selectatd din grupul constind din
hiperlipoproteinemie, hipercolesterolemie, hipertrigliceridemie sau hipercilomicronemie.

Intr-o varianta de realizare, hiperlipidemia familiala este hipercolesterolemia selectatd din
grupul constdnd in hipercolesterolemie familiald heterozigotd (HeFH) si hipercolesterolemie
familiald homozigotd (HoFH).

Intr-un exemplu de realizare, hiperlipidemia dobinditad este rezultatul consumului excesiv
de alcool, obezitdtii, efectelor secundare ale medicamentelor (de exemplu, hormoni sau steroizi),
diabet, boli de rinichi, glanda tiroida subactiva sau sarcin.

In inventie, inhibitorul ANGPTLS este un anticorp sau un fragment al acestuia care leagd
antigenul, care se leaga in mod specific la ANGPTLS.

Intr-un aspect al dezvaluirii, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia care
se leagd in mod specific la ANGPTLS cuprinde regiunile de determinare a complementaritifii
(CDR) ale unei variabile a lanfului greu (HCVR) avand secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 1
st CDR-urile unui regiunea variabila a lantului usor (LCVR) din SECV ID NR: 5.

In inventie, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia care se leagd in mod
specific la ANGPTLS8 cuprinde un lant greu CDR1 (HCDR1) avind secventa de aminoacizi din
SECV ID NR: 2, un HCDR2 avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR. 3, a HCDR3 avand
secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 4, un lan{ usor CDR1 (LCDRI) avind secventa de
aminoacizi din SECV ID NR: 6, un LCDR?2 avand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR: 7 si
un LCDR3 avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 8.

Intr-o varianti de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia care
se leagd in mod specific la ANGPTL8 cuprinde un HCVR avand secventa de aminoacizi din
SECV ID NR: 1 si un LCVR avand secventfa de aminoacizi din SECV ID NR: 5.

Intr-o variantd de realizare, anticorpul ANGPTLS este administrat pacientului subcutanat
sau intravenos.

Intr-o variantd de realizare, inhibitorul ANGPTL3 este un anticorp sau un fragment al
acestuia care leaga antigenul, care se leaga in mod specific la ANGPTLS3.

Intr-o variantd, anticorpul ANGPTL3 este evinacumab.

Intr-un aspect al dezvaluirii, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia care
se leagd in mod specific la ANGPTL3 cuprinde regiunile de determinare a complementarititii
(CDR) ale unei variabile a lantului greu (HCVR) avind secventa de aminoacizi a SECV ID NR:
10 si CDR-urile unui regiunea variabild a lantului usor (LCVR) din SECV ID NR: 14.

In inventie, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia care se leagd in mod
specific la ANGTL3 cuprinde un lant greu CDR1 (HCDRI1) avind secventa de aminoacizi din
SECV ID NR: 11, un HCDR2 avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR:12, un HCDR3
avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 13, un lant usor CDR1 (LCDRI1) avand secventa
de aminoacizi din SECV ID NR: 15, un LCDR2 avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR:
16, st un LCDR3 avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 17.

Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia care
se leagd In mod specific la ANGPTL3 cuprinde un HCVR avind secventa de aminoacizi din
SECV ID NR: 10 si un LCVR avand secven{a de aminoacizi din SECV ID NR: 14.

Intr-o varianti de realizare, anticorpul ANGPTL3 este administrat pacientului

subcutanat sau intravenos.

Inventia prevede de asemenea metode de reducere a nivelului a cel putin unui parametru
lipidic 1a un pacient care suferd de o tulburare sau afectiune caracterizatd parfial de niveluri
crescute de lipide sau lipoproteine, metoda cuprinzand administrarea la pacient a unui efect
terapeutic eficient. cantitate dintr-o combinatie de inhibitor de proteind asemdndtoare
angiopoietinei 8 (ANGPTLS8) si un inhibitor de proteind asemdndtoare angiopoietinei 3
(ANGPTL3).

Intr-un aspect, tulburarea sau starea este hiperlipidemie selectatd din grupul constand din
hiperlipidemie familiala si hiperlipidemie dobandita.

Intr-un aspect, tulburareca sau starea este hiperlipidemia selectatd din grupul constand din
hiperlipoproteinemie, hipercolesterolemie, hipertrigliceridemie sauhipercilomicronemie.

Intr-un aspect, hiperlipidemia familiald este hipercolesterolemia selectati din grupul
constind din hipercolesterolemie familiald heterozigotd (HeFH) si hipercolesterolemie familiald
homozigotd (HoFH).
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Intr-un aspect, hiperlipidemia dobinditd este rezultatul consumului excesiv de alcool,
obezitdtii, efectelor secundare ale medicamentelor (de exemplu, hormoni sau steroizi), diabet, boli
de rinichi, glanda tiroidd subactiva sau sarcind.

Intr-un aspect, hipertrigliceridemia tratabild prin metodele inventiei include hiperlipidemie
combinatd  familiald, disbetalipoproteinemie  familiald, familiald hipertrigliceridemie,
chilomicronemie severa si deficit familial de lipoproteine lipaza.

Intr-un aspect, inhibitorul ANGPTLS este un anticorp sau un fragment al acestuia care
leagd antigenul, care se leagd in mod specific la ANGPTLS.

Intr-un aspect, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia care se leagd in
mod specific la ANGPTLS cuprinde regiunile de determinare a complementarititii (CDR) ale unei
variabile a lanfului greu (HCVR) avand secven{a de aminoacizi a SECV ID NR: 1 si CDR-urile
unui regiunea variabild a lantului usor (LCVR) din SECV ID NR: 5.

Intr-un aspect, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia care se leagd in
mod specific la ANGPTLS cuprinde un lant greu CDR1 (HCDR1) avand secventa de aminoacizi
din SECV ID NR: 2, un HCDR2 avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR. 3, a HCDR3
avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 4, un lant usor CDR1 (LCDRI1) avind secventa
de aminoacizi din SECV ID NR: 6, un LCDR2 avand secvent{a de aminoacizi din SECV. ID NR: 7
st un LCDR3 avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 8.

Intr-un aspect, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia care se leagd in
mod specific la ANGPTLS cuprinde un HCVR avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 1
si un LCVR avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 5.

Intr-un aspect, anticorpul ANGPTLS este administrat pacientului subcutanat sau intravenos.

Intr-un aspect, inhibitorul ANGPTL3 este un anticorp sau un fragment al acestuia care
leagd antigenul, care se leagd in mod specific la ANGPTLS3.

Intr-un aspect, anticorpul ANGPTL3 este evinacumab.

Intr-un aspect, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia care se leagd in
mod specific la ANGPTL3 cuprinde regiunile de determinare a complementarititii (CDR) ale unei
variabile a lanfului greu (HCVR) avand secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 10 si CDR-urile
unui regiunea variabila a lantului usor (LCVR) din SECV ID NR: 14.

Intr-un aspect, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia care se leagd in
mod specific la ANGTL3 cuprinde un lant greu CDR1 (HCDRI1) avand secventa de aminoacizi
din SECV ID NR: 1 1, un HCDR2 avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR. : 12, un
HCDR3 avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 13, un lant usor CDR1 (LCDRI1) avand
secvent{a de aminoacizi din SECV ID NR: 15, un LCDR2 avand secven{a de aminoacizi din SECV
ID NR: 16, si un LCDR3 avand secven{a de aminoacizi din SECV ID NR: 17.

Intr-un aspect, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia care se leagd in
mod specific la ANGPTL3 cuprinde un HCVR avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR:
10 si un LCVR avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 14.

Intr-un aspect, anticorpul ANGPTL3 este administrat pacientului subcutanat sau intravenos.

Intr-o varianta de realizare a inventiei, inhibitorul ANGPTLS si inhibitorul ANGPTL3 sunt
administrati concomitent sau secvential.

Intr-o varianta de realizare a inventiei, inhibitorul ANGPTLS si inhibitorul ANGPTL3 sunt
administrati la concentratii eficiente terapeutic in compozitii farmaceutice separate sau sunt co-
formulate intr-o singurd compozitie farmaceutica.

In unele variante de realizare inventia se referd la tratarea hiperlipidemiei la pacientii care
nu raspund la, controlafi inadecvat de sau sunt intoleranti la tratamentul cu o terapie standard de
modificare a lipidelor. Metodele terapeutice au ca rezultat o scddere a nivelurilor serice de
lipoproteine la un interval normal si acceptabil si, ca atare, pot actiona pentru a reduce riscul de
aparitie a aterosclerozei sau a bolilor coronariene.

Intr-o variantd de realizare, inventia oferd o metodd de tratare a unui pacient care suferd de
hipercolesterolemie, in care pacientul nu rdspunde la, nu este controlat adecvat sau este intolerant
la tratamentul cu o terapie standard de modificare a lipidelor, metoda care cuprinde tratarea
pacientului cu o combinatiec a unui inhibitor al proteinei asemdndtoare angiopoietinei 8
(ANGPTLS) si a unui inhibitor al proteinei asemanatoare angiopoietinei 3 (ANGPTL3).

Intr-o varianta de realizare, inventia prevede administrarea uneia sau mai multor doze de
inhibitor ANGPTLS in combinatie cu una sau mai multe doze de inhibitor ANGPTL3 unui pacient
care este tratat sau a fost tratat cu o terapie standard de modificare a lipidelor, dar nu a rispuns la o
astfel de terapie. Administrarea unei combinafii a unui inhibitor ANGPTL8 cu un inhibitor
ANGPTL3 la pacient are ca rezultat sciderea nivelului a cel putin unei lipoproteine din serul
pacientului si, prin urmare, reduce sau elimind necesitatea tratamentului cu terapia standard de
scidere a lipidelor de citre pacient.
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Inventia poate cuprinde selectarea unui pacient cu hipercolesterolemie care este tratat sau a
fost tratat cu o terapie standard de sciddere a lipidelor si care nu este receptiv, controlat inadecvat
de sau este intolerant la o astfel de terapie si administrarea uneia sau mai multor doze de anticorp
ANGPTLS in combinatie cu una sau mai multe doze de anticorp ANGPTL3 la pacient, scdzand
astfel nivelul a cel pufin unei lipoproteine din serul pacientului si in consecintd inlocuind utilizarea
modificarii standard a lipidelor terapie cu terapia combinatd a unui anticorp ANGPTLS plus un
anticorp ANGPTL3 pentru a atinge un nivel tinta de lipoproteine.

Pacientii care sunt tratati sau tratabili prin metodele prezentei inventii includ, de exemplu,
pacienti cu hipercolesterolemie, inclusiv pacienti cu hipercolesterolemie familiald (FH). in
anumite variante de realizare, pacienfii care sunt tratati sau tratabili prin metodele prezentei
inventii sunt pacienti cdrora li se diagnosticeaza (sau se stie ci au), FH homozigot (hoFH) sau FH
heterozigot (heFH) sau cu risc de dezvoltare anormald. niveluri ridicate de lipide si / sau
lipoproteine asociate cu FH homozigot (hoFH) sau FH heterozigot (heFH).

Prezenta inventie oferd, de asemenea, compozitii farmaceutice cuprinzand un inhibitor
ANGPTLS si un inhibitor ANGPTL3 pentru utilizare in tratarea unui pacient care nu raspunde la,
controlat inadecvat de sau este intolerant la tratamentul cu o terapic standard de modificare a
lipidelor, cum ar fi o statind. Statina poate fi selectatd din grupul format din atorvastatini
(LIPITOR®), pitavastatind (LIVALO®), lovastatini (MEVACOR®), simvastatini (ZOCOR®),
pravastatind (PRAVACHOL®) fluvastatind (LESCOL®) si rosuvastatind (CRESTOR®). Alti
agenti standard de scddere a lipidelor care pot fi utilizati la pacientii care suferd de
hipercolesterolemie includ, dar nu se limiteaza la, fibrate, niacini, sechestranti ai acidului biliar,
ezetimib (ZETIA®), lomitapidid (JUXTAPID®), fitosteroli, orlistat (XENICAL®) .

[0049] Exemple de inhibitori ANGPTLS sau inhibitori ANGPTL3 care pot fi utilizati in
contextul metodelor prezentei inventii includ, de exemplu, anticorpi anti-ANGPTLS sau anti-
ANGPTL3, inhibitori de molecule mici si pe baza de schele, adicd molecule care leagi ANGPTLS
sau molecule care leagd ANGPTL3.

In anumite variante de realizare, se prevede ci utilizarea combinatici dintre Inhibitorul
ANGPTLS cu inhibitorul ANGPTL3 poate fi suficient de eficient la scdderea nivelului seric al
lipidelor si / sau lipoproteinelor, astfel incat doza tratamentului standard de modificare a lipidelor
poate fi redusd pentru a elimina orice efect nefavorabil sau poate fi eliminati cu totul.

In inventie, administrarea anticorpului ANGPTLS in combinatie cu anticorpul ANGPTL3
are ca rezultat un efect aditiv asupra sciderii nivelului sanguin al trigliceridelor si al colesterolului
total.

Intr-un aspect al dezviluirii, administrarea anticorpului ANGPTLS in combinatie cu
anticorpul ANGPTL3 are ca rezultat un efect sinergic asupra scidderii nivelului sanguin al
trigliceridelor si al colesterolului total.

Administrarea anticorpului ANGPTLS in combinatic cu anticorpul ANGPTL3 are ca
rezultat sciderea unuia sau mai multora dintre urmétorii parametri:

(a) oreducere a nivelului seric al colesterolului total (TC); sau

(b) o reducere a trigliceridelor serice (TG);

in care reducerea (a) si / sau (b) sunt determinate in raport cu nivelul seric al TC al
pacientului sau cu nivelurile serice ale trigliceridelor inainte sau in momentul inifierii
tratamentului cu combinatia inhibitorului ANGPTLS si a inhibitorului ANGPTLS3 .

Intr-o variantd de realizare, inventia este directionatd citre o compozitie farmaceutici
pentru tratare unui pacient care suferd de hiperlipidemie, in care compozitia cuprinde o cantitate
eficientd terapeutic a unei combinatii a unui inhibitor al proteinei asemdndtoare angiopoietinei 8
(ANGPTLS8) asa cum este definit in revendiciri cu un inhibitor al proteinei asemdndtoare
angiopoietinei 3 (ANGPTL3) asa cum este definit in revendiciri. Alte variante ale prezentei
inventii vor deveni evidente dintr-o revizuire a descrierii detaliate care urmeaza.

SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Figura 1 prezinta efectul H4H1276S (denumit si evinacumab), un anticorp anti-ANGPTL3,
asupra nivelurilor de trigliceride la soareci ANGPTLS8 knockout (KO) sau la soareci de tip salbatic
(WT) in ziua 2 sau 8 dupa administrare.

Figura 2 prezinta efectul H4H1276S asupra nivelului total de colesterol la soareci knockout
ANGPTLS sau la soareci de tip silbatic in ziua 2 sau 8 dupa administrare.

Figura 3 prezintd efectul H4H1276S si H4H15341 P (denumit si H4H15341 ", un anticorp
anti-ANGPTLS) la nivelurile trigliceridelor la soarecii ANGPTLS umanizati in zilele 1, 4, 7 si 14
dupi administrare.

Figura 4 prezintd efectul H4H1276S si H4H15341 P (un anticorp anti-ANGPTLS) asupra
nivelului total de colesterol la soarecii ANGPTL8 umanizati in zilele 1, 4, 7 si 14 dupa
administrare.
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Figura 5 prezintd rezultatele cartografierii epitopului anticorpilor monoclonali anti-
ANGPTLS: PEPSCAN ELISA a fost efectuat pentru a examina legarea anticorpilor anti-
ANGPTLS de peptidele lungi de 15 aminoacizi cu 14 aminoacizi suprapuse, acoperind ANGPTLS
matur.

Figurile 6a, 6b, 6¢c, 6d, 6e si 6f prezintd inversarea anticorpilor ANGPTLS ANGPTL3:
inhibarea LPL mediatd de ANGPTLS prin interferenta sterici a LPL cu motivul inhibitor al
ANGPTLS. (Figura 6a) Secventa de aminoacizi ANGPTL8 (SECV ID NR: 19) care prezintd
epitopi a opt anticorpi monoclonali crescuti impotriva ANGPTL8 umani. (Figura 6b) trigliceridele
serice ale soarecilor ANGPTLS umanizati, cu 7 zile inainte (pre-sangerare) si la 2 zile dupd o
singurd injectie de 10 mg / ml din cei opt anticorpi monoclonali cu epitopi aritati in (Figura 6a).
(Figura 6¢) Activitatea LPL mdsuratd in mediul celular din celulele HEK283T co-transfectate cu
ANGPTL3 si ANGPTL8 au fost tratate cu concentrafie crescutd de anticorp blocant anti-
ANGPTLS (mAb7) sau anticorp de control. (Figura 6d) Test AlphalLISA pentru a determina
interactiunea dintre ANGPTL3 si ANGPTLS co-exprimate in celule CHO-K1 f&rd concentratii sau
crescande, fie de anticorp blocant anti-ANGPTL8 (mAb7), fie de anticorp martor. (Figura 6e)
Schema testului TR-FRET cu colorant donator la capatul N-terminal al ANGPTLS, 1angd motivul
sdu inhibitor, si anticorpi blocanti si neblocanti marcati cu colorant acceptor. (Figura 6f) Transferul
de energie misurat prin testul TR-FRET intre capdtul N-terminal marcat ANGPTLS si anticorpul
de control, anticorpul blocant anti-ANGPTLS8 (mADb7) sau anti-ANGPTLS8 non-blocant (mAb4) (n
= 3; *** p <0,0001). Experimentul a fost repetat de 3 ori cu rezultatul similar. Abrevieri: Bio,
biotind; SA, streptavidind, imAb, anticorp monoclonal; D, colorant donator; A, vopsea acceptor.

DESCRIEREA DETALIATA

Inainte ca prezenta inventie si fie descrisd, trebuie inteles ci aceastd inventie nu se
limiteazd la metode particulare si conditii experimentale descrise, deoarece astfel de metode si
conditii pot varia. De asemenea, trebuie si se inteleaga ci terminologia utilizata aici are scopul de
a descrie numai exemple de realizare particulare si nu este destinat a fi limitativa, deoarece scopul
prezentei inventii va fi limitat doar de revendicdrile anexate.

Cu exceptia cazului in care este definit altfel, to{i termenii tehnici si stiin{ifici utilizati aici
au aceeasl semnificatic pe care o infelege in mod obisnuit un specialist in domeniu caruia i
apartine aceastd inventie. Asa cum este utilizat aici, termenul "aproximativ", atunci cand este
utilizat in referintd la o anumitd valoare numerica recitatd, inseamnd cd valoarea poate varia de la
valoarea recitati cu cel mult 1%. De exemplu, asa cum este utilizat aici, expresia ,,aproximativ
100” include 99 si 101 si toate valorile intre ele (de exemplu, 99,1, 99,2, 99.3, 994 etc.).

Desi orice metode si materiale similare sau echivalente cu cele descrise aici pot fi utilizate
in practica prezentei inventii, metodele si materialele preferate sunt acum descrise. Toate
publicatiile mentionate aici sunt incorporate aici prin referin{d pentru a le descrie in intregime.

Metode pentru tratarea hiperlipidemiilor

Prezenta inventie se referd in general la metode si compozifii pentru reducerea nivelurilor
de lipoproteine, in special a trigliceridelor si a colesterolului total, la pacientii care suferd de
hiperlipidemie, prin administrarea unei combinatii a unui inhibitor de ANGPTLS cu un inhibitor
de ANGPTL3 unui pacient care are nevoie de o astfel de terapie. In anumite variante de realizare,
combinatia de inhibitori este utilizatd pentru a trata hipercolesterolemia sau hipertrigliceridemia, la
pacientii care nu raspund, sunt controlati in mod inadecvat sau sunt intoleranti la terapiile standard
de modificare a lipidelor (de exemplu, o statini). In anumite variante ale inventiei, tratamentul cu
un inhibitor ANGPTLS in combinatic cu un inhibitor ANGPTL3 poate servi la sciderca
nivelurilor de lipoproteine la acesti pacienti la un interval acceptabil, scdzand astfel riscul lor de
aparitic a aterosclerozei, accidentului vascular cerebral si a altor boli cardiovasculare. In anumite
variante de realizare, metodele descrise pot fi utilizate pentru a trata pacientii care suferd de
hipercolesterolemie, incluzind hipercolesterolemia familiald heterozigotd (heFH) si / sau
hipercolesterolemia familiald homozigotd (hoFH), in cazul in care acesti pacienti nu rdspund, sunt
controlati inadecvat de, sau intolerant la terapiile standard de modificare a lipidelor. In anumite
variante de realizare, metodele descrise pot fi utilizate pentru a trata pacienfii care suferd sau
prezintd risc de aparitie a aterosclerozei, a bolii coronariene, a diabetului, a obezitatii, a
pancreatitei sau a sindromului metabolic.

Asa cum este utilizat aici, termenul "lipoproteind" Inseamnd o particuld biomoleculara care
confine atat proteine, cat si lipide. Exemple de lipoproteine includ, de exemplu, lipoproteine cu
densitate micd (LDL), lipoproteine cu densitate mare (HDL), lipoproteine cu densitate foarte mica
(VLDL), lipoproteine cu densitate intermediara (IDL) si lipoproteine (a) (Lp (a)).

Prezenta inventie, conform anumitor exemple de realizare, include metode pentru tratarea
pacientilor care nu raspund la, sunt controlati in mod inadecvat sau sunt intoleranti la terapia
standard de modificare a lipidelor. Asa cum se foloseste aici, un anumit pacient care ,,nu raspunde



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3439689 T2 2021.12.31

la, nu este controlat in mod adecvat sau este intolerant la terapia standard de modificare a
lipidelor” este determinat de un medic, asistentul medicului, medicul de diagnosticare sau alt
profesionist medical pe baza nivelului de una sau mai multe lipoproteine (de exemplu, LDL-C si /
sau non-HDL-C) maisurate sau altfel detectate in serul pacientului dupd tratamentul cu agentul
modificator standard de lipide. Medicul, asistentul medicului, diagnosticul sau alt profesionist
medical poate determina, de asemeneca, dacd pacientul este intolerant la terapiile standard de
modificare a lipidelor pe baza profilului de efect secundar al terapiilor standard de modificare a
lipidelor, pe care pacientul le poate experimenta, inclusiv, dar nu limitat la , dureri musculare,
sensibilitate sau slabiciune (mialgie), cefalee, inrosirea pielii, dificultdti de somn, crampe
abdominale, balonare, diaree, constipatie, eruptie cutanatd, greati sau varsituri. Un pacient care nu
raspunde la, nu este controlat in mod adecvat de sau este intolerant la terapia standard de
modificare a lipidelor poate fi, de asemenea, determinat sau influentat de alti factori, cum ar fi
istoricul familial al pacientului, antecedentele medicale, starca curentd a tratamentului terapeutic,
precum si general acceptat sau tinte predominante de lipoproteine adoptate de asociatiile medicale
nationale si grupurile de medici. De exemplu, in anumite contexte, dacd un pacient este supus
tratamentului cu un agent standard de modificare a lipidelor si prezintd un nivel LDL-C mai mare
sau egal cu aproximativ 70 img / dL, acest lucru indica faptul ca pacientul este ,,neacceptabil la ,
sau controlat inadecvat de, sau intolerant la terapia standard de modificare a lipidelor "si poate
beneficia de tratament folosind terapiile descrise aici. In alte contexte, dacd un pacient este supus
terapiei cu un agent de modificare a lipidelor standard si prezintd un nivel LDL-C mai mare sau
egal cu aproximativ 100 img / dL, acest lucru indici faptul cd pacientul este ,,neacceptabil,
controlat inadecvat de, sau intolerant la terapia standard de modificare a lipidelor "si poate
beneficia de tratament folosind terapiile descrise aici. In anumite contexte, daci un pacient este
supus tratamentului cu un agent standard de modificare a lipidelor si prezinti un nivel LDL-C mai
mare sau egal cu aproximativ 150 img / dL, 200 img / dL, 250 mg / dL, 300 mg / dL., 400 mg / dL
sau mai mare, acest lucru indica faptul cd pacientul este "neacceptabil, controlat inadecvat de, sau
intolerant la terapia standard de modificare a lipidelor" si poate beneficia de tratament folosind
terapiile descrise aici. In alte contexte, indiferent daci este indepliniti sau nu o anumiti reducere
procentuald a nivelului LDL-C sau non-HDL-C, in raport cu nivelul LDL-C sau non-HDL-C al
pacientului la un anumit punct de pornire (,,linia de bazd”) poate fi utilizat pentru a determina daca
pacientul a rispuns la terapia standard de modificare a lipidelor sau dacd pacientul respectiv are
nevoie de un tratament suplimentar folosind metodele si agentii prezentei inventii. De exemplu, o
reducere a LDL-C sau non-HDL-C de mai putin de 50% (de exemplu, mai putin de 40%, mai pufin
de 35%, mai putin de 30%, mai putin de 25% etc.) de la momentul initial poate Insemna o nevoie
de terapie folosind metodele si agentii inventiei.

[0062] De exemplu, in anumite contexte, dacid un pacient este supus tratamentului cu un
agent standard de modificare a lipidelor si prezinti un nivel de triglicerid (TG) mai mare sau egal
cu aproximativ 150 mg/dL, acest lucru indicd faptul ci pacientul este ,nu ridspunde la, sau
inadecvat controlat de, sau intolerant la terapia standard de modificare a lipidelor” si poate
beneficia de tratament folosind terapiile descrise aici. In alte contexte, daci un pacient este supus
terapiei cu un agent standard de modificare a lipidelor si prezintd un nivel de TG mai mare sau
egal cu aproximativ 200 mg/dL, acest lucru indica faptul cd pacientul "nu riaspunde la, controlat
inadecvat de, sau intolerant la terapia standard de modificare a lipidelor "si poate beneficia de
tratament folosind terapiile descrise aici. In anumite contexte, daci un pacient urmeazi un
tratament cu un agent de modificare a lipidelor standard si prezintd un nivel de TG mai mare sau
egal cu aproximativ 300 mg/dL, 400 mg/dL, 500 mg/dL, 750 mg/dL, 1000 mg/dL sau mai mare,
acest lucru indicd faptul ci pacientul este "nu rispunde la, controlat inadecvat de, sau intolerant la
terapia standard de modificare a lipidelor” si poate beneficia de tratament folosind terapiile
descrise aici.

In alte contexte, indiferent dacd este indeplinitd sau nu o reducere procentuald particulara a
nivelului TG, TC, LDL-C sau non-HDL-C, in raport cu nivelul pacientului TG, TC, LDL-C sau
non-HDL-C la un nivel un punct de pornire particular (,,linia de bazi”) poate fi utilizat pentru a
determina daci pacientul a rispuns la terapia standard de modificare a lipidelor sau dacd acel
pacient are nevoie de un tratament suplimentar folosind metodele si agentii prezentei inventii. De
exemplu, o reducere a TG, TC, LDL-C sau non-HDL-C de mai putin de 50% (de exemplu, mai
putin de 40%, mai putin de 35%, mai putin de 30%, mai pufin de 25% etc.) de la momentul initial
poate semnifica necesitatea terapiei folosind metodele si agentii inventiei.

Prezenta inventie, in consecintd, include metode de tratament care cuprind administrarea
uneia sau mai multor doze de inhibitor ANGPTLS combinat cu una sau mai multe doze de
inhibitor ANGPTL3 la un pacient, prin care nivelurile post-tratament ale pacientului de colesterol
total, TG, LDL- C si/sau non-HDL-C sunt semnificativ reduse in numir. De exemplu, prezenta
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inventie include metode terapeutice care cuprind administrarea uneia sau mai multor doze de
inhibitor ANGPTLS si una sau mai multe doze de inhibitor ANGPTL3 unui pacient care urmeaza
o terapie standard de modificare a lipidelor, dar care nu rispunde la o astfel de terapie sau este
intolerant la o astfel de terapie, in care, dupd ce a primit una sau mai multe doze de inhibitor
ANGPTLS si una sau mai multe doze de inhibitor ANGPTL3, pacientul este capabil si atinga
niveluri normale de colesterol total, TG, LDL-C sau non-LDL- C. In anumite cazuri, pacientul
poate fi scos din terapia standard de modificare a lipidelor sau terapia standard de modificare a
lipidelor poate fi continuatd, dar poate fi administratd la doze mai mici si poate fi utilizatd in
combinatie cu inhibitorul ANGPTLS si inhibitorul ANGPTL3, atinge si / sau mentine un anumit
nivel tintd de lipoproteine. Alternativ, pacientului i se poate administra terapia standard de
modificare a lipidelor la doza normald prescrisd, dar frecventa administrarii terapiei de modificare
a lipidelor poate fi redusd dacd terapia standard de modificare a lipidelor trebuie administrati
impreund cu combinatia inhibitorului ANGPTLS8 si inhibitorul ANGPTL3. in unele cazuri,
necesitatea tratamentului cu terapia standard de modificare a lipidelor de citre pacient pentru a
atinge si / sau mentine un anumit nivel de lipoproteine {intd poate fi eliminatd cu totul dupd
administrarea uneia sau mai multor doze de inhibitor ANGPTL8 impreund cu inhibitorul
ANGPTL3.

Conform anumitor exemple de realizare, prezenta inventie cuprinde metode pentru
reducerea sau eliminarea necesitifii terapiei standard de modificare a lipidelor, in care metodele
cuprind selectarea unui pacient cu hiperlipidemie (de exemplu, hipercolesterolemie sau
hipertrigliceridemie) care a fost tratat cu terapie modificatoare de lipide in ultima lund, in ultimele
2 luni, in ultimele 3 luni, in ultimele 4 Iuni, in ultimele 5 luni, in ultimele 6 luni sau pentru o
perioadd mai lungd si administrind una sau mai multe doze de inhibitor ANGPTLS in asociere cu
un inhibitor ANGPTL3 la pacient. Metodele conform acestui aspect al inventiei au ca rezultat
sciderea nivelului a cel putin unei lipoproteine din serul pacientului si, in consecintd, permit
reducerea sau eliminarea necesitatii tratamentului cu terapia standard de modificare a lipidelor de
ctre pacient. De exemplu, in anumite variante ale prezentei inventii, dupa administrarea uneia sau
mai multor doze de inhibitor ANGPTLS in combinatie cu un inhibitor ANGPTL3, nivelul seric
LDL-C al pacientului este redus la mai pufin decit un nivel definit (de exemplu, mai pufin mai
mult de 100 img / dL sau mai putin de 70 img / dL), sau colesterolul total este redus la un nivel
definit (de exemplu, mai pufin de 200 img / dL. sau mai putin de 150 img / dL), sau nivelul TG este
redus la un nivel definit (de exemplu, mai putin de 200 img / dL sau mai putin de 150 img / dL).

Conform anumitor exemple de realizare, pacientul care poate fi tratat prin metodele
prezentei inventii are hipercolesterolemie (de exemplu, o concentratie sericd de LDL-C mai mare
sau egala cu 70 img / dL sau o concentratie sericd de LDL-C mai mare sau egal cu 100 img / dL).
Conform anumitor exemple de realizare, pacientul care este tratabil prin metodele prezentei
inventii are hipertrigliceridemie (de exemplu, o concentratie sericd de TG mai mare sau egald cu
150 img / dL sau o concentratie sericd de TG mai mare sau egald cu 200 img / dL). In anumite
variante de realizare, hipercolesterolemia pacientului este controlatd inadecvat prin terapia
standard de modificare a lipidelor, de ex. terapia cu statine. De exemplu, prezenta inventie include
metode pentru tratarea unui pacient care nu este receptiv, controlat necorespunzitor de sau nu este
tolerant la terapia cu o terapie standard de modificare a lipidelor, cum ar fi o statind, sau care are
hipercolesterolemie care este controlatd inadecvat de o zi doza de statind selectatd din grupul
format din atorvastatini (inclusiv atorvastatind + ezetimib), rosuvastatini, cerivastatini,
pitavastatind, fluvastatind, lovastatind, simvastatind (inclusiv simvastatind + czetimib),
pravastatind si combinatii ale acestora. Prezenta inventie include, de asemenea, metode pentru
reducerea colesterolului, TG, LDL-C sau non-LDL-C la un pacient care are hipercolesterolemie
sau hipertrigliceridemie si care prezintd intolerantd la statine sau care prezintd reactii adverse sau
nedorite la terapia cu statine. (de exemplu, dureri musculare scheletice, dureri, slibiciune sau
crampe [de exemplu, mialgie, miopatie, rabdomiolizi etc.]).

Selectarea pacientului

Prezenta inventie include metode si compozitii utile pentru tratarea pacientilor care sufera
de hiperlipidemie, care nu rispund la, sunt controlafi in mod inadecvat sau sunt intoleranti la
terapia cu o terapie standard de modificare a lipidelor. Pacientii care pot fi tratati prin metodele
prezentei inventii pot prezenta, de asemenea, unul sau mai multe dintre criteriile de selectie
suplimentare. De exemplu, un pacient poate fi selectat pentru tratamentul cu metodele prezentei
inventii dacd pacientul este diagnosticat cu sau identificat ca fiind in pericol de a dezvolta o
afectiune de hipercolesterolemie, cum ar fi, de exemplu, hipercolesterolemia familiala heterozigota
(heFH),  hipercolesterolemia  familiald  homozigotd  (hoFH), Autosomal Dominant
Hipercolesterolemia, hipercolesterolemia autozomald recesivd (ARH, de exemplu, ARH asociata
cu mutatii in LDLRAP1), precum si incidentele hipercolesterolemiei care sunt distincte de
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Hipercolesterolemia familiald (nonFH). Diagnosticul hipercolesterolemiei familiale (de exemplu,
heFH sau hoFH) se poate face prin genotipare si / sau criterii clinice. Pentru pacientii care nu sunt
genotipati, diagnosticul clinic se poate baza fie pe criteriile Simon Broome cu criterii pentru FH
definite, fie pe criteriile OMS / Reteaua lipidica olandeza cu un scor> 8 puncte.

Conform anumitor exemple de realizare, pacientul poate fi selectat pe baza unui istoric de
boala coronariand (CHD). Asa cum este utilizat aici, o "istorie a CHD" (sau "istoria documentat a
CHD") include unul sau mai multe dintre: (i) infarct miocardic acut (Ml); (ii) Ml tacut; (iii) angina
instabild; (iv) procedura de revascularizare coronariand (de exemplu, interventie coronariani
percutanatd [PCI] sau operatie de grefd de by-pass de arterd coronariand [CABG]); si / sau (v)
CHD semnificativ clinic diagnosticat prin teste invazive sau neinvazive (cum ar fi angiografia
coronariand, testul de stres folosind banda de alergat, ecocardiografia de stres sau imagistica
nucleard).

Conform anumitor exemple de realizare, pacientul poate fi selectat pe baza bolii
cardiovasculare non-coronariene (,,BCV non-CHD”). Asa cum este utilizat aici, ,,BCV non-CHD”
include unul sau mai multe dintre: (i) accident vascular cerebral ischemic anterior documentat cu
un deficit neurologic ischemic focal care a persistat mai mult de 24 de ore, considerat ca fiind de
origine aterotromboticd; (ii) boald arteriald periferica; (iii) anevrismul aortic abdominal; (iv)
stenoza ateroscleroticd a arterei renale; si/sau (v) boala arterelor carotide (atacuri ischemice
tranzitorii sau> 50% obstructie a arterei carotide).

Conform anumitor exemple de realizare, pacientul poate fi selectat pe baza faptului ci are
unul sau mai mulfi factori de risc suplimentari, cum ar fi, de exemplu, (i) boala renald cronica
moderatd documentatd (CKD), definitd de 30 <eGFR <60 imL/min/1 .73 m2 timp de 3 Iuni sau
mai mult; (ii) diabet zaharat de tip 1 sau tip 2 cu sau fira leziuni ale organelor tintd (de exemplu,
retinopatie, nefropatie, microalbuminurie); (iii) un risc calculat de 10 ani de BCV letal SCORE>
5% (Orientdri ESC/EAS pentru gestionarea dislipidemiilor, Conroy si colab., 2003, Eur. Heart J.
24:987-1003).

Conform anumitor exemple de realizare, pacientul poate fi selectat pe baza faptului ca are
unul sau mai multi factori de risc suplimentari selectati din grupul format din varsti (de exemplu,
mai mari de 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 sau 80 de ani), rasd, origine nationald, sex (bdrbat sau
femeie), obiceiuri de exercitiu (de exemplu, exercitiu fizic obisnuit, neexercitat), alte afectiuni
medicale preexistente (de exemplu, diabet de tip II, hipertensiune arteriald etc.) si starea curentd a
medicatiei (de exemplu, luidnd in prezent beta-blocante, niacind, ezetimib, fibrate, acizi grasi
omega-3, rasini ale acidului biliar etc.).

Conform anumitor variante ale prezentei invent{ii, subiectul care este tratabil prin metodele
inventiel prezintd un nivel ridicat al unuia sau mai multor markeri inflamatori. Orice marker al
inflamatiei sistemice poate fi utilizat in scopul prezentei inventii. Markerii inflamatori adecvati
includ, fara limitare, proteina C reactivi, citokine (de exemplu, II-6, IL-8 si/sau IL-17) si molecule
de adeziune celulard (de exemplu, ICAM-1, ICAM-3, BL- CAM, LFA-2, VCAM-1, NCAM si
PECAM).

Conform prezentei inventii, pacientii pot fi selectafi pe baza unei combinatii a unuia sau
mai multor criterii de selectie sau caracteristici terapeutice de mai sus. De exemplu, conform
anumitor exemple de realizare, un pacient adecvat pentru tratamentul cu metodele prezentei
inventii poate fi selectat in plus pe baza de heFH sau non-FH in combinatie cu: (i) un istoric de
CHD documentat, (ii ) BCV non-CHD si/sau (iii) diabet zaharat cu leziuni ale organelor tintd;
astfel de pacienti pot fi, de asemenea, selectati pe baza unei concentratii serice de LDL-C mai
mare sau egald cu 70 img/dL.

Conform anumitor alte variante de realizare, un pacient adecvat pentru tratamentul cu
metodele prezentei inventii, pe 1anga faptul ci are hipercolesterolemie care nu este controlata in
mod adecvat de un regim zilnic de statine terapeutice cu doze moderate, poate fi selectat in
continuare pe baza de heFH sau non-FH fard CHD sau BCV non-CHD, dar avand fie (i) un risc
calculat de 10 ani de BCV fatal SCORE> 5%; sau (ii) diabet zaharat fard afectarea organelor tinta;
astfel de pacienti pot fi, de asemenea, selectati pe baza unei concentratii serice de LDL-C mai
mare sau egald cu 100 img/dL.

Conform anumitor variante ale prezentei inventii, subiectul care poate fi tratat prin
metodele inventiei este un subiect care are sindromul chilomicronemiei familiale (FCS; cunoscut
si ca deficit de lipoproteine lipazd).

Conform anumitor variante ale prezentei inventii, subiectul care poate fi tratat prin
metodele inventiei este un subiect care suferd sau a suferit recent afereza lipoproteica (de exemplu,
in ultimele sase luni, in ultimele 12 sdptiméani, in ultimele 8 sdptdmani, in ultimele 6 sdptimani, in
ultimele 4 sdptdmani, in ultimele 2 sdptimani etc.).
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Administrarea unui inhibitor ANGPTLS8 plus un inhibitor ANGPTL3 ca terapie
suplimentara

Prezenta inventie include metode de tratament in care un pacient care este supus sau a fost
supus recent terapiei standard de modificare a lipidelor (de exemplu, o statind) i se administreaza
un inhibitor ANGPTLS plus un inhibitor ANGPTL3 in functie de o cantitate si frecventd de dozare
particulard si in care ANGPTLS inhibitorul si inhibitorul ANGPTL3 sunt administrate ca un
supliment la terapia preexistentd de modificare a lipidelor pacientului (daci este cazul), cum ar fi
un supliment la regimul de statine terapeutice zilnic preexistent al pacientului.

De exemplu, metodele prezentei inventii includ regimuri terapeutice suplimentare in care
inhibitorul ANGPTLS si inhibitorul ANGPTL3 sunt administrate ca terapie suplimentara la acelasi
regim zilnic stabil de statind terapeutica (adici aceeasi cantitate de dozare a statinei) ca si pacientul
a fost activat inainte de a primi inhibitorii ANGPTL8 si ANGPTL3. In alte realiziri, inhibitorii
ANGPTLS si ANGPTL3 sunt administrafi ca terapie suplimentara la un regim terapeutic de statine
care cuprinde o statind intr-o cantitate care este mai mult sau mai micd decit doza de statind pe
care pacientul o avea inainte de a primi inhibitorii ANGPTLS si ANGPTL3. De exemplu, dupd
inceperea unui regim terapeutic care cuprinde un inhibitor ANGPTLS si un Inhibitorul ANGPTL3
administrat la anumite frecvente si cantitdti de dozare, doza zilnici de statind administratd sau
prescrisd pacientului poate (a) sd rAmana aceeasi, (b) creste sau (c) sa scadi (de exemplu, titrat in
sus sau titrat in jos) in comparatie cu doza zilnicd de statind pe care pacientul o lua inainte de a
incepe schema terapeuticd a inhibitorilor ANGPTLS si ANGPTL3, in functie de necesitdtile
terapeutice ale pacientului.

Eficacitate terapeutici

Metodele prezentei inventii pot duce la reducerea nivelurilor serice ale unuia sau mai
multor componente lipidice selectate din grupul constand din colesterol total, LDL-C, non-HDL-
C, ApoB100, VLDL-C, trigliceride (TG), Lp (a) si colesterolul rdmas. De exemplu, conform
anumitor variante ale prezentei inventii, administrarea unui inhibitor ANGPTLS in combinatie cu
un inhibitor ANGPTL3 la un subiect adecvat va avea ca rezultat o reducere procentuald medie fata
de valoarea inifiald a colesterolului lipoproteic cu densitate scizutd sericd (LDL-C) de cel putin
aproximativ 25%, 30%, 40%, 50%, 60% sau mai mult; o reducere procentuald medie fatd de
valoarea initiald in ApoB100 de cel putin aproximativ 25%, 30%, 40%, 50%, 60% sau mai mare; o
reducere procentuald medie fatd de valoarea inifiald in non-HDL-C de cel putin aproximativ 25%,
30%, 40%, 50%, 60% sau mai mare; o reducere procentuald medie fatd de valoarea inifiald a
colesterolului total de cel putin aproximativ 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35% sau mai mare; o
reducere procentuald medie fatd de valoarea initiald in VLDL-C de cel putin aproximativ 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30% sau mai mare; o reducere procentuald medie fati de valoarea initiala a
trigliceridelor de cel putfin aproximativ 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35% sau mai mare; si /
sau o reducere procentuald medie fatd de valoarea initiala in Lp (a) de cel putin aproximativ 5%,
10%, 15%, 20%, 25% sau mai mare.

Inhibitori ANGPTLS si inhibitori ANGPTL3

Metodele prezentei inventii cuprind administrarea la un pacient a unei compozifii
terapeutice cuprinzand un inhibitor ANGPTLS si un inhibitor ANGPTL3.

Inhibitori ANGPTLS

Asa cum este utilizat aici, un "inhibitor ANGPTL8" este orice agent care se leagd sau
interactioneazd cu ANGPTLS8 uman si inhibd functia biologicd normald a ANGPTLS in vitro sau
in vivo. Exemple nelimitative de categorii de inhibitori ANGPTLS includ antagonisti de molecule
mici ANGPTLS, inhibitori pe bazd de acid nucleic ai expresiei sau activititii ANGPTLS (de
exemplu, ARNsi sau antisens), molecule pe baza de peptide care interactioneaza in mod specific
cu ANGPTLS (de exemplu, pepticorpi), molecule receptor care interactioneazad in mod specific cu
ANGPTLS, proteine care cuprind o portiune de legare a ligandului unui receptor LDL, molecule
de scheld de legare ANGPTLS (de exemplu, DARPins, proteine repetate HEAT, proteine repetate
ARM, proteine repetate tetratricopeptidice, constructe de scheld pe bazi de fibronectind , si alte
schele bazate pe proteine repetate naturale etc., [vezi, de exemplu, Boersma si Pluckthun, 201 1,
Curr. Opin. Biotehnologie. 22: 849-857 si referintele citate aici)) si aptameri anti-ANGPTLS sau
portiuni ale acestora. Conform anumitor variante de realizare, inhibitorii ANGPTLS care pot fi
utilizati in contextul prezentei inventii sunt anticorpi anti-ANGPTLS sau fragmente de anticorpi
care leagd antigenul care leagd in mod specific ANGPTLS8 uman.

Termenul "proteind umand asemdnitoare angiopoictinei 8" sau "ANGPTLS umani" sau
"hANGPTLS", sau "ANGPTLS", este, de asemenea, denumit "lipasin", "RIFL" sau "betatrofind".
ANGPTLS uman se referd, de asemenea, la ANGPTLS avind secventa de proteine prezentatd in
aminoacizii 1-65 din SECV ID NR: 9, sau un fragment activ biologic al acestuia, precum si cel
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prezentat in numirul de acces GenBank NP 061 1573 (SECV ID NR: 19)) . Activitatea
ANGPTLS care poate fi neutralizatd, inhibatd, blocatd, abrogatd, redusd sau interferatd cu un
anticorp sau un fragment de legare a antigenului conform inventiei include, dar nu se limiteaza la,
mnhibarea activiti{ii LPL sau scaderea trigliceridelor niveluri in vivo si altele asemenea.

Inhibitori ANGPTL3

Asa cum este utilizat aici, un "inhibitor ANGPTL3" este orice agent care se leagd sau
interactioneazd cu ANGPTL3 uman si inhibd functia biologicd normald a ANGPTL3 in vitro sau
in vivo. Exemple nelimitative de categorii de inhibitori ANGPTL3 includ antagonisti ANGPTL3
cu molecule mici, inhibitori pe bazi de acid nucleic ai expresiei sau activitdtiic ANGPTL3 (de
exemplu, ARNsi sau antisens), molecule pe baza de peptide care interactioneaza in mod specific
cu ANGPTL3 (de exemplu, pepticorpi), molecule receptor care interactioneazad in mod specific cu
ANGPTL3, molecule de scheld de legare ANGPTL3 (de exemplu, DARPins, proteine repetate
HEAT, proteine repetate ARM, proteine repetate tetratricopeptidice, constructii de schele pe bazi
de fibronectind si alte schele bazate pe proteine repetate naturale etc., [vezi, de exemplu, Boersma
si Pluckthun, 201 1, Curr. Opin. Biotehnologie. 22: 849-857 si referintele citate aici]) si aptameri
anti-ANGPTL3 sau portiuni ale acestora. Conform anumitor exemple de realizare, inhibitorii
ANGPTL3 care pot fi utilizati in contextul prezentei invenfii sunt anticorpi anti-ANGPTL3 sau
fragmente de anticorpi care leagd antigenul care leagd in mod specific ANGPTL3 uman.

Termenul "proteind-3 asemindtoare angiopoictinei umane" sau "ANGPTL3 umani" sau
"hANGPTL3", asa cum este utilizat aici, se referd la ANGPTL3 avand secventa de aminoacizi din
SECV ID NR: 18 (a se vedea, de asemeneca, acces NCBI NP_055310), sau fragment activ al
acestuia.

Termenul "anticorp”, asa cum este utilizat aici, este destinat sa se refere la moleculele de
imunoglobulina cuprinzand patru lanturi polipeptidice, doud lanturi grele (H) si doud lanturi usoare
(L) interconectate prin legituri disulfidice, precum si multimeri ai acestora (de exemplu, IgM).
Fiecare lant greu cuprinde o regiune variabild a lantului greu (abreviat aici ca HCVR sau Vy) si o
regiune constantd a lantului greu. Regiunea constantd a lantului greu cuprinde trei domenii, Cyl,
Cx2 si Cu3. Fiecare lan{ usor cuprinde o regiune variabild a lanfului usor (abreviat aici ca LCVR
sau Vi) si o regiune constantd a lantului usor. Regiunea constantd a lantului usor cuprinde un
domeniu (Cr1). Regiunile Vi si Vi pot fi subdivizate in continuare in regiuni de hipervariabilitate,
denumite regiuni care determind complementaritatea (CDR), intercalate cu regiuni mai conservate,
denumite regiuni cadru (FR). Fiecare Vi si Vi, este compus din trei CDR-uri si patru FR-uri,
dispuse de la amino-terminal la carboxy-terminal in urmitoarea ordine: FR1, CDRI1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, FR4. In diferite variante ale inventiei, FR-urile anticorpului anti-ANGPTLS8 (sau
portiunea de legare a antigenului acestuia) pot fi identice cu secventele liniei germinale umane sau
pot fi modificate in mod natural sau artificial. O secven{d de consens de aminoacizi poate fi
definitad pe baza unei analize side-by-side a doud sau mai multe CDR.

Termenul "anticorp”, asa cum este utilizat aici, include, de asemenea, fragmente care leagd
antigenul de molecule complete de anticorpi. Termenii ,,portiune de legare a antigenului” unui
anticorp, ,fragment de legare a antigenului” unui anticorp si altii aseminitori, asa cum se
utilizeaz3 aici, includ orice polipeptida sau glicoproteind sinteticd sau modificatd genetic care se
leagd In mod specific antigen pentru a forma un complex. Fragmentele de legare la antigen ale
unui anticorp pot fi derivate, de exemplu, din molecule complete de anticorpi utilizand orice
tehnici standard adecvate, cum ar fi digestia proteoliticd sau tchnici de inginerie genetica
recombinante care implicd manipularea si exprimarea ADN-ului care codificd domeniile variabile
ale anticorpului si optional constante. Un astfel de ADN este cunoscut si / sau este usor disponibil
din, de exemplu, surse comerciale, biblioteci de ADN (incluzand, de exemplu, biblioteci de fagi-
anticorpi), sau poate fi sintetizat. ADN-ul poate fi secventiat si manipulat chimic sau utilizand
tehnici de biologie moleculard, de exemplu, pentru a aranja unul sau mai multe domenii variabile
si / sau constante intr-o configuratie adecvatd, sau pentru a introduce codoni, pentru a crea
reziduuri de cisteind, pentru a modifica, adduga sau sterge aminoacizi , etc.

Exemple nelimitative de fragmente care leaga antigenul includ: (i) fragmente Fab; (ii) F (ab
") 2 fragmente; (iii) fragmente Fd; (iv) fragmente Fv; (v) molecule Fv (scFv) cu un singur lant; (vi)
fragmente dAb; si (vii) unitdti minime de recunoastere constind din resturi de aminoacizi care
imitd regiunca hipervariabild a unui anticorp (de exemplu, un izolat regiune de determinare a
complementarititii (CDR), cum ar fi o peptidi CDR3), sau o peptida constransd FR3-CDR3-FR4.
Alte molecule proiectate, cum ar fi anticorpi specifici domeniului, anticorpi cu un singur domeniu,
anticorpi sterse de domeniu, anticorpi himerici, anticorpi grefati cu CDR, diabete, triabocuri,
tetocorpi, minicorpi, nanocorpi (de exemplu, nanocorpi monovalenti, nanocorpi bivalenti etc.),
mici imunofarmaceuticele modulare (SMIP) si domeniile variabile ale rechinului IgNAR sunt, de
asemenea, cuprinse in expresia ,,fragment de legare la antigen”, asa cum este utilizatd aici.
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Un fragment care leagd antigenul unui anticorp va cuprinde in mod tipic cel putin un
domeniu variabil. Domeniul variabil poate fi de orice dimensiune sau compozitie de aminoacizi si
va cuprinde in general cel pufin un CDR, care este adiacent sau in cadru cu una sau mai multe
secvente cadru. In fragmentele care leagi antigenul avand un domeniu Vi asociat cu un domeniu
VL, domeniile VH si VL pot fi situate unul fati de celdlalt in orice aranjament adecvat. De
exemplu, regiunea variabild poate fi dimerica si poate contine dimere Vy-Vy, Vu-Vi, sau Vi-Vi.
Alternativ, fragmentul care leagd antigenul unui anticorp poate contine un domeniu Vg sau Vi,
monomeric.

Un fragment de legare la antigen a unui anticorp poate contine cel putin un domeniu
variabil legat covalent de cel putin un domeniu constant. Configuratiile exemplificate nelimitative
ale domeniilor variabile si constante care pot fi gisite intr-un fragment care leagd antigenul unui
anticorp conform prezentei inventii includ: (1) Vu-Cul; (i) Vu-Cu2; (iii) Vu-Cu3; (iv) Vu-Cul-
CH2; (V) VH-CHI-CHZ-CH?); (Vl) VH-CHZ-CH?); (Vll) VH-CL; (Vlll) VL-CHI; (IX) VL-CH2; (X) VL-CH3;
(xi) V1-Cgl-Cr2; (xii) VL-Cgl-Cu2-Cy3; (xiil) Vi-Cr2-Cu3; si (xiv) Vi-Cr. In orice configuratie
de domenii variabile si constante, inclusiv oricare dintre exemplele din configuratiile enumerate
mai sus, domeniile variabile si constante pot fi fie direct legate intre ele, fie pot fi legate de o
balama completa sau parfiald sau o regiune de legiturd. O regiune balama poate consta din cel
putin 2 (de exemplu, 5, 10, 15, 20, 40, 60 sau mai mulfi) aminoacizi, care au ca rezultat o legitura
flexibild sau semiflexibild intre variabile adiacente si/sau domenii constante intr-un singur
moleculd polipeptidicd. Mai mult, un fragment care leagd antigenul unui anticorp conform
prezentei inventii poate cuprinde un homo-dimer sau hetero-dimer (sau alt multimer) din oricare
dintre configuratiile domeniului variabil si constant enumerate mai sus in asociere non-covalenta
intre ele si / sau cu unul sau mai multe domenii VHor monomerice VL (de ex., prin legituri de
disulfura).

Ca si in cazul moleculelor de anticorp complet, fragmentele care leagd antigenul pot fi
monospecifice sau multispecifice (de exemplu, bispecifice). Un fragment multispecific care leaga
antigenul unui anticorp va cuprinde de obicei cel putin doud domenii variabile diferite, in care
fiecare domeniu variabil este capabil si se lege in mod specific la un antigen separat sau la un
epitop diferit pe acelasi antigen. Orice format de anticorp multispecific, incluzind exemplele de
formate de anticorpi bispecifici dezviluite aici, poate fi adaptat pentru utilizare in contextul unui
fragment de legare la antigen a unui anticorp conform prezentei inventii folosind tehnici de rutind
disponibile in domeniu.

Regiunea constantd a unui anticorp este importantd in capacitatea unui anticorp de a fixa
complementul si de a media citotoxicitatea dependentd de celule. Astfel, izotipul unui anticorp
poate fi selectat pe baza daca este de dorit ca anticorpul sd medicze citotoxicitatea.

Termenul "anticorp uman”, asa cum este utilizat aici, este destinat s includi anticorpi
avand regiuni variabile si constante derivate din secvente de imunoglobulind ale liniei germinale
umane. Anticorpii umani ai inventiei pot include totusi reziduuri de aminoacizi necodificate de
secvente de imunoglobulind ale liniei germinale umane (de exemplu, mutatii introduse prin
mutageneza aleatorie sau specifica site-ului in vitro sau prin mutatie somaticd in vivo), de exemplu
in CDR-uri si in special CDR3 . Cu toate acestea, termenul "anticorp uman”, asa cum este utilizat
aici, nu este destinat si includi anticorpi in care secvente CDR derivate din linia germinativd a
altei specii de mamifere, cum ar fi un soarece, au fost altoite pe secvente cadru umane. Termenul
include anticorpi produsi recombinant la un mamifer neuman sau in celule ale unui mamifer
neuman. Termenul nu este destinat si includi anticorpi izolati sau generati la un subiect uman.

Termenul "anticorp uman recombinant”, asa cum este utilizat aici, este destinat s includa
toti anticorpii umani care sunt preparati, exprimati, creati sau izolati prin mijloace recombinante,
cum ar fi anticorpii exprimati folosind un vector de expresie recombinant transfectat intr-o celula
gazda (descris mai jos mai jos ), anticorpi izolati dintr-o bibliotecd recombinanti, combinatorie de
anticorpi umani (descrisi mai jos), anticorpi izolati de la un animal (de exemplu, un soarece) care
este transgenic pentru genele imunoglobulinei umane (a se vedea, de exemplu, Taylor si colab.
(1992) Nucl. Acizi rez. 20: 6287-6295) sau anticorpi preparati, exprimati, creafi sau izolati prin
orice alt mijloc care implicd imbinarea secventelor genei imunoglobulinei umane cu alte secvente
ADN. Astfel de anticorpi umani recombinati au regiuni variabile si constante derivate din secvente
de imunoglobulind ale liniei germinale umane. Cu toate acestea, in anumite variante de realizare,
astfel de anticorpi umani recombinafi sunt supusi mutagenezei in vitro (sau, atunci cand este
utilizat un transgenic animal pentru secvente de Ig umane, mutagenezi somaticd in vivo) si astfel
secventele de aminoacizi ale regiunilor Vg si Vi ale anticorpilor recombinanti sunt secvente care,
desi derivate si legate de secventele Vi si Vi ale liniei germinale umane, pot sd nu existe in mod
natural in repertoriul liniei germinale ale anticorpilor in vivo.
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Anticorpii umani pot exista sub doud forme care sunt asociate cu heterogenitatea balamalei.
Intr-o formd, o moleculd de imunoglobulind cuprinde un construct stabil cu patru lanfuri de
aproximativ 150-160 kDa in care dimerii sunt tinufi impreund printr-o legiturd disulfurd a lantului
greu intre lanturi. Intr-o a doua formi, dimerii nu sunt legati prin legituri disulfurice intre lanturi si
o moleculd de aproximativ 75-80 kDa este formatd dintr-un lant usor si greu cuplat covalent
(semicorp). Aceste forme au fost extrem de dificil de separat, chiar si dupa purificarea afinitatii.

Frecventa aparitiei celei de-a doua forme in diferifi izotipuri IgG intacte se datoreaza, dar
nu se limiteaza la, diferentelor structurale asociate cu izotipul regiunii balamale a anticorpului. O
singurd substitutic de aminoacizi in regiunea balamalei balamalei 1gG4 umand poate reduce
semnificativ aspectul celei de-a doua forme (Angal si colab. (1993) Molecular Imunologie 30:
105) la niveluri observate in mod obisnuit folosind o balama 1gGl umana. Inventia de fati
cuprinde anticorpi care au una sau mai multe mutatii in articulatie, regiunea Cu2 sau Cu3 care pot
fi de dorit, de exemplu, in productie, pentru a imbundtafi randamentul formei de anticorp dorite.

Un "anticorp izolat", asa cum este utilizat aici, inseamna un anticorp care a fost identificat
si separat si / sau recuperat din cel putin o componenti a mediului siu natural. De exemplu, un
anticorp care a fost separat sau indepartat de cel pufin o componenti a unui organism sau dintr-un
fesut sau celuld in care anticorpul existd in mod natural sau este produs in mod natural, este un
»anticorp izolat” in scopul prezentei inventii. Un anticorp izolat include, de asemenea, un anticorp
in situ intr-o celuld recombinanti. Anticorpii izolati sunt anticorpi care au fost supusi cel putin
unei etape de purificare sau izolare. Conform anumitor variante de realizare, un anticorp izolat
poate fi substantial lipsit de alte materiale celulare si / sau substante chimice.

Termenul "se leagd in mod specific" sau altele asemenea, inseamnd ci un anticorp sau un
fragment care leaga antigenul acestuia formeaza un complex cu un antigen care este relativ stabil
in conditii fiziologice. Metodele pentru a determina daci un anticorp se leagd in mod specific de
un antigen sunt bine cunoscute in domeniu si includ, de exemplu, dializa de echilibru, rezonanta
plasmonicd de suprafati si altele asemenea. De exemplu, un anticorp care ,,leagd in mod specific”
ANGPTLS sau care ,leagd in mod specific” ANGPTL3, asa cum este utilizat in contextul
prezentei inventii, include anticorpi care leagd ANGPTLS sau ANGPTL3 sau o portiune a acestuia
cu un KDof mai mic de aproximativ 1000 nM, sub 500 nM, sub 300 nM, sub 200 nM, sub 100
nM, sub 90 nM, sub 80 nM, sub 70 nM, sub 60 nM, mai putin de aproximativ 50 nM, mai putin de
aproximativ 40 nM, mai pufin de aproximativ 30 nM, mai putin de aproximativ 20 nM, mai putin
de aproximativ 10 nM, mai pufin de aproximativ 5 nM, mai putin de aproximativ 4 nM, mai putin
de aproximativ 3 nM, mai putin de aproximativ 2 nM, mai putin de aproximativ 1 nM sau mai
putin de aproximativ 0,5 nM, madsurat intr-un test de rezonantd plasmonicd de suprafati. Un
anticorp izolat care leagd in mod specific ANGPTLS uman sau ANGPTL3 uman, cu toate acestea,
are reactivitate incrucisatd la alti antigeni, cum ar fi molecule ANGPTLS8 sau molecule ANGPTL3
de la alte specii (neumane).

Anticorpii anti-ANGPTLS si anti-ANGPTL3 utili pentru metodele prezentei inventii pot
cuprinde una sau mai multe substitutii de aminoacizi, insertii si / sau deletii in cadrul si / sau
regiunile CDR ale domeniilor variabile ale lantului greu si usor, in comparatic la secventele
corespunzdtoare liniei germinale din care au fost derivati anticorpii. Astfel de mutatii pot fi usor
constatate comparand secventele de aminoacizi dezviluite aici cu secventele de linie germinativa
disponibile, de exemplu, din bazele de date publice de secvente de anticorpi. Prezenta inventie
include metode care implica utilizarea anticorpilor si fragmente de legare a antigenului acestora,
care sunt derivate din oricare dintre secventele de aminoacizi dezviluite aici, in care unul sau mai
mulfi aminoacizi intr-unul sau mai multe cadre si / sau regiuni CDR sunt mutafi la reziduul
(reziduurile) corespunzitor al secventei liniei germinale din care a fost derivat anticorpul, sau la
reziduul (reziduurile) corespunzitor al unei alte secvente ale liniei germinale umane sau la o
substitutie conservatoare de aminoacizi a reziduului (reziduurilor) liniei germinale corespunzitoare
(astfel de secvente se modificd sunt denumiti aici in mod colectiv ,,mutatii ale liniei germinale™). O
persoand cu calificare obisnuitd in domeniu, incepand cu secventele cu regiune variabild cu lant
greu si usor dezvaluite aici, poate produce cu usurintd numerosi anticorpi si fragmente care leagd
antigenul care cuprind una sau mai multe mutatii individuale ale liniei germinale sau combinatii
ale acestora. In anumite realiziri, toate resturile cadru si / sau CDR din domeniile Vi si / sau Vi
sunt mutate Tnapoi la resturile gésite In secventa originald a liniei germinale din care a fost derivat
anticorpul. In alte variante de realizare, numai anumite reziduuri sunt mutate inapoi la secventa
initiald a liniei germinale, de exemplu, numai reziduurile mutate gisite in primii 8 aminoacizi ai
FR1 sau in ultimii 8 aminoacizi ai FR4 sau doar resturile mutate gisite in CDR1, CDR2 sau
CDR3. In alte variante de realizare, unul sau mai multe resturi de cadru si / sau CDR sunt mutate
la reziduurile corespunzitoare ale unei secvente de linie germinativa diferitd (adicd, o secventd de
linie germinativa care este diferiti de secventa liniei germinale din care a fost anticorpul derivat
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initial). Mai mult, anticorpii conform prezentei inventii pot confine orice combinatie de doud sau
mai multe mutatii ale liniei germinale in cadrul si / sau regiunile CDR, de exemplu, in care
anumite reziduuri individuale sunt mutate la reziduul corespunzitor al unei secvente specifice ale
liniei germinale, in timp ce anumite alte reziduuri care diferd din secventa originald a liniei
germinale sunt mentinute sau sunt mutate la reziduul corespunzitor al unei secvente diferite ale
liniei germinale. Odatd obtinuti, anticorpii si fragmentele care leagd antigenul care contin una sau
mai multe mutatii ale liniei germinale pot fi usor testate pentru una sau mai multe proprietifi
dorite, cum ar fi, specificitate de legare imbunatititi, afinitate de legare crescutd, proprietifi
biologice antagoniste sau agoniste imbunititite sau imbundtitite (dupd caz fie), imunogenitate
redusa etc.

Prezenta inventie include, de asemenea, metode care implicd utilizarea anticorpilor anti-
ANGPTLS si anti-ANGPTL3 care cuprind variante ale oricireia dintre secventele de aminoacizi
HCVR, LCVR si / sau CDR dezvaluite aici avand una sau mai multe substitutii conservatoare. De
exemplu, prezenta inventie include utilizarea anticorpilor anti-ANGPTLS si anti-ANGPTL3 avand
secvente de aminoacizi HCVR, LCVR si/sau CDR cu, de exemplu, 10 sau mai pufin, 8 sau mai
putin, 6 sau mai pufin, 4 sau mai putin , etc. substitutii conservatoare de aminoacizi in raport cu
oricare dintre secventele de aminoacizi HCVR, LCVR si / sau CDR dezvaluite aici.

Termenul "rezonantd plasmonicd de suprafatd”, asa cum este utilizat aici, se referd la un
dispozitiv optic fenomen care permite analiza interactiunilor in timp real prin detectarea
modificarilor concentratiilor de proteine intr-o matrice de biosenzori, de exemplu folosind sistemul
BIAcore ™ (divizia Biacore Life Sciences a GE Healthcare, Piscataway, NJ).

Termenul "KD", asa cum este utilizat aici, este destinat sd se refere la constanta de
disociere a echilibrului unei interactiuni particulare anticorp-antigen.

Termenul "epitop" se referd la un determinant antigenic care interactioneazi cu un situs
specific de legare a antigenului in regiunea variabild a unei molecule de anticorp cunoscutd sub
numele de paratop. Un singur antigen poate avea mai mult de un epitop. Astfel, diferifi anticorpi se
pot lega de diferite zone ale unui antigen si pot avea efecte biologice diferite. Epitopii pot fi
conformationali sau liniari. Un epitop conformational este produs de aminoacizi juxtapusi spatial
din diferite segmente ale lantului polipeptidic liniar. Un epitop liniar este unul produs de resturile
de aminoacizi adiacente intr-un lant polipeptidic. In anumite circumstante, un epitop poate include
portiuni de zaharide, grupari fosforil sau grupari sulfonil pe antigen.

Conform anumitor exemple de realizare, anticorpii anti-ANGPTLS si anti-ANGPTL3
utilizati in metodele prezentei inventii sunt anticorpi cu caracteristici de legare dependente de pH.
Asa cum este utilizat aici, expresia ,legare dependentd de pH” inseamnd ci anticorpul sau
fragmentul de legare a antigenului acestuia prezintd ,legare redusd la ANGPTLS la pH acid in
comparatic cu pH neutru” (in scopul prezentei dezviluiri, ambele expresii pot fi utilizate
interschimbabil), sau cd anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia prezintd ,,legare
redusd la ANGPTL3 la pH acid in comparatiec cu pH neutru” (in scopul prezentei dezviluiri,
ambele expresii pot fi utilizate interschimbabil). Pentru exemplu, anticorpii "cu caracteristici de
legare dependente de pH" includ anticorpi si fragmente de legare a antigenului acestora care se
leaga fie la ANGPTLS, fie la ANGPTLS3 cu afinitate mai mare la pH neutru decat la pH acid. in
anumite variante de realizare, anticorpii si fragmentele care leagd antigenul conform prezentei
inventii leagdh ANGPTLS8 sau ANGPTL3 cu cel putin 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 sau afinitate de mai multe ori mai mare la pH neutru decat la
pH acid.

Anticorpii anti-ANGPTLS8 sau Anticorpii ANGPTL3 cu caracteristici de legare dependente
de pH pot avea una sau mai multe variatii de aminoacizi in raport cu anticorpul anti-ANGPTLS
parental sau anticorpul anti-ANGPTL3 parental. De exemplu, un anticorp anti-ANGPTLS sau un
anticorp anti-ANGPTL3 cu caracteristici de legare dependente de pH poate confine una sau mai
multe substitutii sau inser{ii de histidind, de exemplu, intr-unul sau mai multe CDR-uri ale unui
anti-ANGPTLS8 parental, sau un anti-parental Anticorp ANGPTL3. Astfel, conform anumitor
variante ale prezentei inventii, sunt furnizate metode care cuprind administrarea unui anticorp anti-
ANGPTLS si a unui anticorp anti-ANGPTL3 care cuprinde secvente de aminoacizi CDR (de
exemplu, CDR-uri cu lan{ greu si usor) care sunt identice cu aminoacidul CDR secvente ale unui
anticorp parental anti-ANGPTLS sau anticorp parental ANGPTL3 cu exceptia substituirii unuia
sau mai multor aminoacizi a unuia sau mai multor CDR-uri ale anticorpului parental cu un reziduu
de histidind. Anticorpii anti-ANGPTLS sau anticorpii anti-ANGPTL3 cu legare dependenti de pH
pot avea, de exemplu, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 sau mai multe substitutii de histidind, fie intr-un
singur CDR de un anticorp parental sau distribuit in mai multe CDR-uri multiple (de exemplu, 2,
3, 4, 5 sau 6) ale unui anticorp parental anti-ANGPTLS sau un anticorp parental anti-ANGPTL3.
De exemplu, prezenta inventie include utilizarea de anticorpi anti-ANGPTLS si anticorpi anti-
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ANGPTL3 cu legare dependentd de pH cuprinzind una sau mai multe substitutii de histidind in
HCDRI1, una sau mai multe substitutii de histidind in HCDR2, una sau mai multe substitutii de
histidind in HCDR3, una sau mai multe substitutii de histidind in LCDR1, una sau mai multe
substitutii de histidind in LCDR2 si / sau una sau mai multe substitutii de histidind in LCDR3, ale
unui anticorp parental anti-ANGPTLS sau un anticorp parental anti-ANGPTL3.

Asa cum este utilizat aici, expresia "pH acid" inseamnd un pH de 6,0 sau mai pufin (de
exemplu, mai putin de aproximativ 6,0, mai putin de aproximativ 5,5, mai putin de aproximativ
5,0 etc.). Expresia ,,pH acid” include valori ale pH-ului de aproximativ 6,0, 5,95, 5,90, 5,85, 5,8,
5,75, 5,7, 5,65, 5,6, 5,55, 5,5, 5,45, 5.4, 5,35, 5,3, 5,25, 5,2, 5,15, 5,1, 5,05 , 5,0 sau mai putin. Asa
cum este utilizat aici, expresia "pH neutru" inscamnd un pH de aproximativ 7,0 pand la
aproximativ 7,4. Expresia ,,pH neutru” include valori ale pH-ului de aproximativ 7,0, 7,05, 7,1,
7,15,7,2,7,25,7,3,7,35 51 7,4.

Un anticorp anti-ANGPTLS care poate fi utilizat in contextul prezentei inventii include un
anticorp anti-ANGPTLS8 care cuprinde cele trei regiuni de determinare a complementarititii
lantului greu (HCDR) continute in regiunea variabild a lantului greu (HCVR) a SECV ID NR: 1 si
cele trei regiuni de determinare a complementaritdtii lantului usor (LCDR) continute in regiunea
variabild a lantului usor (LCVR) din SECV ID NR: 5. In prezenta inventie, un anticorp anti-
ANGPTLS care poate fi utilizat in contextul prezentei inventii include un anticorp anti-ANGPTLS
care cuprinde HCDR1 din SECV ID NR: 2, HCDR2 din SECV ID NR: 3, HCDR3 din SECV ID
NU: 4, LCDRI1 din SECV ID NR: 6, LCDR2 din SECV ID NR: 7 si LCDR3 din SECV ID NR: 8.
Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-ANGPTLS care poate fi utilizat in contextul prezentei
inventii include un anticorp anti-ANGPTLS care cuprinde perechea de secvente de aminoacizi
HCVR /LCVR din SEQ ID NO: 1/5.

Un anticorp anti-ANGPTL3 care poate fi utilizat in contextul prezentei inventii include
evinacumab, care cuprinde cele trei lanturi grele regiunile de determinare a complementaritatii
(HCDR) continute in regiunea variabild a lantului greu (HCVR) din SEQ ID NO: 10 si cele trei
regiuni de determinare a complementaritatii lantului usor (LCDR) continute in regiunea variabilad a
lantului usor (LCVR) din SEQ ID NO: 14. Evinacumab cuprinde HCDR1 din SECV ID NR: 11,
HCDR2 din SECV ID NR: 12, HCDR3 din SECV ID NR: 13, LCDRI1 din SECV ID NR: 15,
LCDR2 din SECV ID NR: 16 si LCDR3 din SECV ID NR. 17. Evinacumab cuprinde perechea de
secvente de aminoacizi HCVR / LCVR din SEQ ID NO: 10/14.

Pregitirea anticorpilor umani

Anticorpii anti-ANGPTLS si anticorpii anti-ANGPTL3 pot fi fabricai conform oricirei
metode de producere / izolare a anticorpilor cunoscutd in domeniu. De exemplu, anticorpii pentru
utilizare in metodele prezentei inventii pot fi produsi prin tehnologii hibridoma, prin afisarea
fagilor, prin afisarea drojdiei etc. Anticorpii pentru utilizare in metodele prezentei inventii pot fi,
de exemplu, anticorpi himerici, anticorpi umanizati sau anticorpi complet umani.

Metode de generare a anticorpilor umani la soareci transgenici sunt cunoscute in domeniu.
Orice astfel de metode cunoscute pot fi utilizate in contextul prezentei inventii pentru a produce
anticorpi umani care leagd in mod specific ANGPTLS sau ANGPTL3.

De exemplu, folosind tehnologia VELOCIMMUNE ™ (vezi, de exemplu, US 6.596.541,
Regeneron Pharmaceuticals) sau orice altd metodd cunoscutd pentru generarea anticorpilor
monoclonali, anticorpii himerici cu afinitate ridicatd la ANGPTLS8 sau la ANGPTL3 sunt initial
izolati avind o regiune variabili umand si un soarece regiune constanti. Tehnologia
VELOCIMMUNE® implicd generarea unui soarece transgenic avand un genom care cuprinde
regiuni variabile ale lanfului greu si usor uman legate in mod operational de loci de regiune
constantd endogend a soarecilor, astfel incit soarecele sd producd un anticorp care cuprinde o
regiune variabild umand si o regiune constantd a soarecelui ca rdspuns la antigenic. stimulare.
ADN-ul care codificd regiunile variabile ale lanturilor grele si usoare ale anticorpului sunt izolate
si legate in mod operational de ADN-ul care codificd regiunile constante ale lantului greu si usor
uman. ADN-ul este apoi exprimat intr-o celuld capabild sd exprime anticorpul complet uman.

In general, un soarece VELOCIMMUNE® este provocat de antigenul de interes, iar
celulele limfatice (cum ar fi celulele B) sunt recuperate de la soarecii care exprimd anticorpi.
Celulele limfatice pot fi fuzionate cu o linie celulard de mielom pentru a pregiti linii celulare de
hibridom nemuritor si astfel de linii celulare de hibridom sunt selectate si selectate pentru a
identifica linii celulare de hibridom care produc anticorpi specifici antigenului de interes. ADN-ul
care codifica regiunile variabile ale lantului greu si lantului usor poate fi izolat si legat de regiunile
constante izotipice dorite ale lantului greu si lanfului usor. O astfel de proteind de anticorp poate fi
produsd Intr-o celuld, cum ar fi o celuld CHO. Alternativ, ADN-ul care codificd anticorpii himerici
specifici antigenului sau domeniile variabile ale lanturilor usoare si grele poate fi izolat direct de
antigenul specific limfocite.
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Initial, anticorpii himerici cu afinitate ridicatd sunt izolati avind o regiune variabild umani
si o regiune constantd de soarece. Anticorpii sunt caracterizati si selectati pentru caracteristicile
dorite, incluzand afinitatea, selectivitatea, epitopul etc., utilizand proceduri standard cunoscute
specialistilor in domeniu. Regiunile constante ale soarecilor sunt inlocuite cu o regiune constanti
umand doritd pentru a genera anticorpul complet uman conform inventiei, de exemplu 1gG1 sau
1gG4 de tip silbatic sau modificat. In timp ce regiunea constanti selectati poate varia in functie de
utilizarea specificd, caracteristicile de legare a antigenului cu afinitate ridicatd si specificitatea
{intei se afla in regiunea variabild.

In general, anticorpii care pot fi utilizati In metodele prezentei inventii poseda afinititi mari,
asa cum este descris mai sus, atunci cAnd sunt misurati prin legarea la antigen fie imobilizata pe
faza solida, fie in fazi de solutie. Regiunile constante ale soarecilor sunt inlocuite cu regiunile
constante umane dorite pentru a genera anticorpii complet umani ai inventiei. In timp ce regiunea
constantd selectatd poate varia in functie de utilizarea specificd, caracteristicile de legare a
antigenului cu afinitate ridicata si specificitatea tintei se afld in regiunea variabila.

Exemple specifice de anticorpi umani sau fragmente de anticorpi care leaga antigenul care
leagad in mod specific ANGPTLS, care pot fi folositi in contextul metodelor prezentei inventii
includ anticorpi sau proteine care leagd antigenul cuprinzind cele sase CDR (HCDR1, HCDR2,
HCDR3, LCDR1, LCDR2 si LCDR3) din perechea de secvente de aminoacizi cu regiune variabila
a lantului greu si usor (HCVR/LCVR) cuprinzand SEQ ID NOs: 1/5.

In anumite variante ale prezentei invenfii, anticorpul anti-ANGPTL8 sau fragmentul
acestuia care leagd antigenul, care poate fi utilizat in metodele prezentei inventii cuprinde regiuni
de determinare a complementarititii lantului greu si usor (HCDR1-HCDR2- HCDR3/LCDR1 -
LCDR?2 -LCDR3) cuprinzand secventele de aminoacizi ale SECV ID NR: 2, 3, 4,6, 7 51 8.

In anumite variante ale prezentei inventii, anticorpul anti-ANGPTLS8 sau fragmentul de
legare a antigenului acestuia, care poate fi utilizat in metodele prezentei inventii cuprinde un
HCVR avand secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 1 si un LCVR avand secventa de aminoacizi
din SECV ID NR: 5.

Exemple specifice de anticorpi umani sau fragmente de anticorpi care leagi antigenul care
leagad in mod specific ANGPTL3, care pot fi folositi in contextul metodelor prezentei inventii
includ anticorpi sau proteine care leagd antigenul cuprinzand cele sase CDR (HCDR1, HCDR2,
HCDR3, LCDR1, LCDR2 si LCDR3) din perechea de secvente de aminoacizi cu regiune variabila
a lantului greu si usor (HCVR/LCVR) cuprinzind SEQ ID NOs: 10/14.

[0118] In prezenta inventie, anticorpul anti-ANGPTL3 sau fragmentul acestuia care leaga
antigenul, care poate fi utilizat in metodele prezentei inventii cuprinde regiuni de determinare a
complementarititii lantului greu si usor (HCDR1-HCDR2- HCDR3/LCDRI1 -LCDR2 -LCDR3)
cuprinzand secventele de aminoacizi ale SECV ID NR: 11, 12, 13, 15, 16 51 17.

In anumite variante ale prezentei invenfii, anticorpul anti-ANGPTL3 sau fragmentul
acestuia care leagd antigenul, care poate fi utilizat in metodele prezentei inventii cuprinde un
HCVR avand secvenfa de aminoacizi a SECV ID NR: 10 si un LCVR avand secventa de
aminoacizi din SECV ID NR: 14.

Compozitii farmaceutice si metode de administrare

Prezenta inventie include metode, care cuprind administrarea unui inhibitor ANGPTLS
unui pacient in combinatie cu un inhibitor ANGPTLS3, in care inhibitorul ANGPTLS si inhibitorul
ANGPTL3 sunt confinute in acelasi sau in compozitii farmaceutice diferite. Compozifiile
farmaceutice conform inventiei sunt formulate cu purtitori, excipienti si alti agenti adecvati care
asigurd transferul adecvat, cliberarea, toleranta si altele asemenea. O multitudine de formulari
adecvate pot fi gasite in formularul cunoscut de tofi chimistii farmaceutici: Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Aceste formuliri includ, de
exemplu, pulberi, paste, unguente, jeleuri, ceruri, uleiuri, lipide, lipide (cationice sau anionice)
care contin vezicule (cum ar fi LIPOFECTIN ™) conjugate ADN, paste de absorbtie anhidre, ulei
in apd si apd -emulsii in ulei, emulsii carbowax (polietilen glicoli de diferite greutiti moleculare),
geluri semi-solide si amestecuri semi-solide care contin carbowax. Vezi si Powell si colab.
"Compendiu de excipienti pentru formuldri parenterale "PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52:
238-311.

Exemple de formuldri farmaceutice care cuprind anticorpi anti-ANGPTLS si/sau anticorpi
ANGPTL3 care pot fi utilizafi in contextul prezentei inventii includ oricare dintre formuldrile
prevazute in US 8.795.669 sau in W02013/166448 sau W02012/168491.

Sunt cunoscute diverse sisteme de livrare si pot fi utilizate pentru administrarea compozitiei
farmaceutice a inventiei, de exemplu, incapsularea in lipozomi, microparticule, microcapsule,
celule recombinante capabile sd exprime virusurile mutante, endocitoza mediatd de receptor (a se
vedea, de exemplu, Wu si colab., 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432). Metodele de administrare
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includ, dar nu se¢ limiteazi la, cii intradermice, intramusculare, intraperitoneale, intravenoase,
subcutanate, intranazale, epidurale si orale. Compozitia poate fi administrati pe orice cale
convenabild, de exemplu prin perfuzie sau injectic in bolus, prin absorbtie prin epitelial sau
mucoase mucocutanate (de exemplu, mucoasa bucald, mucoasa rectald si intestinald etc.) si pot fi
administrate impreund cu al{i agenti biologic activi.

O compozitie farmaceuticd conform prezentei inventii poate fi administrati subcutanat sau
intravenos cu un ac si seringd standard. In plus, in ceea ce priveste eliberarea subcutanati, un
dispozitiv de eliberare a stiloului are usor aplicatii in furnizarea unei compozitii farmaceutice
conform prezentei inventii. Un astfel de dispozitiv de livrare stilou poate fi refolosibil sau de unici
folosintd. Un dispozitiv de livrare stilou reutilizabil utilizeaza in general un cartus inlocuibil care
confine o compozitiec farmaceuticd. Odatd ce toatd compozitia farmaceuticd din cartus a fost
administratd si cartusul este gol, cartusul gol poate fi usor aruncat si inlocuit cu un cartus nou care
confine o compozitie farmaceuticd. Dispozitivul de livrare a stiloului poate fi apoi refolosit. Intr-un
dispozitiv de livrare stilou de unica folosintd, nu existd cartus inlocuibil. Mai degrabi, dispozitivul
de livrare a stiloului de unica folosinta este preumplut cu compozitia farmaceutica tinutad intr-un
rezervor din dispozitiv. Odatd ce rezervorul este golit de compozitia farmaceutici, intregul
dispozitiv este aruncat.

Numeroase dispozitive de livrare stilou si autoinjector reutilizabile au aplicatii in
administrarea subcutanati a unei compozifii farmaceutice conform prezentei inventii. Exemplele
includ, dar nu se limiteazd la AUTOPEN ™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, Marea Britanie),
Stilon DISETRONIC ™ (Disetronic Medical Systems, Bergdorf, Elvetia), stlon HUMALOG
MIX 75/25 ™, stilon HUMALOG ™, stilon HUMALIN 70/30 ™ (Eli Lilly si Co., Indianapolis,
IN), NOVOPEN ™ [, IT si III (Novo Nordisk, Copenhaga, Danemarca), NOVOPEN JUNIOR ™
(Novo Nordisk, Copenhaga, Danemarca), stilon BD ™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ),
OPTIPEN ™, OPTIPEN PRO ™, OPTIPEN STARLET ™ gi OPTICLIK ™ (Sanofi-Aventis,
Frankfurt, Germania), pentru a numi doar cateva. Exemple de dispozitive de eliberare a stiloului de
unicd folosintd care au aplicatii in administrarea subcutanati a unei compozifii farmaceutice
conform prezentei inventii includ, dar nu sunt limitate la stiloul SOLOSTAR ™ (Sanofi-Aventis),
FLEXPEN ™ (Novo Nordisk) si KWIKPEN ™ (Eli Lilly), autoinjectorul SURECLICK ™
(Amgen, Thousand Oaks, CA), PENLET ™ (Haselmeier, Stuttgart, Germania), EPIPEN (Dey,
LP) si stiloul HUMIRA ™ (Abbott Labs, Abbott Park IL), pentru numiti doar cteva.

In anumite situatii, compozitia farmaceuticd poate fi livratd intr-un sistem cu eliberare
controlati. Intr-o varianti de realizare, poate fi utilizati o pompa (vezi Langer, supra; Sefton,
1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201 ). Intr-o alti realizare, pot fi utilizate materiale
polimerice; a se vedea, Aplicatii medicale de eliberare controlati, Langer si Wise (eds.), 1974,
CRC Pres., Boca Raton, Florida. Intr-un alt exemplu de realizare, un sistem de eliberare controlata
poate fi plasat in apropierea fintei compozitiei, necesitind astfel doar o fractiune din doza
sistemicd (vezi, de exemplu, Goodson, 1984, in Medical Applications of Controlled Release,
supra, vol. 2, pp. 115-138). Alte sisteme cu eliberare controlatd sunt discutate in revizuirea lui
Langer, 1990, Science 249: 1527-1533.

Preparatele injectabile pot include forme de dozare pentru injectii intravenoase,
subcutanate, intracutane si intramusculare, perfuzii de picurare etc. Aceste preparate injectabile pot
fi preparate prin metode cunoscute. De exemplu, preparatele injectabile pot fi preparate, de
exemplu, prin dizolvarea, suspendarea sau emulsionarea anticorpului sau a sdrii sale descrise mai
sus intr-un mediu apos steril sau un mediu uleios utilizat conventional pentru injectii. Ca mediu
apos pentru injectii, existd, de exemplu, ser fiziologic, o solutie izotonicd care contine glucoza si
alti agenti auxiliari etc., care poate fi utilizatd in combinatie cu un agent solubilizant adecvat, cum
ar fi un alcool (de exemplu, etanol), un polialcool (de exemplu, propilen glicol, polietilen glicol),
un agent tensioactiv neionic [de exemplu, polisorbat 80, HCO-50 (polioxietilend (50 mol) aduct de
ulei de ricin hidrogenat)] etc. Ca mediu uleios, sunt folositi, de exemplu, ulei de susan, ulei de soia
etc., care pot fi folosifi in combinatie cu un agent de solubilizare, cum ar fi benzoatul de benzii,
alcoolul benzilic etc. Injectia astfel preparata este de preferintd umpluta intr-o fiold adecvata.

In mod avantajos, compozitiile farmaceutice pentru uz oral sau parenteral descrise mai sus
sunt preparate in forme de dozare intr-o dozd unitard adecvatd pentru a se potrivi unei doze de
ingrediente active. Astfel de forme de dozare intr-o doza unitard includ, de exemplu, tablete,
pastile, capsule, injectii (fiole), supozitoare etc.

Dozare

Cantitatea unui inhibitor ANGPTLS (de exemplu, anticorp anti-ANGPTLS8) sau a unui
inhibitor ANGPTL3 (de exemplu, anticorp anti-ANGPTL3) administrat unui subiect conform
metodelor prezentei inventii este, in general, o cantitate eficientd terapeutic. Asa cum este utilizat
aici, sintagma ,.cantitate eficienti terapeutic dintr-un inhibitor ANGPTLS” inseamnd o dozid de
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inhibitor ANGPTLS, atunci cind este administratd in combinatie cu un inhibitor ANGPTL3, are ca
rezultat o reducere detectabild (cel pufin aproximativ 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75% sau mai mult din linia de bazd) in unul sau mai multi
parametri selectafi din grup constind din colesterol total, LDL-C, ApoB100, non-HDL-C, VLDL-
C, trigliceride, Lp (a) si colesterol restant, sau o cantitate care reduce sau elimind nevoia
pacientului de alte interventii terapeutice, cum ar fi, lipoproteina aferezi sau care reduce rata
normalizata de afereza a unui pacient.

In cazul unui anticorp anti-ANGPTLS, o cantitate eficientd terapeutic poate fi de la
aproximativ 0,05 mg la aproximativ 600 mg, de exemplu, aproximativ 0,05 mg, aproximativ 0,1
mg, aproximativ 1, 0 mg, aproximativ 1, 5 mg, aproximativ 2,0 mg, aproximativ 10 mg,
aproximativ 20 mg, aproximativ 30 mg, aproximativ 40 mg, aproximativ 50 mg, aproximativ 60
mg, aproximativ 70 mg, aproximativ 80 mg, aproximativ 90 mg, aproximativ 100 mg, aproximativ
1 10 mg, aproximativ 120 mg , aproximativ 130 mg, aproximativ 140 mg, aproximativ 160 mg,
aproximativ 170 mg, aproximativ 180 mg, aproximativ 190 mg, aproximativ 200 mg, aproximativ
210 mg, aproximativ 220 mg, aproximativ 230 mg, aproximativ 240 mg, aproximativ 250 mg,
aproximativ 260 mg, aproximativ 270 mg, aproximativ 280 mg, aproximativ 290 mg, aproximativ
300 mg, aproximativ 310 mg, aproximativ 320 mg, aproximativ 330 mg, aproximativ 340 mg,
aproximativ 350 mg, aproximativ 360 mg, aproximativ 370 mg, aproximativ 380 mg , aproximativ
390 mg, aproximativ 400 mg, aproximativ 410 mg, aproximativ 420 mg, aproximativ 430 mg,
aproximativ 440 mg, aproximativ 450 mg, aproximativ 460 mg, aproximativ 470 mg, aproximativ
480 mg, aproximativ 490 mg, aproximativ 500 mg, aproximativ 510 mg, aproximativ 520 mg,
aproximativ 530 mg, aproximativ 540 mg, aproximativ 550 mg, aproximativ 560 mg, aproximativ
570 mg, aproximativ 580 mg, aproximativ 590 mg sau aproximativ 600 mg din anticorpul anti-
ANGPTLS. Conform anumitor exemple de realizare a prezentei inventii, o cantitate eficienta
terapeutic dintr-un anticorp anti-ANGPTLS este de 75 mg, 150 mg sau 300 mg (de exemplu, in
cazul alirocumab), sau 140 mg sau 420 mg (de exemplu, in caz de evolocumab). Alte cantititi de
dozare de inhibitori ANGPTLS vor fi evidente persoanelor cu calificare obisnuitd in domeniu si
sunt avute in vedere in cadrul prezentei inventii.

Cantitatea de anticorp anti-ANGPTLS continuta in dozele individuale poate fi exprimata in
termeni de miligrame de anticorp pe kilogram de greutate corporald a pacientului (adicd mg/kg).
De exemplu, anticorpul anti-ANGPTLS poate fi administrat unui pacient la o dozad de aproximativ
0,0001 pana la aproximativ 10 mg/kg din greutatea corporald a pacientului.

Cantitatea de inhibitor ANGPTL3 (de exemplu, anticorp anti-ANGPTL3) administrat unui
subiect conform metodelor prezentei inventii este, in general, o cantitate eficientd terapeutic. Asa
cum este utilizat aici, sintagma ,.cantitate eficientd terapeutic dintr-un inhibitor ANGPTL3”
inscamnd o dozi de inhibitor ANGPTLS3, atunci c¢ind este combinati cu un inhibitor ANGPTLS,
are ca rezultat o reducere detectabild (cel putin aproximativ 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75% sau mai mult de la linia de bazd) in unul sau mai
multi parametri selectati din grupul format din total colesterol, LDL-C, ApoB100, non-HDL-C,
VLDL-C, trigliceride, Lp (a) si colesterol restant, sau o cantitate care previne sau atenueaza
ateroscleroza la un subiect (asa cum este descris in alta parte aici).

In cazul unui anticorp anti-ANGPTL3, o cantitate eficientd terapeutic poate fi de la
aproximativ 0,05 mg la aproximativ 600 mg, de exemplu, aproximativ 0,05 mg, aproximativ 0,1
mg, aproximativ 1, 0 mg, aproximativ 1, 5 mg, aproximativ 2,0 mg, aproximativ 10 mg,
aproximativ 20 mg, aproximativ 30 mg, aproximativ 40 mg, aproximativ 50 mg, aproximativ 60
mg, aproximativ 70 mg, aproximativ 80 mg, aproximativ 90 mg, aproximativ 100 mg, aproximativ
1 10 mg, aproximativ 120 mg, aproximativ 130 mg, aproximativ 140 mg, aproximativ 160 mg,
aproximativ 170 mg, aproximativ 180 mg, aproximativ 190 mg, aproximativ 200 mg, aproximativ
210 mg, aproximativ 220 mg, aproximativ 230 mg, aproximativ 240 mg, aproximativ 250 mg,
aproximativ 260 mg, aproximativ 270 mg, aproximativ 280 mg, aproximativ 290 mg, aproximativ
300 mg, aproximativ 310 mg, aproximativ 320 mg, aproximativ 330 mg, aproximativ 340 mg,
aproximativ 350 mg, aproximativ 360 mg, aproximativ 370 mg, aproximativ 380 mg, aproximativ
390 mg, aproximativ 400 mg, aproximativ 410 mg, aproximativ 420 mg, aproximativ 430 mg,
aproximativ 440 mg, aproximativ 450 mg, aproximativ 460 mg, aproximativ 470 mg, aproximativ
480 mg, aproximativ 490 mg, aproximativ 500 mg, aproximativ 510 mg, aproximativ 520 mg,
aproximativ 530 mg, aproximativ 540 mg, aproximativ 550 mg, aproximativ 560 mg, aproximativ
570 mg, aproximativ 580 mg, aproximativ 590 mg , sau aproximativ 600 mg, din anticorpul anti-
ANGPTL3. Alte cantititi de dozare de inhibitori ANGPTL3 vor fi evidente persoanelor cu
calificare obisnuitd in domeniu si sunt avute in vedere in cadrul prezentei inventii.

Cantitatea de anticorp anti-ANGPTL3 continuta in dozele individuale poate fi exprimata in
termeni de miligrame de anticorp pe kilogram de greutate corporald a pacientului (adicd mg/kg).
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De exemplu, anticorpul anti-ANGPTL3 poate fi administrat unui pacient la o doza de aproximativ
0,0001 pana la aproximativ 10 mg / kg din greutatea corporald a pacientului.

Terapii combinate

Asa cum este descris in altd parte aici, metodele prezentei inventii pot cuprinde
administrarea unui inhibitor ANGPTLS in combinatie cu un inhibitor ANGPTL3 unui pacient care
nu este receptiv la, controlat inadecvat de sau este intolerant la o terapie standard de scidere a
lipidelor. In anumite variante de realizare, necesitatea unei administriri suplimentare a terapiei de
scidere a lipidelor poate fi eliminati cu totul. In anumite variante de realizare, utilizarea combinati
a inhibitorului ANGPTLS cu inhibitorul ANGPTL3 poate fi utilizatd in combinatie cu (,,pe
deasupra”) terapiei de scidere a lipidelor prescrisi anterior de pacient. De exemplu, in contextul
sciderii a cel pufin unui parametru lipidic / lipoproteic la un pacient care sufera de hiperlipidemie
(de exemplu, hipercolesterolemie sau hipertrigliceridemie), in care pacientul nu este receptiv la,
controlat inadecvat de sau este intolerant la o terapie standard de scidere a lipidelor , o combinatie
dintr-un inhibitor ANGPTLS8 cu un inhibitor ANGPTL3 poate fi administratd unui pacient in
combinatie cu un regim zilnic stabil de statind terapeutici. Exemple de regimuri de statine
terapeutice zilnice cu care un inhibitor ANGPTLS plus un inhibitor ANGPTL3 poate fi administrat
in combinatie cu in contextul prezentei inventii includ, de exemplu, atorvastatind (10, 20, 40 sau
80 mg pe zi), (atorvastatind / ezetimib 10/10 sau 40/10 mg pe zi), rosuvastatini (5, 10 sau 20 mg
pe zi), cerivastatind (0,4 sau 0,8 mg pe zi), pitavastatind (1, 2 sau 4 mg pe zi), fluvastatini (20, 40
sau 80 mg pe zi), simvastatind (5, 10, 20, 40 sau 80 mg pe zi), simvastatind / ezetimib (10/10,
20/10, 40/10 sau 80/10 mg pe zi), lovastatind (10, 20, 40 sau 80 mg pe zi) , pravastatini (10, 20, 40
sau 80 mg pe zi) si combinatii ale acestora. Alte terapii modificatoare de lipide cu care un inhibitor
ANGPTLS plus un inhibitor ANGPTL3 pot fi administrate in combinatie cu in contextul prezentei
inventii includ, de exemplu, (1) un agent care inhiba absorbtia colesterolului si sau reabsorbfia
acidului biliar (de exemplu, ezetimib) ; (2) un agent care creste catabolismul lipoproteinelor (cum
ar fi niacina); si/ sau (3) activatori ai factorului de transcriptie LXR care joacd un rol in eliminarea
colesterolului, cum ar fi 22-hidroxicolesterol.

Un exemplu nelimitativ de anticorp anti-ANGPTLS8 care poate fi utilizat in contextul
prezentei inventii include un anticorp cuprinzand perechea de secvente de aminoacizi HCVR /
LCVR din SEQ ID NO: 1/5 sau o portiune de legare a antigenului a acestuia .

Un exemplu nelimitativ de anticorp ANGPTL3 care trebuie utilizat in contextul prezentei
inventii include evinacumab, cuprinzand perechea de secvente de aminoacizi HCVR / LCVR din
SEQ ID NO: 10/14 sau o portiune de legare a antigenului a acestuia.

Regimuri de administrare

Conform anumitor variante ale prezentei inventii, doze multiple de inhibitor ANGPTLS
(adicd, o compozitie farmaceuticd cuprinzind un inhibitor ANGPTLS) si un inhibitor ANGPTL3
(adicd, o compozitie farmaceuticd cuprinzind un inhibitor ANGPTL3) pot fi administrate unui
subiect peste un curs de timp (de exemplu, pe 1Anga un regim zilnic de statine terapeutice sau altd
terapie de modificare a lipidelor de fond). Metodele conform acestui aspect al inventiei cuprind
administrarea secvenfiald la un subiect de doze multiple de inhibitor ANGPTLS si inhibitor
ANGPTL3. Asa cum este utilizat aici, ,,administrare secventiald” inseamna ca fiecare doza de
inhibitor ANGPTLS si inhibitor ANGPTL3 este administratd subiectului la un moment diferit, de
exemplu, in diferite zile separate de un interval predeterminat (de exemplu, ore, zile, sdptdmani
sau luni) . Prezenta inventie include metode care cuprind administrarea secventiald la pacient a
unei doze inifiale unice de inhibitor ANGPTLS si inhibitor ANGPTL3, urmati de una sau mai
multe doze secundare de inhibitor ANGPTLS si inhibitor ANGPTL3 si, opfional, urmatd de una
sau mai multe doze terfiare de inhibitorul ANGPTLS si inhibitorul ANGPTL3.

Termenii ,,doza initiald”, ,,doze secundare” si ,,doze tertiare” se referd la secventa temporala
de administrare a dozelor individuale dintr-o compozitie farmaceuticd cuprinzand un inhibitor
ANGPTLS si inhibitor ANGPTL3. Astfel, ,,doza initiald” este doza care este administratd la
inceputul regimului de tratament (denumita si ,,doza initiald”); ,,dozele secundare™ sunt dozele care
se administreazd dupd doza initiald; si ,,dozele terfiare” sunt dozele care se administreazd dupa
dozele secundare. Dozele initiale, secundare si tertiare pot contine aceeasi cantitate de inhibitor
ANGPTLS si inhibitor ANGPTL3, dar, in general, pot diferi intre ele in ceea ce priveste frecventa
administrarii. Cu toate acestea, in anumite variante de realizare, cantitatea de inhibitor ANGPTLS
st inhibitor ANGPTL3 continute in dozele initiale, secundare si / sau tertiare variaza intre ele (de
exemplu, ajustate in sus sau in jos, dupd caz) in timpul tratamentului. In anumite variante de
realizare, doud sau mai multe doze (de exemplu, 2, 3, 4 sau 5) doze sunt administrate la inceputul
regimului de tratament ca ,,doze de incircare” urmate de doze ulterioare care sunt administrate pe
0 baza mai putin frecventd (de exemplu, ,, doze de intretinere ").
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Conform exemplelor de realizare ale prezentei inventii, fiecare doza secundard si / sau
tertiard este administrati de la 1 1a 26 (de exemplu, 1, 1 ¥4, 2, 2'4, 3, 3%, 4, 414, 5, 5%, 6, 6'4, 7,
72,8,82,9,97,10,102,11, 11?7 , 12,127, 13, 13?2, 14, 142, 15, 152, 16, 16?2, 17, 1772, 18,
18?7, 19, 192, 20, 207, 21, 21 ?, 22, 2272, 23, 237, 24, 247, 25, 257, 26, 26? sau mai mult)
saptdmani dupd doza imediat precedentd. Expresia ,,doza imediat precedenti”, asa cum este
utilizatd aici, inseamnd, intr-o succesiune de administrdri multiple, doza de moleculd care leaga
antigenul, care este administratd unui pacient inainte de administrarea urmdtoarei doze in secventa
fard dozele intervenind.

Metodele conform acestui aspect al inventiei pot cuprinde administrarea unui pacient
oricarui numir de doze secundare si / sau tertiare de inhibitor ANGPTLS si inhibitor ANGPTL3.
De exemplu, in anumite variante de realizare, doar o singurd doza secundard este administrata
pacientului. In alte variante, doud sau mai multe (de exemplu, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 sau mai multe)
doze secundare sunt administrate pacientului. La fel, in anumite variante de realizare, doar o
singurd dozd tertiard este administratd pacientului. in alte variante, doui sau mai multe (de
exemply, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 sau mai multe) doze tertiare sunt administrate pacientului.

In realiziri care implici doze secundare multiple, fiecare dozi secundard poate fi
administratd la aceeasi frecventd ca si celelalte doze secundare. De exemplu, fiecare dozd
secundard poate fi administratd pacientului la 1-2 sdptimani, 4, 6, 8 sau mai multe sdptdmani dupa
doza imediat precedentd. In mod similar, in realiziri care implici doze tertiare multiple, fiecare
doz3 tertiard poate fi administrati la aceeasi frecventd ca si celelalte doze tertiare. De exemplu,
fiecare doza tertiard poate fi administratd pacientului la 1-2 sdptimani, 4, 6, 8 sau mai multe
sdptdmani dupd doza imediat precedentd. Alternativ, frecventa cu care dozele secundare si/sau
tertiare sunt administrate unui pacient poate varia pe parcursul regimului de tratament. Frecventa
administrarii poate fi, de asemenea, ajustata in timpul tratamentului de cdtre un medic, in functie
de nevoile pacientului individual dupd examinarea clinica.

EXEMPLE

Urmatoarele exemple sunt prezentate astfel incit sd ofere celor cu calificare obisnuitd in
domeniu o dezvaluire completd si o descriere a modului de realizare si utilizare a metodelor si
compozitiilor inventiei si nu sunt destinate si limiteze domeniul de vedere al inventatorilor ca
inventie a acestora. S-au depus eforturi pentru a asigura precizia cu privire la numerele utilizate
(de exemplu, cantitdti, temperaturd etc.), dar ar trebui luate In considerare unele erori
experimentale si abateri. Dacd nu se indicd altfel, partile sunt parti in greutate, greutatea
molecular este greutatea moleculard medie, temperatura este in grade Celsius si presiunea este la
sau aproape atmosferica.

Exemplul 1. Generarea de anticorpi umani impotriva ANGPTLS uman

Anticorpii anti-ANGPTLS au fost obtinuti prin imunizarea unui soarec VELOCIMMUNE®
(adicd, un soarece proiectat cuprinzind ADN care codifici regiunile variabile ale lantului usor
imunoglobulind umana si kappa) cu un imunogen care cuprinde un ANGPTLS uman recombinant
exprimat cu un tag Cg terminal 1gG2a Fe (Vezi SECV ID NR. 9). Rispunsul imun al anticorpului
a fost monitorizat printr-un test imunologic specific ANGPTLS. Cand s-a obfinut un rdspuns imun
dorit, mai multi anticorpi anti-ANGPTLS8 complet umani au fost generati din celule B antigen-
pozitive asa cum este descris in US 2007 / 0280945A1, incorporat prin referinta aici in intregime.

Exemplul de inhibitor ANGPTLS utilizat in urmdtorul exemplu este anticorpul uman anti-
ANGPTLS desemnat "H4H15341 P". O regiune variabila cu lant greu (HCVR) cuprinzand SECV
ID NR: 1 si un domeniu variabil cu lant usor (LCVR) cuprinzind SECV ID NR: 5; o regiune de
determinare a complementarititii lanfului greu 1 (HCDR1) cuprinzind SECV ID NR: 2, un
HCDR?2 cuprinzand SECV ID NR: 3, un HCDR3 cuprinzand SECV ID NR: 4, o regiune de
determinare a complementaritafii lantului usor 1 (LCDR1) cuprinzind SECV ID NR. 6, un
LCDR?2 cuprinzand SECV ID NR: 7 si un LCDR3 cuprinzand SECV ID NR: 8.

Exemplul 2. Generarea de anticorpi umani impotriva ANGPTL3 uman

Anticorpii anti-ANGPTL3 umani au fost generati asa cum este descris in brevetul SUA nr.
9.018.356. Exemplul de inhibitor ANGPTL3 utilizat in urmitorul exemplu este anticorpul uman
anti-ANGPTL3 desemnat "H4H1276S", cunoscut si sub numele de "evinacumab. "H4H1276S are
urmatoarele caracteristici ale secventei de aminoacizi: o regiune variabild a lanfului greu (HCVR)
cuprinzand SECV ID NR: 10 si un domeniu variabil al lantului usor (LCVR) cuprinziand SECV ID
NR: 14; o regiune 1 de determinare a complementaritatii lantului greu (HCDR1) cuprinzind SECV
ID NR: 1 1, un HCDR?2 cuprinzand SECV ID NR: 12, un HCDR3 cuprinzand SECV ID NR: 13, o
regiune de determinare a complementarititii lanfului usor 1 (LCDR1) cuprinzand SECV ID NR:
15, un LCDR2 cuprinzand SECV ID NR: 16 si un LCDR3 cuprinzand SECV ID NR: 17.

Exemplul 3: Efect in vivo al anticorpului anti-ANGPTL3 asupra nivelurilor de
trigliceride si colesterol circulante la soareci ANGPTLS Knockout (KO) si Wild Type (WT)
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Efectele anticorpului ANGPTL3 H4HI1276S asupra trigliceridelor serice (TG) si ale
colesterolului total au fost evaluate la soarecii Angptl8 knockout si la soareci de tip sdlbatic.
Soarecii au fost pre-sangerati in conditii de post-refed (refed timp de 6 ore dupd post peste noapte)
cu 5 zile inainte de experiment. Soarecii au fost sortati in grupuri (cite 5 soareci per anticorp pe
genotip) pe baza valorilor inifiale ale TG si ale colesterolului total. Anticorpii, martori cu izotip
(hlgG4) cu specificitate irelevantd si H4H1276S (anti-ANGPTL3), au fost administrafi prin
injectare subcutanatd cu doza unicd in ziua 0 a studiului la 10 mg / kg. Soarecii au fost singerati in
zilele 2 si 8 In conditii de repaus alimentar si TG si nivelurile colesterolului total au fost
determinate in ser prin ADVIA® 1800 Chemistry System (Siemens). Mediile au fost calculate
pentru fiecare punct de timp. Rezultatele, exprimate ca (medie + SEM) sunt prezentate in figurile 1
si 2. Figura 1 prezinta rezultatele nivelurilor de trigliceride atit la soarecii ANGPTLS KO cét si la
soarecii WT. Figura 2 prezint rezultatele nivelurilor totale de colesterol atit la soarecii ANGPTLS
KO cat si la soarecii WT.

Rezumatul rezultatelor:

Efectul anticorpului ANGPTL3 H4H1276S asupra TG circulant si a nivelurilor
colesterolului total a fost evaluat la soarecii Angptl8 knockout si la soareci de tip sdlbatic.
Tratamentul cu H4H1276S a condus la o reducere semnificativd a nivelului circulant de TG si a
colesterolului total la soarecii de tip salbatic, in concordant cu cea raportatd anterior (Gusarova si
colab., 2015, J. Lipid Res. (2015), Iulie; 56 (7): 1308-17) H4H1276S a cauzat, de asemenea, o
reducere semnificativa a nivelurilor de TG la soarecii knpt-out Angptl8, care au avut deja nivelul
de TG initial redus din cauza stergerii Angptl8. Colesterolul total a fost, de asemenea, redus
semnificativ prin tratamentul H4H1276S al soarecilor knockout Angptl8. Aceste date sugereaza ca
inhibarea atat a ANGPTL3 cat si a ANGPTLS poate avea un efect aditiv asupra nivelurilor de TG
circulante.

Exemplul 4: Efect in vivo al anti-ANGPTLS si anti-ANGPTL3 si combinatia acestora
asupra trigliceridelor circulante (TG) si a colesterolului total (TC) la soarecii ANGPTLS
umanizati

Efectele tratamentului combinafional al anticorpilor anti-ANGPTLS si anti-ANGPTL3
asupra trigliceridelor serice (TG) si asupra nivelului total de colesterol au fost evaluate la soarecii
ANGPTLS umanizati. Soarecii au fost pre-sangerati cu 6 zile inainte de experiment, in condifii
nedorite. Soarecii au fost sortati in grupuri (cite cinci soareci pentru fiecare anticorp sau
combinatie de anticorpi testafi) pe baza valorilor lor initiale de TG si greutdti corporale. Anticorpii
au fost administrati prin injectie subcutanatd cu doza unicd in ziua 0 a studiului: controlul asociat
cu izotip (hlgG4) cu specificitate irelevantd, H4H15341 P si H4H1276S au fost administrati in
dozd de 3 mg / kg si combinatia de H4H15341 P si H4H1276S a fost administrata la 2 doze -
1.5mg / kg sau 3mg / kg din fiecare. Soarecii au fost singerati (nedepusi) in zilele 1, 4, 8 si 14
dupd injectarea anticorpilor, TG si nivelurile totale de colesterol au fost determinate in ser prin
ADVIA® 1800 Chemistry System (Siemens). Mediile au fost calculate pentru fiecare punct de
timp. Rezultatele, exprimate ca (medie £ SEM) sunt prezentate in figurile 3 si 4. Figura 3 arati
efectul asupra trigliceridelor atunci cand anticorpii ANGPTL3 sau ANGPTLS8 au fost folositi
singuri sau cand au fost utilizati in combinafie. Masurdtorile au fost facute in zilele 1, 4, 7 si 14
dupd administrare. Figura 4 prezintd efectul asupra nivelului total de colesterol atunci cand
anticorpii ANGPTL3 sau ANGPTL8 au fost folositi singuri sau cind au fost utilizati in
combinatie. Masurdtorile au fost facute in zilele 1, 4, 7 si 14 dupa administrare.

Rezumatul rezultatelor:

Efectul tratamentului combinational al H4H15341 P (anti-hANGPTLS) si H4H1276S (anti-
ANGPTL3) asupra nivelurilor circulante de TG au fost testate la soareci ANGPTL8 umanizati.
Administrarea de imAb unic sau combinafie a dus la o reducere semnificativ a nivelului circulant
de TG, unde tratamentul combinational a aritat un efect aditiv asupra nivelurilor serice de TG,
comparativ cu efectele unice de imAb.

Exemplul 5: Studii privind interactiunea AngPTL3 si AngPTLS

Proteina 3 aseminitoare angiopoietinei (ANGPTL3) si ANGPTLS8 sunt proteine secretate si
inhibitori ai clearance-ului trigliceridelor plasmatice mediate de lipoprotein lipaza (LPL). A fost
studiat modul in care aceste proteine ANGPTL interactioneazi pentru a regla activitatea LPL
pentru a furniza cantitifi adecvate de acizi grasi tesuturilor pentru depozitare sau oxidare.
ANGPTL3 inhibd activitatea LPL si creste trigliceridele serice (TG) la soareci independent de
ANGPTLS. Efectele asupra activititii LPL si TG serice ar putea fi inversate cu un anticorp blocant
ANGPTL3. S-a constatat cd& ANGPTLS are un motiv functional inhibitor al LPL, dar necesiti
ANGPTL3 pentru a inhiba LPL si pentru a creste TG seric la soareci. Mutageneza dirijati la fata
locului a aratat ca capacitatea ANGPTLS8 de a bloca activitatea LPL si de a creste TG seric nu a
necesitat ANGPTL3 cu un motiv functional inhibitor al LPL. Un anticorp la capdtul C-terminal al
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ANGPTLS (vezi Exemplul 6) a inversat inhibarea LPL de citre ANGPTLS8 in prezenta
ANGPTL3. Anticorpul nu a perturbat complexul ANGPTLS: ANGPTL3, dar vine in imediata
apropiere a motivului inhibitor al LPL in capitul N-terminal al ANGPTLS. In mod colectiv, aceste
date aratd cA ANGPTLS are un motiv functional inhibitor al LPL, dar poate inhiba LPL doar in
prezenta ANGPTL3 (Haller, J. si colab. Nature Scientific Reports, prezentat 2017).

Exemplul 6: Anticorpul blocant anti-ANGPTLS inverseaza inhibarea LPL indusa de
ANGPTLS fara a perturba interactiunea ANGPTL3

O bibliotecd de peptide de 15 aminoacizi in lungime si cu un offset de un reziduu a fost
utilizatd pentru a identifica epitopii pentru 8 anticorpi monoclonali care leagi ANGPTLS uman cu
afinitate mare (Kd = 2.4x1010 pand la 5.8x109M; Figura 5). Epitopii sunt descrisi in Fig. 6a.
Anticorpii nu reactioneaza incrucisat la ANGPTLS8 de goarece si au fost testafi pentru eficacitatea
in vivo la soareci ANGPTLS umanizafi (Gusarova si colab., Trimis 2017). In mod surprinzitor,
doar un anticorp (imAb 7 sau H4H15341 P) a produs o reducere semnificativd a TG seric (Fig.
6b). Acest anticorp se¢ leagd de un epitop (aminoacizii 171-180) din regiunea C-terminald a
ANGPTLS (Fig. 6a). Am raportat recent ci acest anticorp scade, de asemenca, TG circulant cu
65% la maimutele cynomolgus (Gusarova si colab., Trimis 2017). Fig. 6c aratd ci anticorpul
dependent de dozd (EC50 = 0,47 nM) a inversat efectul inhibitor al ANGPTLS asupra LPL. Acest
studiu a fost realizat pe celule HEK293 care co-exprimd ANGPTL3.

Deoarece anticorpul blocant anti-ANGPTLS8 se leagd de partea C-terminald si motivul
inhibitor al LPL este situat in regiunea N-terminald, am vrut si testim dacd mediaza actiunea sa
prin perturbarea interactiunii ANGPTL3 si ANGPTLS. in acest scop, am folosit un test de
proximitate Alphal.ISA in care un semnal este detectat atunci cand ANGPTL3 si ANGPTLS sunt
exprimate impreund (Fig. 6d, stinga). Semnalul AlphalLISA a rdmas puternic chiar si atunci cind
au fost testate concentrafii mari de anticorp. Aceste date indicad faptul ca anticorpul blocant anti-
ANGPTLS nu restabileste activitatea LPL prin perturbarea interactiunii ANGPTLS: ANGPTL3.

Modelarea structurala a prezis recent cA ANGPTLS se pliaza astfel incat domeniile N- si C-
terminale sa fie In imediata apropiere (Siddiqa si colab. ( 2016) Comput Biol Chem, 61, 210-220).
Astfel, am emis ipoteza c anticorpul blocant ANGPTLS poate proteja steric motivul inhibitor din
ANGPTLS pentru a preveni inhibarea LPL. Pentru a testa aceastd ipotezd, am etichetat anticorpul
blocant ANGPTLS8 si un anticorp blocant la ANGPTLS (mAb4 (H4H15347P)), care se leaga de
regiunea mijlocie a secventei proteice ANGPTLS, cu un colorant acceptor FRET. In plus, am
etichetat ANGPTLS in site-ul sdu N-terminal cu un colorant donator asa cum este descris in Fig.
6e. Cand ANGPTLS8 marcat a fost co-exprimat cu ANGPTL3 in celulele HEK293 si testat cu
anticorpii marcati, am detectat un semnal TR-FRET mult mai puternic cu anticorpul blocant
ANGPTLS directionat catre fragmentul C-terminal comparativ cu cel al anticorpului neblocant
(Fig. 6f). Aceste rezultate indica faptul cd capetele N- si C ale ANGPTLS sunt situate in imediata
apropiere si ci anticorpul blocant ANGPTLS poate impiedica steric legarea motivului inhibitor al
ANGPTLS de LPL.

Materiale si metode:

Cartografierea epitopului. Cartografiecrea epitopului a fost realizatdi de PEPSCAN
PRESTO BE. Pe scurt, sinteza standard a peptidelor Fmoc a fost utilizatd pentru a sintetiza
peptidele lungi de 15 aminoacizi cu 14 suprapuneri de aminoacizi. Legarea anticorpilor la fiecare
peptida a fost testatd intr-un ELISA pe bazd de PEPSCAN: anticorpul primar a fost incubat la 1
?g/ml (peste noapte la 4 © C) urmat de incubare cu conjugat HRP anti-caprd uman (1 ord la 25 °
C). Dupa spilare, s-a adidugat substratul peroxidazei 2,2'-azino-di-3etilbenztiazolind sulfonat
(ABTS) si 10 pl/ml de 3% H202, iar dezvoltarea culorii a fost misuratd folosind un aparat de
fotografiat cu perechi de incircare.

Analiza AlphalLISA. Testul a fost efectuat intr-un format de placd cu 384 godeuri la
temperatura camerei. Mediul celular CHO-K1 (2,5 ul) din celule transfectate cu un vector care
contine ANGPTL3-myc si ANGPTLS8-V5 sau vector gol a fost incubat cu cantittile indicate de
anticorpi timp de 1 ord intr-un volum final de 20 pl. Apoi, s-au addugat margele anti-V5 Alpha
(PerkinElmer) si s-au incubat timp de inci 30 de minute, dupd o incubare de 1 h cu anticorp anti-
mic biotinilat (generat in casd) si margele donatoare de streptavidind Alpha (PerkinElmer). Toate
dilutiile au fost efectuate in tampon Hi-Block (PerkinElmer), concentratia finald a fost de 10 ng/ml
pentru margele si 10 nM pentru anticorp biotinilat in volum total de 50 pl. Semnalul AlphalLISA a
fost masurat intr-un Reader Multilabel Envision® (PerkinElmer) urmand instructiunile
producitorului.

Experiment anticorp TR-FRET. Celulele HEK293T au fost co-transfectate cu o plasmidi
care codifici ANGPTL3 si o plasmidd care codificA ANGPTL8 N-terminal marcat cu Avi
utilizand reactivul de transfectie TransIT-LT1. Mediul celular a fost colectat dupd 72 de ore,
concentrat de 20x folosind o unitate de filtrare Centriprep (Millipore) cu o intrerupere moleculard
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de 10 kDa si biotinilatd directi pe site utilizind biotind-proteind ligazi BirA (Aviditate) (Fairhead
& Howarth, 2015) urmand instructiunile furnizorului, apoi dializate impotriva PBS. Biotinilarea
Avi-ANGPTLS a fost confirmati prin Western blot folosind streptavidin-HRP pentru detectare.
Anticorpii au fost etichetafi utilizAnd trusa de ectichetare a anticorpilor Alexa Fluor ™ 647
(Invitrogen). Au fost determinate concentratiile de anticorpi si coloranti ectrofotometric si rapoarte
medicament-anticorpi de 5: 2 au fost utilizate pentru toate experimentele. TR- FRET a fost realizat
intr-un format de placd cu 384 de godeuri. Concentratia finald a fost 31,3 nM Europium-
streptavidind, 25 nM anticorp marcat, 50% Biotin-Avi-ANGPTLS in tampon de diluare TR-FRET
(PerkinElmer). TR-FRET a fost masurat folosind Envision® Multilabel Reader (PerkinElmer),
filtru de excitatie 340/30 nm, filtru de emisii 1 - 615/ 8,5 nm, filtru de emisii 2 - 665 / 7,5 nm,
oglind3 dicroicd D400 / D630, mdsurati intr-o intarziere de 100 ms si un timp de fereastrd de 2
ms.
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(57) Revendicari;

1. Un inhibitor al proteinei asemanatoare angiopoietinei 8 (ANGPTLS) pentru utilizare intr-
o metoda de tratare a unui pacient care suferd de hiperlipidemie, in combinatie cu un inhibitor al
proteinei asemdndtoare angiopoietinei 3 (ANGPTL3), in care inhibitorul ANGPTLS este un
anticorp sau un fragment de legare a antigenului acestuia, care s¢ leagd in mod specific la
ANGPTLS si cuprinde un lanf greu CDR1 (HCDR1) avand secventa de aminoacizi din SECV ID
NR: 2, un HCDR2 avand aminoacidul. secventa din SECV ID NR: 3, un HCDR3 avand secventa
de aminoacizi din SECV ID NR: 4, un lan{ usor CDR1 (LCDR1) avand secventa de aminoacizi
din SECV ID NR: 6, un LCDR2 avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 7 si un LCDR3
avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 8; si inhibitorul ANGPTL3 este un anticorp sau
un fragment de legare a antigenului acestuia, care se leagd in mod specific la ANGTL3 cuprinde
un lant greu CDR1 (HCDR1) avand secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 11, un HCDR2.
avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 12, un HCDR3 avand secventa de aminoacizi din
SECV ID NR: 13, un lant usor CDR1 (LCDRI1) avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR:
15, un LCDR2 avand secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 16 si un LCDR3 avind secventa de
aminoacizi SECV ID NR: 17.

2. Un inhibitor al proteinei asemandtoare angiopoietinei 3 (ANGPTL3) pentru utilizare intr-
o metoda de tratare a unui pacient care suferd de hiperlipidemie, in combinatie cu un inhibitor al
proteinei asemdndtoare angiopoietinei 8 (ANGPTLS), in care inhibitorul ANGPTL3 este un
anticorp sau un fragment de legare a antigenului acestuia, care se¢ leagd in mod specific la
ANGPTL3 si cuprinde un lanf greun CDR1 (HCDR1) avand secventa de aminoacizi din SECV ID
NR: 11, un HCDR2 avand aminoacidul. secventa din SECV ID NR: 12, un HCDR3 avind
secvenfa de aminoacizi din SECV ID NR: 13, un lant{ usor CDR1 (LCDRI1) avand secventa de
aminoacizi din SECV ID NR: 15, un LCDR2 avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 16
si un LCDR3 avand secvenfa de aminoacizi din SECV ID NR: 17; si inhibitorul ANGPTLS este
un anticorp sau un fragment de legare a antigenului acestuia, care se leagd in mod specific la
ANGTLS cuprinde un lant greu CDR1 (HCDR1) avand secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 2,
un HCDR2. avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 3, un HCDR3 avand secvenfa de
aminoacizi din SECV ID NR: 4, un lant usor CDR1 (LCDR1) avand secventa de aminoacizi din
SECV ID NR: 6, un LCDR2 avand secvenfa de aminoacizi a SECV ID NR:7 si un LCDR3 avand
secvent{a de aminoacizi SECV ID NR: 18

3. O compozitie farmaceuticd pentru utilizare in tratamentul unui pacient care suferd de
hiperlipidemie, in care compozitia cuprinde o cantitate eficientd terapeutic dintr-o compozitie a
unui inhibitor al proteinei asemdndtoare angiopoictinei 8 (ANGPTLS) si a unui inhibitor al
proteinei asemdndtoare angiopoietinei 3 (ANGPTL3), in care ANGPTLS este un anticorp sau un
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fragment de legare a antigenului acestuia, care se leagd in mod specific la ANGPTLS si cuprinde
un lant greu CDR1 (HCDR1) avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 2, un HCDR2
avand aminoacidul. secventa din SECV ID NR: 3, un HCDR3 avand secven{a de aminoacizi din
SECV ID NR: 4, un lant usor CDR1 (LCDRI1) avand secven{a de aminoacizi din SECV ID NR: 6,
un LCDR2 avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 7 si un LCDR3 avand secventa de
aminoacizi din SECV ID NR: 8; si inhibitorul ANGPTL3 este un anticorp sau un fragment de
legare a antigenului acestuia, care se leagd in mod specific la ANGPTL3 cuprinde un lant greu
CDRI1 (HCDR1) avand secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 11, un HCDR2. avind secventa
de aminoacizi din SECV ID NR: 12, un HCDR3 avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR:
13, un lant usor CDR1 (LCDRI1) avand secvenfa de aminoacizi din SECV ID NR: 15, un LCDR2
avand secvenfa de aminoacizi a SECV ID NR: 16 si un LCDR3 avand secventa de aminoacizi
SECV ID NR: 17.

4. Inhibitorul ANGPTLS8 pentru utilizare in metoda conform revendicdrii 1, inhibitorul
ANGPTL3 pentru utilizare in metoda 2, sau compozitia farmaceutica pentru utilizare in metoda 3,
in care

(a) hiperlipidemia este hiperlipidemie familiali sau dobanditd, optional in care (i)
hiperlipidemia familiald este hipercolesterolemia selectatd din grupul constind din
hipercolesterolemia familiald heterozigotd (HeFH) si hipercolesterolemia familiald heomozigoti
(HoFH) sau (ii) hiperlipidemia dobanditi este rezultatul consumului de alcool excesiv, al
obezitdtii, al efectelor secundare ale medicamentelor (de ex, hormoni sau steroizi), al diabetului, al
bolilor de rinichi, al glandei tiroide subactive sau a sarcinii; sau

(b) hiperlipidemia este seclectatd din grupul constind din hiperlipoproteinemie,
hipercolesterolemie, hipertrigliceridemie, si hipercilomicronemie.

5. Inhibitorul ANGPTLS pentru utilizare in metoda conform revendicarii 1, inhibitorul
ANGPTL3 pentru utilizare in metoda 2, sau compozitia farmaceutica pentru utilizare in metoda 3,
in care anticorpul, sau fragmentul de legare al antigenului acestuia, care se leaga in mod specific la
AGPTLS8 cuprinde o secventd HCVR avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 1 si un
LCVR avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 5.

6. Inhibitorul ANGPTLS pentru utilizare in metoda conform revendicdrii 1, sau inhibitorul
ANGPTL3 pentru utilizare in metoda 2, in care inhibitorul ANGPTLS este administrat pacientului
subcutanat sau intravenos.

7. Inhibitorul ANGPTLS8 pentru utilizare in metoda conform revendicdrii 1, inhibitorul
ANGPTL3 pentru utilizare in metoda 2, sau compozitia farmaceutica pentru utilizare in metoda 3,
in care

(a) anticorpul, sau fragmentul de legare al antigenului acestuia, care se¢ leagd in mod
specific la ANGPTL3 cuprinde o HCVR avand secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 10 si un
LCVR avand secventfa de aminoacizi din SECV ID NR.: 14; si/sau

(b) anticorpul ANGPTL3 este evinacumab.

8. Inhibitorul ANGPTLS pentru utilizare in metoda conform revendicdrii 1, sau inhibitorul
ANGPTL3 pentru utilizare in metoda 2, in care anticorpul ANGPTL3 este administrat pacientului
subcutanat sau intravenos.

9. Inhibitorul ANGPTLS pentru utilizare in metoda conform revendicdrii 1, sau inhibitorul
ANGPTL3 pentru utilizare in metoda 2, in care

(a) inhibitorul ANGPTLS si inhibitorul ANGPTL3 sunt administrate concomitent sau
secvential; sau

(b) inhibitorul ANGPTLS8 si inhibitorul ANGPTL3 sunt administrate la concentratii
eficiente terapeutic in compozitii farmaceutice separate sau sunt co-formulate intr-o singurd
compozitie farmaceutica.

10. Compozifia farmaceuticd pentru utilizare in metoda conform revendicérii 3, in care
compozitia farmaceuticd este administratd pacientului subcutanat sau intravenos.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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