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ES 2313783 T3

DESCRIPCION

Inhibidor para el diagndstico y el tratamiento de pacientes con hemofilia A.
Campo de la invencion

La presente invencién se enmarca en los campos del diagndstico y del tratamiento médico. Mds en particular, la
presente invencién da a conocer medios y procedimientos para el diagndstico de la presencia de anticuerpos inhibidores
dirigidos contra el factor VIII en la sangre de los humanos, y da a conocer medios, composiciones farmacéuticas y
procedimientos para el tratamiento de humanos en los que aparezcan dichos anticuerpos inhibidores.

Antecedentes de la invencion

La hemofilia A es un trastorno hemorragico ligado al cromosoma X, caracterizado por la ausencia funcional del
factor VIII de la coagulacién sanguinea. Dependiendo de la actividad residual del factor VIII en el plasma del pa-
ciente, la hemofilia A se puede clasificar como grave (factor VIII < 1%), moderada (factor VIII 1-5%) o leve (>5%).
Los episodios hemorrdgicos en pacientes con hemofilia A se pueden controlar de forma eficaz mediante la adminis-
tracién intravenosa de concentrados del factor VIII purificados. Estos concentrados del factor VIII pueden obtenerse
a partir de mezclas de plasma humano. De forma alternativa, se puede utilizar factor VIII recombinante producido
mediante células eucariotas modificadas mediante ingenierfa genética como material de partida para la preparacién de
concentrados del factor VIIL.

Una importante complicacién del tratamiento actual de la hemofilia A consiste en el desarrollo de anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra el factor VIII. Estos anticuerpos, denominados cominmente inhibidores del factor VIII,
aparecen en aproximadamente el 25% de los pacientes aquejados de hemofilia A grave, por lo general tras 5-20 dias
de exposicion (Ehrenforth y otros, 1992, Lancet 339: 594-598). En los pacientes aquejados con hemofilia A moderada
y leve, los anticuerpos contra el factor VIII aparecen con menor frecuencia, y esto se debe, muy probablemente, a la
induccién de tolerancia por parte del factor VIII endégeno presente en el plasma de este grupo de pacientes (McMillan
y otros. 1988, Blood 71: 344-348). Los anticuerpos contra el factor VIII se pueden desarrollar, con baja frecuencia, en
personas sanas.

El diagndstico de los inhibidores del factor VIII se lleva a cabo habitualmente mediante el denominado ensayo
Bethesda (Kasper y otros. 1975, Thromb. Diath. Haemorrh. 34: 869-872). En este ensayo, se incuban cantidades
iguales de plasma normal y diluciones de plasma con inhibidor durante dos horas a 37°C. Seguidamente, se determina
la actividad residual del factor VIII y se compara con una incubacién de control, en la que se incuba plasma normal
con imidazol 0,1 M durante 2 horas a 37°C. La cantidad de inhibidor se expresa en unidades Bethesda; una unidad
Bethesda corresponde a la cantidad de inhibidor que es capaz de reducir un 50% la actividad del factor VIII en el
plasma normal. Un estudio reciente ha propuesto diversas adaptaciones al sistema de ensayo original, que sirven para
mejorar la estabilidad del factor VIII durante el ensayo (Verbruggen y otros. 1995, Thromb. Haemostas. 73: 247-251).
Esto se denomina la “modificacién Nijmegen” del ensayo Bethesda, y resulta particularmente ttil para la deteccion de
inhibidores del factor VIII de bajo titulo. Es necesario indicar que el ensayo Bethesda no aporta informacién sobre los
epitopos de los anticuerpos inhibidores del factor VIII.

La aparicién de los anticuerpos inhibidores del factor VIII hace que la terapia de sustitucion del factor VIII resulte
inadecuada. Los médicos disponen de varias opciones de tratamiento. Los inhibidores presentes en bajo titulo (hasta
5-10 UB/ml) se suelen tratar mediante infusién de altas dosis de factor VIII. Un subconjunto de inhibidores del
factor VIII no presenta reaccidon cruzada con el factor VIII porcino. El factor VIII porcino se ha utilizado para el
tratamiento de los pacientes que presentan un inhibidor. La administracién del factor VIII porcino puede provocar
efectos secundarios. Tras el tratamiento multiple, el 30-50% de los pacientes desarrollan anticuerpos que neutralizan
la actividad del factor VIII porcino administrado.

Un tratamiento alternativo de los pacientes con inhibidor del factor VIII comprende el uso de agentes de “bypass”
del factor VIII. Los concentrados de complejo protrombinico activado (APCC) se han utilizado para eludir la actividad
del factor VIII. Los APCC se han utilizado con éxito para controlar los episodios hemorrdgicos en un amplio nimero de
pacientes que presentan un inhibidor. No obstante, el tratamiento no resulta eficaz en todos los casos, y en una serie de
pacientes se han documentado aumentos anamnésicos del titulo del inhibidor tras la administracién de APCC (debidos,
muy probablemente, a cantidades traza de factor VIII en la preparacién). En los dltimos 5 afios, se ha desarrollado el
factor VIIa recombinante como nuevo agente de “bypass” del factor VIII para el tratamiento de pacientes que presentan
un inhibidor (Lusher y otros. 1996. Haemostasis [Hemostasia] 26 (suppl. 1): 124-130). El factor VIla recombinante
se han utilizado con éxito para controlar los episodios hemorragicos en pacientes que presentan un inhibidor. No
obstante, el tratamiento con este agente estd limitado por la corta vida media de este compuesto en la circulacion,
lo que requiere realizar infusiones multiples en intervalos relativamente cortos. El factor V resistente a APC se ha
sugerido recientemente como medio alternativo para eludir la actividad biolégica de los inhibidores del factor VIII
(WO 95/29259). Los agentes descritos anteriormente no actian directamente como inhibidores del factor VIII, sino
que sirven meramente para eludir el factor VIII mediante infusion de grandes cantidades de concentrados de factor de
coagulacién con mayor actividad procoagulante.
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Se han propuesto otros métodos de neutralizacién del inhibidor, pero no se ha demostrado su eficacia de manera
convincente. Se han propuesto las preparaciones de inmunoglobulina derivadas de plasma de donantes sanos como
supresoras activas de los inhibidores del factor VIII (Sultan y otros. 1984, Lancet 333, 765-768). Sultan 1997, Blood
Coagulation and Fibrinolysis [Coagulacién sanguinea y fibrindlisis] Vol 8, S15-S18. A pesar del éxito observado
en pacientes con hemofilia A adquirida e inhibidores con alto titulo, las preparaciones de inmunoglobulina no se
aplican de forma universal para el tratamiento de pacientes que presentan un inhibidor. Los efectos beneficiosos de las
preparaciones de inmunoglobulina en estos pacientes se han atribuido la presencia de anticuerpos antiidiotipicos que
neutralizan la actividad de los inhibidores del factor VIII. De hecho, en algunos pacientes, el descenso del nivel de los
inhibidores del factor VIII coincidi6 con la aparicién de anticuerpos antiidiotipicos (Sultan y otros. 1987, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 84: 828-831). Algunos investigadores han defendido con intensidad el control mediante anticuerpos
antiidiotipicos de los inhibidores del factor VIII en pacientes con hemofilia A y en personas sanas (Gilles y otros.
1996, J. Clin. Inv. 97: 1382-1388). El mismo grupo ha propuesto que la infusién de complejos antigeno-anticuerpo
a pacientes que presenten inhibidores puede acelerar la reduccién de los anticuerpos contra el factor VIII (Patente
U.S.A. n° 5.543.145). Se ha propuesto que este descenso estd mediado por un aumento en el nimero de anticuerpos
antiidiotipicos inducido por los complejos antigeno-anticuerpo infundidos. El anticuerpo especifico contra el factor
VIII utilizado en este protocolo de tratamiento se obtiene a partir de plasma de pacientes que presentan un inhibidor.
Obviamente, esta preparacion presenta una mezcla heterogénea de anticuerpos y no se dispone de detalles con respecto
a la especificidad epitdpica de estos anticuerpos. Asimismo, no se ha dado a conocer la estructura primaria de los
anticuerpos de estas preparaciones antigeno-anticuerpo.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a procedimientos para el diagnéstico y el tratamiento de anticuerpos inhibidores
dirigidos contra el factor VIII. Se han dado a conocer procedimientos que muestran cémo llegar a secuencias de
nucledtidos y de aminodcidos que codifican para anticuerpos especificos contra el factor VIII. La presente invencién
da a conocer pruebas diagndsticas que permiten detectar secuencias de nucleétidos y de aminodcidos que codifican
para anticuerpos especificos contra el factor VIII dentro de una mezcla heterogénea de secuencias de nucleétidos
o de aminoécidos que codifican para anticuerpos. La presente invencién da a conocer, ademds, la forma de utilizar
fragmentos de anticuerpos recombinantes que se unen especificamente al factor VIII como nuevos agentes terapéuticos
para el tratamiento de pacientes que presenten inhibidores del factor VIII.

Se da a conocer un polipéptido que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de EL-14 o IT-2
representadas en la figura 4A, siendo dicho polipéptido capaz de neutralizar la actividad inhibidora de los anticuerpos
inhibidores del factor VIII, sin interferir con la actividad procoagulante del factor VIII.

También se da a conocer un polinucledtido que codifica para un polipéptido de la presente invencion.

Ademads, la presente invencién da a conocer un procedimiento para la produccién de un polipéptido recombinante
de la presente invencidn, que comprende la preparacién de un polinucleétido que codifica para dicho polipéptido, la
preparacién de un vector recombinante que contiene dicho polinucleétido unido de forma funcional a una secuencia de
control capaz de promover la expresion del polinucledtido por parte de una célula huésped, la transformacién de una
célula huésped mediante dicho vector recombinante, el cultivo de dicha célula huésped en condiciones que promuevan
la expresion del polinucleétido y, de forma opcional, el aislamiento del polipéptido producido de este modo.

La presente invencién da a conocer ademds una composicion farmacéutica para el tratamiento de la inhibicién del
factor VIII en un humano, que comprende un polipéptido, segin lo definido anteriormente, junto con un excipiente
farmacéuticamente aceptable. De forma opcional, la composicién también contiene factor VIII;

La presente invencion también da a conocer un procedimiento para el tratamiento de la inhibicién del factor VIII en
un humano, que comprende la administracién (de una cantidad eficaz para reducir o evitar dicha inhibicién del factor
VIII) de un polipéptido, segin se define en la presente invencion, opcionalmente junto con factor VIII o un sustituto
del factor VIII.

En la técnica anterior no se dan a conocer ni se sugieren polipéptidos segun la presente invencion, que sean capaces
de neutralizar la actividad inhibidora de los anticuerpos inhibidores del factor VIII sin interferir con la actividad del
factor VIIIL.

La patente WO 93/12232 se refiere a un anticuerpo monoclonal recombinante que se une a la glucoproteina gp120
del VIH y que bloquea la unién de gp120 al receptor CD4. Este documento no hace referencia a los anticuerpos contra
el factor VIII.

Gilles y otros. (Blood Vol. 82, 1993, pp 2452-2461) dan a conocer anticuerpos contra el factor VIII de pacientes
hemofilicos. No se mencionan lo polipéptidos que comprendan la secuencia de EL-14 o IT-2, y que presente la
combinacidn unica de propiedades ventajosas, segin se describe en la presente invencion.

La patente WO 96/05860 da a conocer un procedimiento para prevenir o reducir la formacién de anticuerpos
inhibidores del factor VIII en pacientes con hemofilia A. Este procedimiento comprende la administracién de una
formulacién de inmunoglobulinas antes o durante el tratamiento inicial con factor VIII. La formulacién de inmuno-

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2313783 T3

globulinas puede ser un concentrado preparado a partir de plasma obtenido de donantes normales. La patente WO
96/05860 no explica ni sugiere un polipéptido que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de EL-
14 o IT-2 representado en la figura 4A, segin se da a conocer en la presente invencion.

Hoyer (American Journal of Medicine 1991, Vol. 91, paginas 405-445) resume varias estrategias para el tratamiento
de pacientes que presenten inhibidores del factor VIII adquiridos. No se mencionan los polipéptidos segtn la presente
invencion, que sean capaces de neutralizar la actividad inhibidora de los anticuerpos inhibidores del factor VIII sin
interferir con la actividad del factor VIIIL.

Fijnvandraat y otros. (Blood, Vol. 91, 1998, pp. 2347-2352) describen la caracterizacién de los anticuerpos pre-
sentes en pacientes con hemofilia A tratados con factor VIII. Los anticuerpos descritos se unen predominantemente
a regiones especificas, incluidas la regién C2 y A3. Se menciona que se puede utilizar la administracién de péptidos
sintéticos que se solapan con epitopos de los inhibidores para resolver el problema de los inhibidores del factor VIIIL.
En el documento, no se da a conocer ni se sugiere la solucién dada a conocer en la presente invencién, a saber, la
seleccion de fragmentos de anticuerpo con capacidad para unirse al factor VIII y bloquear los inhibidores del factor
VIII, pero sin interferir con la actividad procoagulante del factor VIII.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la especificidad por la cadena ligera de 12 clones obtenidos tras cuatro rondas de cribado de la
coleccioén especifica de IgG4 descrita en el ejemplo 2. Se incubaron fagos que expresan anticuerpos recombinantes en
micropocillos que contenian la cadena ligera del factor VIII (barras negras; +80K). Para corregir la unién de fondo,
también se incubaron fagos en micropocillos que no contenian la cadena ligera del factor VIII (barras grises; -80K).
En el eje Y, se representa la DO (450-540 nm). Dos clones (c) expresan fragmentos de anticuerpo que no se unen
especificamente a la cadena ligera del factor VIII.

La figura 2 muestra la especificidad por la cadena ligera de 12 clones elegidos aleatoriamente tras la primera ronda
de cribado de la coleccién especifica de IgG4 descrita en el ejemplo 2. Los clones 7, 8 y 10 expresan fragmentos de
anticuerpo con especificidad por la cadena ligera del factor VIII. Los demds clones no se unen especificamente a la
cadena ligera del factor VIII. S6lo se observa una unién de fondo del fago a los micropocillos (barras grises). Dos
clones (c) expresan fragmentos de anticuerpo que no se unen especificamente a la cadena ligera del factor VIIL

La figura 3 muestra la secuencia de nucleétidos del clon EL 14 y del clon IT2. La secuencia de nucleétidos de
ambos clones se alinea con la secuencia de nucledtidos de las secuencias de estirpe bacteriana DP-10 (para EL14) y
DP-14 (para IT2). Las distintas regiones de la parte variable de la cadena pesada se indican en el siguiente orden: regién
estructural 1, CDRI, regién estructural 2, CDR2, regién estructural 3, CDR3 y region estructural 4. La homologia de
los clones EL14 y IT2 con las secuencias de estirpe bacteriana DP-10 y DP-14 se indica mediante barras horizontales
(-). Las diferencias vienen indicadas por los nucledtidos que aparecen en las secuencias de estirpe bacteriana DP-10 y
DP-14. Obsérvese que tanto CDR3 como la region estructural 4 no se derivan de las secuencias de estirpe bacteriana
DP-10 y DP-14. Consecuentemente, no se indica homologia para esta parte de la secuencia de nucleétidos.

La figura 4A representa la secuencia de aminoécidos derivada de la secuencia de nucleétidos del clon el 14 y
IT2. En las lineas inferiores se indican las desviaciones de la secuencia de aminoécidos de los segmentos de estirpe
bacteriana DP-10 y DP-14. La region estructural se abrevia como “FR” (del inglés framework).

La figura 4B compara la secuencia de aminodcidos de tres clones relacionados derivados del segmento de estirpe
bacteriana DP-14. La secuencia de aminodcidos del clon IT2, del clon ELS y del clon E25 se compara con la del
segmento de estirpe bacteriana DP-14. Se indican las desviaciones de la secuencia de aminodcidos para cada clon.
Obsérvese que los tres clones distintos comparten algunas sustituciones de aminoécidos.

La figura 4C compara las secuencias de aminoacidos del tercer dominio variable (CDR3) de la cadena pesada
del clon EL14 y IT2. Los residuos de aminoacidos homélogos estdn indicados por las lineas verticales. Los puntos
denotan aminoécidos relacionados con la carga o la hidrofobicidad.

La figura 5 muestra la especificidad de unién de scFv-EL14 y scFv-IT2 a la cadena ligera del factor VIII evaluada
mediante los anticuerpos monoclonales murinos CLB-CAg A y CLB-CAg 117. ScFv-EL14 se une especificamente a
la cadena ligera del factor VIII cuando se utiliza CLB-CAg A (80K/Apo) marcado con peroxidasa como anticuerpo
indicador (barras con tramas). De igual forma, scFv-IT2 se une a la cadena ligera del factor VIII en estas condiciones
(barras con tramas). Por el contrario, cuando se utiliza CLBCAg 117 (80K/117po) marcado con peroxidasa como
anticuerpo indicador, se reduce en gran medida la unién de scFv-EL 14 y scFv-IT2 (barras negras). No se observa
unién en ausencia de la cadena ligera del factor VIII (-/117po; -/Apo). El clon 04 no se une al factor VIII en estas
condiciones experimentales. Estos experimentos muestran que los epitopos de scFv-EL 14 y scFv-IT2 se solapan con
el de CLB-CAg 117. En el eje Y, se representa la DO (450-540 nm) de la absorbancia. En el eje X, se representan
scFv-EL14, scFv-IT2 y scFv-O4.

La figura 6 muestra la unién de diferentes diluciones de scFv-EL14 (circulos abiertos), scFv-IT2 (circulos cerra-
dos) y scFv-O4 (control negativo) purificados. En el eje X, se indican las distintas concentraciones de las proteinas
analizadas (ug/ml)en el eje Y se representa la DO (450-540 nm) de la absorbancia. El clon scFv-O4 no se une a la
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cadena ligera del factor VIII en las concentraciones de proteinas evaluadas en este experimento. Tanto scFv-IT2 como
scFv-EL14 se unen especificamente a la cadena ligera del factor VIII. ScFv-EL14 se une con mayor afinidad a la
cadena ligera del factor VIII, en comparacién con scFv-I1T2.

La figura 7A muestra la neutralizacién de la actividad inhibidora del anticuerpo monoclonal murino CLB-CAg 117
por scFv-EL14. El anticuerpo CLB-CAg 117 se diluy6 hasta un valor de 2 UB/ml, que corresponde a una actividad
residual del factor VIII de aproximadamente 25%. Mayores cantidades de scFv-EL14 fueron capaces de neutralizar
la actividad inhibidora de CLB-CAg 117 (circulos cerrados). Una concentraciéon de 0,75 ug/ml es suficiente para
devolver la actividad del factor VIII a su nivel original. ScFv-EL14 no afect6 a la actividad inhibidora del anticuerpo
monoclonal murino CLB-CAg A. En el eje Y, se representa la actividad residual del factor VIIL. En el eje X, se
representa la cantidad de scFv afladido en pg/ml.

La figura 7B muestra la neutralizacién de la actividad inhibidora de CLB-CAg 117 por scFv-IT2 (circulos cerra-
dos). Se necesita una concentracién de 65 pg/ml para devolver la actividad del factor VIII a su nivel original. ScFv-
IT2 no afect6 a la actividad inhibidora de CLB-CAg A (barras abiertas). En el eje Y, se representa la actividad residual
del factor VIII. En el eje X, se representa la cantidad de scFv afiadido en pg/ml.

La figura 8A muestra la especificidad epitdpica de 15 clones obtenidos tras cuatro rondas de cribado de la colec-
cién especifica de IgG4 descrita en el ejemplo 8. El cribado se llevé a cabo utilizando factor VIII inmovilizado en
inmunotubos. Se incubaron fagos que expresan anticuerpos recombinantes en micropocillos que contenian la cadena
ligera del factor VIII (barras negras) o el dominio A3-C1 (barras con tramas). Para corregir la unién de fondo, también
se incubaron fagos en micropocillos que no contenian la cadena ligera del factor VIII o el dominio A3-C1 (barras
blancas). En el eje Y, se representa la DO (450-540 nm).

La figura 8B muestra la especificidad epit6pica de 15 clones obtenidos tras cuatro rondas de cribado de la coleccién
especifica de IgG4 descrita en el ejemplo 8. El cribado se realiz6 utilizando una cadena ligera del factor VIII que se
habia inmovilizado sobre micropocillos empleando CLB-CAg 117. Se incubaron fagos que expresan anticuerpos
recombinantes en micropocillos que contenian la cadena ligera del factor VIII (barras negras) o el dominio A3-Cl1
(barras con tramas). Para corregir la unién de fondo, también se incubaron fagos en micropocillos que no contenian la
cadena ligera del factor VIII o el dominio A3-C1 (barras blancas). En el eje Y, se representa la DO (450-540 nm).

La figura 9A muestra la secuencia de aminodcidos deducida de los fragmentos de anticuerpos recombinantes
especificos del dominio A3-C1. Se proporciona la secuencia de aminodcidos de los segmentos de genes de la cadena
pesada variable de estirpe bacteriana DP15, DP31, DP49 y DP77. Se indican las desviaciones de la secuencia de
aminodcidos de estos segmentos de genes de estirpe celular para cada clon B38, B 18, B35 y B04. Asimismo, se
indica el aminoécido de CDR3 y FR4 de los anticuerpos recombinantes especificos de A3-C1 codificados por el clon
B38, B1§, B35 y B04.

Las figuras 9B-E indican las secuencias de nucleétidos y de aminodcidos del dominio variable de la cadena pesada
del clon B38, B 18, B35 y B04.

La figura 10A muestra la especificidad epitdpica de 20 clones obtenidos tras cuatro rondas de cribado de la co-
leccion especifica de IgG4 descrita en el ejemplo 9. El cribado se realizé utilizando una cadena pesada del factor
VIII (90K+) que se habia inmovilizado sobre micropocillos empleando CLB-CAg 9. Se incubaron fagos que expre-
san anticuerpos recombinantes en micropocillos que contenian la cadena pesada del factor VIII que se inmovilizaron
utilizando el Anticuerpo monoclonal contra la cadena pesada ESHS (barras negras). Para corregir la unién de fondo,
también se incubaron fagos en micropocillos que no contenian la cadena pesada del factor VIII (barras blancas). En el
eje Y, se representa la DO (450-540 nm).

La figura 10B muestra la especificidad epitépica de 20 clones obtenidos tras cuatro rondas de cribado de la colec-
cién especifica de 1gG4 descrita en el ejemplo 9. El cribado se realizé utilizando una cadena pesada del factor VIII
(90K+) que se habia inmovilizado sobre inmunotubos. Se incubaron fagos que expresan anticuerpos recombinantes
en micropocillos que contenian la cadena pesada del factor VIII que se inmovilizaron utilizando el Anticuerpo mo-
noclonal contra la cadena pesada ESHS (barras negras). Para corregir la unién de fondo, también se incubaron fagos
en micropocillos que no contenian la cadena pesada del factor VIII (barras blancas). En el eje Y, se representa la DO
(450-540 nm).

La figura 11A muestra la secuencia de aminodcidos deducida de los fragmentos de anticuerpos recombinantes es-
pecificos de la cadena pesada del factor VIII. Se proporciona la secuencia de aminoécidos de los segmentos de genes
de la cadena pesada variable de estirpe bacteriana DP10 y DP47. Se indican las desviaciones de la secuencia de ami-
nodcidos de estos segmentos de genes de estirpe celular para dos clones que codifican para anticuerpos recombinantes
que se unen a la cadena pesada del factor VIII. Asimismo, se indica el aminodcido de CDR3 y FR4 de los anticuerpos
recombinantes especificos de la cadena pesada del factor VIII codificados por los dos clones.

Las figuras 11B y C indican las secuencias de nucleétidos y de aminodcidos del dominio variable de la cadena
pesada de dos clones que codifican para anticuerpos recombinantes que se unen especificamente a la cadena pesada
del factor VIIL.
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Descripcion detallada de la invencion

Varios investigadores han abordado la especificidad epitépica y el modo de accién de los anticuerpos inhibidores
del factor VIII. La clonacién molecular del ADNc del factor VIII revel6 que el factor VIII consta de una serie de
dominios repetidos que aparecen en el orden A1-A2-B-A3-C1-C2. En el plasma, el factor VIII circula en forma de
un heterodimero que consiste en una cadena pesada de longitud variable (90-220 kDa) y una cadena ligera de 80
kDa. La cadena ligera del factor VIII consta de los dominios A3-C1-C2, mientras que la cadena pesada del factor
VIII comprende los dominios A1-A2-B. La heterogeneidad de la cadena pesada del factor VIII tiene su origen en la
limitada protedlisis que se produce dentro del dominio B, que contiene varios sitios que son sensibles a la degradacién
proteolitica. En el plasma, el factor VIII circula formando un complejo con el factor de von Willebrand, una proteina
multimérica de gran tamafio implicada en las etapas iniciales de la adherencia de las plaquetas a la pared vascular
dafiada. La unién al factor de von Willebrand protege al factor VIII frente a la degradacién proteolitica. La importancia
fisiologica de esta interaccién adquiere mayor importancia debido a los niveles reducidos de factor VIII en el plasma
de los pacientes que carecen de factor de von Willebrand. El factor VIII es una molécula precursora que, tras su
activacion, actiia como cofactor del factor [Xa en la conversién dependiente de fosfolipidos y de Ca®* del factor X al
factor Xa. La activacién del factor VIII implica cortes proteoliticos tanto en la cadena pesada como la cadena ligera
del factor VIII. Se considera que la trombina es el activador fisiolégico del factor VIII y realiza cortes en los residuos
Arg®?, Arg™® y Arg'® del factor VIII. Asf pues, el factor VIII activado por trombina consiste en un heterotrimero
de los dominios Al y A2 separados y de la cadena ligera del factor VIII (A3-C1-C2) cortada. El corte por el residuo
de Arg'®® de la cadena ligera del factor VIII tiene como resultado la eliminacién de la secuencia de aminoécidos
Glu'*-Arg!® | que resulta fundamental para la unién del factor VIII al factor de von Willebrand. Hasta el momento,
se han caracterizado tres principales sitios de unién de los inhibidores del factor VIII (Scandella y otros. 1994, Blood
86: 1811-1819; Healey y otros. 1995, J. Biol. Chem. 270: 14505-14509; Fijnvandraat y otros. 1998, Blood 91: 2347-
2352).

Los residuos de aminoécidos Val***®-Ser®'?> del dominio C2 constituyen un sitio de unién para los inhibidores
del factor VIIIL. El gran tamafio de este epitopo sugiere que, en el plasma de los pacientes que presenten inhibidores
con especificidad por C2, aparecen varios anticuerpos que se unen a diferentes regiones de aminoécidos de este 4rea.
Se ha explorado con considerable detalle el mecanismo de accién de los anticuerpos contra C2. La mayor parte de
estos anticuerpos interfieren con la unién del factor VIII a los fosfolipidos. Ademds, algunos de los anticuerpos con
especificidad por C2 también inhiben la interaccién del factor VIII con su portador, el factor de von Willebrand.
Recientemente, se ha descrito un nuevo mecanismo para la inhibicién del factor VIII por accién de un aloanticuerpo
humano (Saenko y otros. 1996, J. Biol. Chem. 271: 27424-27431). Se ha demostrado que un aloanticuerpo humano
que se une exclusivamente a la parte amino terminal (Val??*-Gly***) del epitopo C2 inhibe la liberacién inducida por
trombina del factor VIII del factor de von Willebrand.

Los residuos de aminodcidos Arg**-11e°® presentes en el dominio A2 del factor VIII constituyen un epitopo impor-
tante para los inhibidores del factor VIII. Los estudios sobre los mecanismos de inhibicién de los anticuerpos contra
A2 han demostrado que los anticuerpos contra A2 interfieren con la conversion del factor X a Xa por accién del com-
plejo factor VIIla-factor IXa unido a lipidos (Lollar y otros, 1995). Los anticuerpos contra A2 no interfieren con la
unién del factor X al complejo factor VIIIa-factor IXa, sino que simplemente limitan la conversién del factor X.

Se ha encontrado un tercer epitopo importante de los inhibidores del factor VIII en el dominio A3 del factor VIIL.
La uni6n de los anticuerpos inhibidores dependié de la presencia de los aminodcidos GIn'"8-Met'$2*, Estudios previos
han demostrado que este sitio representa un sitio de unién para el factor [Xa y, de hecho, los anticuerpos que se unen
a este sitio interfirieron con la formacién del complejo del factor VIIIa con el factor IXa (Fijnvandraat y otros. 1998.
Blood 91: 2347-2352). En varios pacientes que presentan un inhibidor, se ha observado la presencia de anticuerpos
inhibidores dirigidos contra otros epitopos. Un estudio reciente ha demostrado que los anticuerpos inhibidores pueden
reconocer la regién de los aminodcidos Met***-Arg*? del factor VIII (Ware y otros. 1988. Proc. Natl. Acad. Sci USA
85:3165-3169). Atn no se ha investigado el mecanismo de inhibicién, pero recientemente se ha propuesto la presencia
de un sitio de unidn del factor X en esta parte de la molécula del factor VIII (Lapan, K.A. y Fay, PJ. 1997. J. Biol.
Chem. 272: 2082-2088).

La especificidad epitdpica restringida de los inhibidores del factor VIII sugiere que un ndmero limitado de epi-
topos dominantes de los linfocitos B estdn implicados en la respuesta inmunitaria al factor VIII. Aparentemente, los
anticuerpos humanos contra el factor VIII sintetizados por los clones de linfocitos B de numerosos pacientes, resultan
sorprendentemente similares por cuanto respecta a la especificidad epitépica. Esto sugiere que la secuencia primaria
de aminodcidos y de nucledtidos de los anticuerpos con especificidad por el factor VIII es similar a nivel molecular.
Basandose en esto, resulta deseable definir la presencia y la especificidad epit6pica de los anticuerpos contra el factor
VIII analizando simplemente la presencia de secuencias de nucleétidos que correspondan con anticuerpos con capaci-
dad de inhibicién del factor VIII. Hasta el momento, no se han definido correctamente las secuencias primarias de los
anticuerpos contra el factor VIII. Davies y colaboradores han sugerido una asociacion entre los inhibidores del factor
VIII y la utilizacién del segmento de gen VH DP73 (Davies y otros. 1997. Thromb. Haemostas, supplement: 2352A).
No se ha dado a conocer la secuencia de nucledtidos y la secuencia primaria de aminodcidos de estos anticuerpos, y
no se dispone de detalles con respecto a la especificidad epitdpica de estos anticuerpos. Existe una clara necesidad de
definir con mayor detalle la secuencia primaria de aminoacidos y de nucleétidos de los anticuerpos contra el factor
VIII. Dicha informacién sobre la secuencia puede servir para disefiar pruebas diagndsticas que se puedan utilizar para
monitorizar la aparicién de clones de linfocitos B que produzcan inhibidores del factor VIII en pacientes con hemofilia
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A. Estas pruebas diagnésticas pueden resultar extremadamente sensibles y aportar informacién sobre la especificidad
epitdpica de los inhibidores del factor VIII.

Los estudios dirigidos a definir la especificidad epitdpica y el modo de accién de estos anticuerpos estdn limitados
por la heterogeneidad de estos anticuerpos en el plasma de estos pacientes. Resulta claro que seria necesario contar
con unos criterios diagndésticos mas restrictivos a fin de definir las propiedades de los inhibidores del factor VIII con
mayor detalle.

Un incremento repentino de la frecuencia del desarrollo de inhibidores, observado en un grupo de pacientes pre-
viamente tratados, se ha asociado con un concentrado del factor VIII pasteurizado particular fabricado en los Paises
Bajos (Roosendaal y otros. 1993. Blood 81: 2180-2186). Estos inhibidores del factor VIII se dirigen contra la cadena
ligera del factor VIII y el mapeo epitépico revel6 que la mayor parte de los inhibidores reacciond con epitopos de los
dominios A3-C1 y C2 del factor VIII (Sawamoto y otros. 1998. Thromb. Haemostas. 79: 62-68). Recientemente, un
segundo concentrado del factor VIII pasteurizado se ha visto implicado en el desarrollo de inhibidores en un grupo
de pacientes que habfan sido tratados anteriormente. Asimismo, en este caso los anticuerpos inhibidores presentaron
predominantemente especificidad por la cadena ligera del factor VIII (Peerlinck y otros. 1997. Thromb. Haemostas.
77: 80-86). Se ha sugerido que el desarrollo de inhibidores en estos pacientes es debido a pequefias alteraciones en la
molécula del factor VIII, que se han inducido durante el proceso de fabricacion. Este hecho puede indicar que los an-
ticuerpos que se desarrollaron en estos pacientes presentan propiedades distintas en comparacion con los anticuerpos
inhibitorios del factor VIII que se desarrollan en otros pacientes. Resulta claro que el conocimiento de las secuencias
de nucleétidos y de aminoécidos de los anticuerpos especificos contra el factor VIII podria aportar informacién adicio-
nal sobre la etiologia de los inhibidores del factor VIII, lo que resulta deseable para la caracterizacién de la respuesta
de los anticuerpos en pacientes que hayan recibido estos concentrados del factor VIII.

Hasta el momento, no se han dado a conocer las secuencias primarias de nucledtidos y de aminoacidos de los
anticuerpos contra el factor VIII. La presente invencion da a conocer las secuencias de nucledtidos que codifican para
los anticuerpos humanos con especificidad por el factor VIII. Basdndose en la secuencia primaria de estos anticuerpos,
se disefian cebadores oligonucledtidos que permiten detectar linfocitos B que producen anticuerpos con afinidad por el
factor VIII. La deteccién de los linfocitos B especificos del factor VIII se puede conseguir mediante ARNm, ADNc o
ADN derivados de los linfocitos de los pacientes. Los ADN, ARN y ADNc genémicos se preparan a partir de linfocitos
mediante procedimientos conocidos en la técnica. A continuacién se enumeran algunos de los procedimientos para la
deteccion de los clones de los linfocitos B especificos del factor VIII.

La amplificacion selectiva de las secuencias variables de la cadena pesada (genes VH) se puede utilizar para detec-
tar secuencias de nucledtidos que codifican para anticuerpos que forman parte del repertorio de anticuerpos humanos
que pueden unirse especificamente al factor VIII. La parte variable de la cadena pesada humana se forma a partir de
las regiones de cadena pesada (VH), las regiones de diversidad (D) y las regiones de unién (J). La fusién de estos tres
segmentos de genes distintos no es un suceso preciso, y esta denominada “diversidad de unién”, junto con el proceso
de adicién y eliminacién de nucledtidos, desemboca en la generacion de la region determinante complementaria hiper-
variable 3 (CDR3). La cadena ligera humana se forma de manera similar, pero carece de la region de diversidad D. Un
procedimiento de hipermutacién somadtica, junto con los mecanismos descritos anteriormente, genera una diversidad
de secuencias adicional, tanto de las secuencias de cadena pesada como de cadena ligera, lo que tiene como resultado
final la generacion de anticuerpos de alta afinidad. El conocimiento de las secuencias de nucleétidos que codifican
para los anticuerpos especificos contra el factor VIII permite detectar estos anticuerpos especificos en el repertorio de
los pacientes que corren el riesgo de desarrollar anticuerpos especificos contra el factor VIII (tales como pacientes con
hemofilia A que reciban tratamiento con el factor VIII o pacientes con hemofilia adquirida). La amplificacion se puede
llevar a cabo mediante una combinacién de cebadores oligonucledtidos dirigidos contra las regiones constantes o las
regiones variables de las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos especificos contra el factor VIII. La deteccién de
los anticuerpos especificos contra el factor VIII se puede realizar utilizando un cebador oligonucleétido derivado de
las partes variables de la secuencia de nucleétidos que codifica para los anticuerpos contra el factor VIII y un cebador
oligonucleétido derivado de las regiones constantes de los anticuerpos especificos contra el factor VIII. La deteccién
también se puede realizar utilizando dos cebadores oligonucledtidos especificos para las partes variables de la secuen-
cia de nucleétidos que codifica para un anticuerpo que se une al factor VIII. Los métodos descritos en la presente
invencion también incluyen la amplificacion de genes de inmunoglobulina mediante cebadores oligonucleétidos diri-
gidos contra las regiones constantes de los genes de inmunoglobulina. La deteccion subsiguiente de las secuencias de
nucledtidos de los anticuerpos especificos contra el factor VIII se puede realizar mediante hibridacién selectiva con
cebadores oligonucledtidos (radiomarcados) dirigidos contra las partes variables de la secuencia de nucleétidos que
codifica para los cebadores oligonucledtidos anticuerpos especificos contra el factor VIII. A partir de la descripcion an-
terior, se puede deducir que los cebadores oligonucleétidos se dirigen preferentemente, pero no exclusivamente, hacia
las regiones constante y variable de los anticuerpos especificos contra el factor VIII. En el ejemplo 5, se dan a conocer
procedimientos que pueden utilizarse para detectar la presencia de anticuerpos especificos contra el factor VIII en
una mezcla de secuencias de nucledtidos. La combinacién de cebadores oligonucledtidos derivados de la secuencia de
nucledtidos de los anticuerpos especificos contra el factor VIII se puede utilizar para evaluar directamente la presencia
de los anticuerpos especificos contra el factor VIII en el repertorio de anticuerpos de los pacientes. De manera alter-
nativa, se puede utilizar el anélisis mediante procedimientos que incluyen, entre otros, el andlisis por secuenciacion,
la reamplificacion de fragmentos obtenidos con cebadores oligonucleétidos mas especificos, la digestion con enzimas
de restriccion y la hibridacién selectiva, a fin de evaluar la presencia de anticuerpos contra el factor VIII. La cuan-
tificacién de la cantidad de secuencias de nucleétidos que codifican para anticuerpos contra el factor VIII se puede
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obtener mediante diversos procedimientos conocidos generalmente en la materia, que incluyen, pero no se limitan a
los siguientes. Se puede determinar la cantidad de radiactividad incorporada en un fragmento de PCR que codifica para
parte de un anticuerpo especifico contra el factor VIII. Ademads, se pueden utilizar sondas oligonucleétidas marcadas
radioactivamente para estimar la cantidad de secuencias de nucledtidos que codifican para un anticuerpo especifico
contra el factor VIII en una mezcla de fragmentos de ADN que codifica para parte del repertorio de anticuerpos de
un paciente. La amplificaciéon mediante PCR cuantitativa puede llevarse a cabo, por ejemplo, utilizando cebadores
oligonucle6tidos modificados con colorantes que permitan monitorizar directamente la cantidad del producto de PCR
generado durante la amplificacion.

Un técnico en la materia puede disefiar otros procedimientos que permitan detectar y cuantificar selectivamente
secuencias de nucledtidos especificas que codifiquen para los anticuerpos especificos contra el factor VIIL.

En los ejemplos 1-10 se incluyen detalles sobre la identificacién y deteccién de secuencias de nucledtidos que
codifican para anticuerpos especificos contra el factor VIII en pacientes con hemofilia. Estos ejemplos explican cémo
llegar a las secuencias de nucleétidos de los inhibidores del factor VIII y aportan detalles acerca de la utilizacién de
esta informacién para la deteccién de anticuerpos especificos contra el factor VIIIL.

La presente invencién da a conocer las secuencias de nucledtidos y la secuencia primaria de aminodcidos de los
anticuerpos especificos contra el factor VIII. Los inhibidores del factor VIII se dirigen, por lo general, contra tres
epitopos principales del factor VIII que se encuentran dentro del dominio A2-A3 y C2 del factor VIII. En el ejemplo
4, se dan a conocer las secuencias primarias de nucleétidos y de aminodcidos de los anticuerpos contra C2. En los
ejemplos 8 y 9, se dan a conocer las secuencias primarias de nucleétidos y de aminodcidos de los anticuerpos contra
A2 y contra A3-C1. La presente invencion explica como llegar a las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de
los anticuerpos especificos contra el factor VIII y los procedimientos dados a conocer en la presente invencién se
pueden utilizar para obtener las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de los anticuerpos contra el factor VIII
con especificidad para otros dominios del factor VIII, que sirvan como diana para los inhibidores del factor VIIL
Los anticuerpos contra el factor VIII codificados por las secuencias de nucleétidos dadas a conocer en la presente
invencion, se pueden utilizar en el desarrollo de agentes terapéuticos que sean capaces de limitar la actividad bioldgica
de los inhibidores del factor VIII. Estos agentes terapéuticos contienen preferentemente, sin constituir limitacién:

1. Los fragmentos de anticuerpo (o agentes basados en la secuencia de nucleétidos o de aminodcidos) puede
utilizarse para la generacién de anticuerpos antiidiotipicos. Los fragmentos de anticuerpo se pueden administrar o
bien junto con el factor VIII o bien administrarse solos. Asimismo, se pueden utilizar péptidos o agentes relacionados,
que estén basados en la secuencia primaria de aminodcidos de las partes variables de los anticuerpos especificos
contra el factor VIII para inducir la formacién de anticuerpos antiidiotipicos dirigidos contra los inhibidores del factor
VIII. Los anticuerpos antiidiotipicos también se pueden obtener cribando colecciones de gran tamafio (semisintéticas)
que codifiquen para una amplia variedad de anticuerpos recombinantes. La preparacién de anticuerpos antiidiotipicos
también puede tener lugar en animales, entre los que se incluyen, sin constituir limitacidn, ratones, mediante inyeccién
del anticuerpo recombinante dado a conocer en la presente invencién. Seguidamente, los anticuerpos antiidiotipicos
se pueden obtener mediante procedimientos conocidos por los expertos en la materia. También se puede obtener una
respuesta antiidiotipica a los anticuerpos especificos contra el factor VIII mediante la inyeccidn de la parte codificante
del ADN de las secuencias de nucleétidos de los anticuerpos especificos contra el factor VIII, que se puede obtener
mediante los procedimientos descritos en la presente invencion. Se considera que la inmunizacién conseguida mediante
la inyeccién del ADN es sélo ligeramente inmundgena, y es necesario utilizar otros agentes para obtener una respuesta
inmunitaria lo suficientemente elevada. La inyeccién conjunta de ADN plasmidico que codifica para IL-2, GM-CSF y
toxoide tetdnico se ha utilizado para potenciar la respuesta inmunitaria al ADN inyectado (Spellerberg y otros. 1997.
J. Immunol. 15:1885-1892). Es posible utilizar procedimientos similares para potenciar la respuesta inmunitaria hacia
los fragmentos de ADN que codifican para los anticuerpos especificos contra el factor VIIIL

2. Los fragmentos de anticuerpos recombinantes descritos en la presente invencién se pueden utilizar como agen-
tes terapéuticos para el tratamiento de pacientes que presentan un inhibidor. Los ejemplos 7 y 10 dan a conocer que
los fragmentos de anticuerpos recombinantes (denominados scFv’s) que se unen especificamente al dominio C2, in-
terfieren con la unién de los anticuerpos inhibidores contra el factor VIII. Estos scFv’s se pueden utilizar para el
tratamiento de pacientes que presenten anticuerpos inhibidores dirigidos contra el dominio C2. La presente invencién
da a conocer un procedimiento para conseguir fragmentos de anticuerpos recombinantes que se unan especificamente
a los dominios A2, A3-C1 y C2 del factor VIII. Utilizando los procedimientos descritos en la presente invencion,
se pueden obtener fragmentos de anticuerpo adicionales dirigidos contra estas y otras regiones del factor VIIIL. Estas
regiones incluyen, entre otras, Arg**-11e’® en el dominio A2, GIn'"8-Met'®* en el dominio A3 y Val?**-Ser”'? en
el dominio C2. Preferentemente, una preparacién farmacéutica incluird anticuerpos recombinantes dirigidos contra
muiltiples epitopos, dado que la mayoria de los pacientes presentan anticuerpos inhibidores dirigidos contra multiples
epitopos del factor VIII. La actividad neutralizante de los inhibidores propia de los fragmentos de anticuerpos recom-
binantes descritos en la presente invencion, se puede modificar mediante la introduccién de mutaciones puntuales en
las partes constante y variable de estos fragmentos. Ademds, los fragmentos de anticuerpos recombinantes descritos
en la presente invencién se pueden clonar en vectores que permitan la expresion de estos fragmentos, por ejemplo,
en forma de fragmento Fab. Un técnico en la materia conocera otros vectores que pueden utilizarse para la expresion
de los anticuerpos y de los fragmentos de anticuerpos (véase, por ejemplo: “Antibody Engineering; A Practical Ap-
proach” [Ingenieria de anticuerpos: un enfoque practico] editado por Mc Cafferty y otros. 1996. Oxford University
Press). Existen procedimientos para incrementar la afinidad de los anticuerpos recombinantes o de los fragmentos de
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anticuerpos, que pueden utilizarse para modular las actividades biolégicas de los fragmentos de anticuerpos recom-
binantes descritos en la presente invencién. Se pueden utilizar péptidos o agentes relacionados con péptidos, que se
hayan disefiado sobre la base de la secuencia de aminodacidos de los anticuerpos recombinantes descritos en la presente
invencion (por ejemplo, péptidos derivados de la secuencia de aminodcidos de CDR3), para interferir con la actividad
de los inhibidores del factor VIII.

En resumen, la presente invencion da a conocer un procedimiento mejorado para definir anticuerpos inhibidores
del factor VIII. Los procedimientos descritos tienen como resultado la definicién de una secuencia de nucleétidos de
los inhibidores del factor VIII y explican cémo utilizar esta informacion para desarrollar procedimientos mejorados
para la deteccién de los inhibidores del factor VIII. La presente invencién también da a conocer preparaciones far-
macéuticas, derivadas de la secuencia de nucledtidos y/o de la secuencia primaria de aminodcidos de los anticuerpos
especificos contra el factor VIII, que se pueden utilizar en el tratamiento de pacientes con hemofilia A con anticuerpos
inhibidores dirigidos contra el factor VIII. La dosis de los agentes terapéuticos que se administrard un paciente depen-
de, obviamente, de la afinidad del agente terapéutico por el factor VIII. La afinidad de los fragmentos de anticuerpos
recombinantes descritos en la presente invencidn puede variar considerablemente, segin se describe en los ejemplos
6 y 7. La dosis que se administrard también depende del peso corporal del paciente, del titulo del inhibidor del factor
VIII y de las actividades bioldgicas de los distintos componentes del agente terapéutico utilizado. La dosis que se ad-
ministrard se puede estimar segtn los procedimientos que se dan a conocer los ejemplos 7 y 10. Estos procedimientos
se pueden complementar con estudios de ajuste de la dosis, que consisten en la administracién de los agentes terapéu-
ticos en modelos animales y en pacientes sanos. En general, la dosis administrada variard entre 10 ug - 5 g/kg y mas
preferentemente entre 100 ug - 1g/kg de peso corporal por dia.

El agente terapéutico se puede administrar en combinacién con el factor VIII (o con un sustituto del factor VIII).
La dosis del factor VIII administrada junto con el agente terapéutico puede variar entre 0,1 y 2000 unidades por kg y
mas preferentemente entre 1 y 200 unidades por kg de peso corporal por dia.

Las palabras “forma sustancialmente aislada”, segiin se emplean en el presente documento, se refieren a una forma
del material que se encuentra en una forma distinta a cualquier forma natural de dicho material, es decir, diferente
al material en su entorno natural. En particular, las palabras pretenden definir la ausencia relativa de las sustancias
acompaiian al material en su forma natural.

Ejemplo 1
Caracterizacion de los anticuerpos contra el factor VIII en plasma de pacientes

Los anticuerpos contra el factor VIII presentes en el plasma de un paciente con hemofilia adquirida se caracteri-
zaron mediante experimentos de inmunoprecipitacién y neutralizacion. La construccién de fragmentos de factor VIII
recombinantes correspondientes al dominio A2, A3-C1-C2 y C2 del factor VIII se ha descrito anteriormente (Fijn-
vandraat y otros. 1997. Blood 89: 4371-4377; Fijnvandraat y otros. 1998. Blood 91: 2347-2352). Estos fragmentos
de factor VIII recombinantes se marcaron metabdlicamente con [*3S]-metionina y se utilizaron posteriormente para
la deteccién de anticuerpos contra el factor VIII mediante inmunoprecipitacion utilizando los procedimientos que se
han descrito anteriormente (Fijnvandraat y otros. 1998. Blood 91: 2347-2352). Se observé reactividad con todos los
dominios A2, A3-C1-C2 y C2 marcados metabdlicamente (datos no mostrados). Esto indica que el plasma del pa-
ciente contenia al menos dos clases de anticuerpos dirigidos contra el factor VIII. Para determinar la contribucién de
los distintos anticuerpos presentes en el plasma del paciente al titulo del inhibidor, medida segin el ensayo Bethesda,
realizamos experimentos de neutralizacién. Se mezclaron concentraciones crecientes de fragmentos de factor VIII
recombinantes con muestras que contenian anticuerpos contra el factor VIII diluidas hasta una capacidad inhibidora
final de 2 UB/ml. La adicién tanto de la cadena ligera del factor VIII recombinante (A3-C1-C2) como del dominio
C2 tuvo como resultado un descenso de la actividad inhibidora del 50 y el 20%, respectivamente. La adicién de la
cadena pesada del factor VIII (dominios A1-A2-B) tuvo como resultado una neutralizacion del 45% de la inhibicién
en el plasma del paciente. A la vista de estos datos, hemos concluido que los anticuerpos inhibidores dirigidos contra
la cadena pesada contribuyen al 45% de la capacidad inhibidora de los anticuerpos contra el factor VIII del paciente,
mientras que los anticuerpos contra A3-C1-C2 son responsables de la otra mitad de la capacidad inhibidora. Nuestros
resultados aportan pruebas sobre la presencia, como minimo, de tres clases de anticuerpos inhibidores en el plasma del
paciente. Posteriormente, determinamos la subclase de los anticuerpos contra el factor VIII utilizando procedimientos
que se han descrito anteriormente (Fijnvandraat y otros. 1997. Blood 89: 4371-4377). Los anticuerpos con especifi-
cidad por A2 comprendieron predominantemente la subclase IgG4; ademas, se observaron pequefias cantidades de la
subclase IgG2. Los anticuerpos dirigidos contra la cadena ligera del factor VIII comprendieron exclusivamente la sub-
clase IgG4. Los procedimientos descritos anteriormente portan un punto de partida para una caracterizacién adicional
de los anticuerpos humanos con especificidad por el factor VIII. Se pueden realizar andlisis similares en muestras
derivadas de otros pacientes que se analicen para evaluar la presencia de inhibidores del factor VIII.

Ejemplo 2
Construccion de una coleccion especifica de 1gG4

Se aislaron linfocitos de sangre periférica de una muestra de sangre de un paciente con hemofilia adquirida. El
titulo del inhibidor fue de 1250 UB/ml. Se aislé ARN de los linfocitos mediante RNAzol (WAK Chemie, Alemania),
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siguiendo las instrucciones del fabricante. Se procedid a transcribir el ARN en ADNCc utilizando cebadores de hexdme-
ros aleatorios (Gibco, Breda, Paises Bajos). Dado que la mayor parte de los anticuerpos contra el factor VIII descritos
en el ejemplo 1 fueron de la subclase IgG4, se amplificaron los fragmentos de ADN correspondientes a la cadena
pesada de las inmunoglobulinas de la subclase IgG4 utilizando el siguiente conjunto de cebadores oligonucleétidos:

conlgG1l-4 5" CTTGTCCACCTTGGTGTTGCTGGG 3’
hulgG4 5" ACGTTGCAGGTGTAGGTCTTC 3’
huVHl1aback 5" CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG 3’
huVH2aback 5" CAGGTCAACTTAAGGGAGTCTGG 3’
huVH3aback 5" GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG 3’
huVH4aback 5" GAGGTGCAGCTGTTGCAGTCGGG 3’
huVH5aback 5" GAGGTACAGCTGCAGCAGTCTGC 3’

huVH6aback 5" CAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGG 3’

huJH1-2forSal 5" GAGTCATTCTCGTGTCGACACGGTGACCAGGGTGCC 3’
huJH3forSal 5" GAGTCATTCTCGTGTCGACACGGTGACCATTGTCCC 3’
huJH4-5forSal 5" GAGTCATTCTCGTGTCGACACGGTGACCAGGGTTCC 3’
huJH6forSal 5" GAGTCATTCTCGTGTCGACACGGTGACCGTGGTCCC 3’
huVHlbackNco 5" AATCCATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCA 3’
huVH2backNco 5° AATCCATGGCCCAGGTCAACTTAAGGGA 3’
huVH3backNco 5" AATCCATGGCCGAGGTGCAGCTGGTGGA 3’
huVH4backNco  5° AATCCATGGCCGAGGTGCAGCTGTTGCA 3’
huVHS5backNco 5> AATCCATGGCCGAGGTACAGCTGCAGCA 3’
huVH6backNco 57 AATCCATGGCCCAGGTACAGCTGCAGCA 3’

Los cebadores oligonucledtidos huVHa(1-6)back y huJH(1-6)forSal se han descrito anteriormente (Marks y otros.
1991. J. Mol. Biol. 222: 581-597). Los cebadores oligonucledtidos huVH(1-6)backNco se han adaptado a partir de
cebadores oligonucledtidos descritos en la misma publicacién. La primera serie de amplificacion se llevé a cabo
con cebadores huVH(1-6)back junto con el cebador conlgG1-4. Se obtuvieron seis fragmentos de ADN distintos de
unas 700 pb, correspondiente cada uno de ellos a una familia de genes VH individuales. Se aislaron seis fragmentos
distintos y se reamplificaron con los cebadores huVH(1-6)back y con el cebador hulgG4. Se obtuvieron seis productos
de aproximadamente 660 bp. Los seis fragmentos de 660 bp diferentes, que representaron el repertorio 1gG4 del
paciente, se reamplificaron con los cebadores huVH(1-6)backNco y huJH(1-6)forSal a fin de preparar estos fragmentos
para su clonacién. Los 24 fragmentos resultantes se mezclaron segun la familia de genes VH y los seis fragmentos
distintos se digirieron con Ncol y Sall. Estos fragmentos digeridos se purificaron y se disolvieron en TE (10 mM Tris-
HCI pH=8,0; 0,1 mM EDTA). El vector pHEN-1-VLrep se ha descrito previamente (Griffin, HM. y Ouwehand, W.H.
1995. Blood 86, 4430-4436; Schier y otros. 1996. J. Mol. Biol. 255: 28-43) y contiene un repertorio de cadena ligera
derivado de dos donantes no inmunizados. Se ha demostrado que la insercién de un repertorio de cadena pesada en
este vector tiene como resultado la produccién de fragmentos de anticuerpos que constan de los dominios variables
tanto de la cadena pesada como de la cadena ligera. Estos fragmentos de anticuerpo se han denominado fragmento Fv
(scFv) de cadena sencilla (Hoogenboom, H.R. y otros. 1991. Nucleic Acid Res. 19: 4133-4137). El vector pHEN-1-
VLrep (cedido amablemente por el Dr. W.H. Ouwehand, Departamento de medicina de transfusioén, Universidad de
Cambridge, Reino Unido) se digirié con Xhol y Ncol y se insertaron los seis fragmentos correspondientes al repertorio
de cadena pesada especifico de IgG4 del paciente con hemofilia adquirida. La mezcla de ligacién se transformé en
E. coli TG1 y se obtuvo una coleccién de 1.500.000-2.500.000 de clones independientes. Las colonias se rascaron y
se resuspendieron en medio 2TY enriquecido con un 15% de glicerol, 100 pg/ml de ampicilina y 1% de glucosa. De
forma similar a los procedimientos descritos anteriormente, se pueden crear colecciones que representen el repertorio
de inmunoglobulina de otros pacientes.
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Ejemplo 3
Seleccion de anticuerpos especificos contra el factor VIII

La seleccion de los clones que codifican para los fragmentos de anticuerpo (scFvs) con especificidad por el factor
VIII se realiz6 segtin lo que se describe a continuacion. Se extendieron disoluciones de partida de glicerol en placas
con 2TY que contenian ampicilina (100 ug/ml) y 1% de glucosa. Las colonias se dejaron crecer toda la noche y se
rascaron al dia siguiente, y se disolvieron en medio 2TY enriquecido con 100 pg/ml de ampicilina y 1% de glucosa.
Estas células se disolvieron en medio 2TY enriquecido con ampicilina (100 pug/ml) y 1% de glucosa hasta una densidad
optica final (DO) de 0,3 (determinada a 600 nm). Las células se dejaron crecer a 37°C hasta alcanzar una DO de 0,5.
Posteriormente, se diluyé 1 ml de cultivo 10 veces en medio 2TY con ampicilina (100 pug/ml) y 1% de glucosa. A
continuacién, se afadieron 20 ul de fago coadyuvante (VCSM13; 1 x 10" ufp/ml) y la mezcla se incubd durante
45 minutos a 37°C sin agitacién. A continuacion, las células se incubaron a 37°C con agitacién a 150 rpm durante
otros 45 minutos. Las células se precipitaron mediante centrifugacién a baja velocidad y se resuspendieron en 100 ml
de medio 2TY enriquecido con ampicilina (100 pg/ml), 0,1% de glucosa y 25 ug/ml de kanamicina. Las células se
incubaron toda la noche a 30 °C. Al dia siguiente, las células se precipitaron mediante centrifugacién a 10000 rpm
durante 30 minutos. Se recogi6 el sobrenadante y se dejé que el fago recombinante precipitase durante 2 horas a 4°C
tras la adicién de 1/5 volumen de PEG6000 al 20%/NaCl 2,5 M. Los fagos se precipitaron mediante centrifugacion (30
minutos a 10000 rpm) y se resuspendieron en 5 ml de TBS (Tris-HC1 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM). Esta preparacién
se precipité mediante centrifugacion durante 5 minutos a 14000 rpm y el sobrenadante se conservo a 4°C.

La seleccion de los fagos con capacidad de unién al factor VIII se realiz6 segun lo descrito a continuacién. Se
recubrieron micropocillos durante toda la noche a 4°C con 5 ug/ml del anticuerpo monoclonal murino CLB-CAg
12 especifico contra la cadena ligera del factor VIII, que se diluyé en NaHCO; 50 mM (pH 9,5). Los pocillos se
bloquearon durante 1 hora a 37°C con TBS enriquecida con un 3% de HSA. La solucién del fago (1 x 10" ufp/ml) se
diluy6 1 a 1 en TBS enriquecida con un 6% de HSA y un 1% de Tween-20 y se incub6 durante 2 horas a temperatura
ambiente con micropocillos que contenian CLB-CAg 12 inmovilizado. La solucién del fago se retird y se transfiri6 a un
segundo micropocillo (también recubierto con CLB-CAg 12) que se habia preincubado con 1 pug/ml de la cadena ligera
del factor VIII. Los fagos se incubaron con la cadena ligera del factor VIII durante 2 horas a temperatura ambiente. Los
pocillos se lavaron 20 veces con TBS/0,1% de Tween-20 y 20 veces con TBS y el fago unido se eluyé con trietilamina
100 mM (pH 12). El fago eluido (volumen de 1 ml) se neutralizé mediante la adicién de 500 p de Tris-HCI 1 M pH
7,4 y, posteriormente, se afladieron a 5 ml de E. coli TGI (DO 600 = 0,5). Las células se incubaron durante 1/2 hora a
37°C (sin agitacién) y 10 minutos a 37°C (con agitacién a 200 rpm). Las células se recogieron mediante centrifugaciéon
durante 10 minutos a 4000 rpm durante 7 minutos. Posteriormente, las células TG1 infectadas se extendieron en placas
con agar 2TY enriquecidas con ampicilina (100 ug/ml) y 1,0% de glucosa. Las células se dejaron crecer toda la noche
a 30°C. Las células se rascaron en medio 2TY enriquecido con ampicilina (100 ug/ml), 1% de glucosa y 15% de
glicerol. Las ampollas se conservaron a -70°C.

De forma alternativa, la cadena ligera del factor VIII (5 ug/ml en NaHCO; 50 mM (pH 9.6)) se inmovilizé en
inmunotubos (Nunc, Life Technologies, Breda, Paises Bajos). En primer lugar, 1 ml de solucién de fago diluida en
TBS enriquecida con un 3% de HSA se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente en inmunotubos no recubiertos.
A continuacién, se retir6 1 ml de solucién de fago y se incubé durante 2 horas a temperatura ambiente en inmunotubos
recubiertos con la cadena ligera del factor VIII. Los inmunotubos se lavaron 20 veces con TBS/0,1% de Tween-20 y
20 veces con TBS. El fago unido eluy6 con trietilamina 100 mM (pH 12) y se procesé segtin lo descrito anteriormente.

Se inici6 la segunda ronda de cribado inoculando 50 ul de solucién de partida de glicerol obtenida tras la primera
seleccién en 10 ml de medio 2TY enriquecido con ampicilina (100 pg/ml) y 1% de glucosa hasta una DO600 final
de 0,3. Las células se dejaron crecer hasta una DO600 de 0,5, se diluyeron 1 a 10 en medio 2TY enriquecido con
ampicilina (100 pg/ml), kanamicina (25 pug/ml) y 1% de glucosa y posteriormente se infectaron con un exceso de 20
veces de VCSM13. Las células se dejaron crecer toda la noche a 30°C. El sobrenadante, que contenia el fago, se recogio
segun lo descrito anteriormente y de nuevo se evalud su unién a la cadena ligera del factor VIII inmovilizada. Tras
cuatro rondas de cribado, se cultivaron 30 clones seleccionados mediante ELISA y 30 clones que se obtuvieron tras un
cribado con la cadena ligera del factor VIII inmovilizada en inmunotubos, y se analizé su unién a la cadena ligera del
factor VIII. Las colonias se recogieron y se dejaron crecer toda la noche en 2 ml de medio 2TY enriquecido con 100
pg/ml de ampicilina 'y 1% de glucosa. Al dia siguiente, los cultivos se diluyeron 200 veces y se dejaron crecer hasta una
DO600 de aproximadamente 0,5. A continuacion, las células se infectaron con VCSM13 durante 45 minutos a 37°C
(sin agitacién) y 45 minutos a 37°C (con agitacién a 200 rpm). Los cultivos infectados se diluyeron 1 a 10 en medio
2TY enriquecido con 100 ug/ml de ampicilina, 0,1% de glucosa y 25 ug/ml de kanamicina, y las células se dejaron
crecer toda la noche a la 30°C. El sobrenadante, que contenia el fago, se recogi6 tras su centrifugacion y se analizd
su unién a la cadena ligera del factor VIII, segin lo descrito a continuacién. El anticuerpo monoclonal murino CLB-
CAg 12 no inhibitorio, dirigido contra el epitopo del dominio A3-C1 del factor VIII, se inmovilizé en pocillos a una
concentracién de 5 pg/ml en NaHCO; 50 mM (pH 9,5). Los pocillos se bloquearon durante 1 hora en TBS enriquecida
con 3% de HSA. Los pocillos se incubaron con la cadena ligera del factor VIII a una concentracién de 1 pg/ml en Tris
HCI 50 mM (pH 7,4), NaCl 1 M, y 2% de HSA durante 2 horas a 37°C. Se afiadieron cincuenta ul de solucién de fago
y un volumen igual de TBS enriquecida con 1% de Tween-20 y 6% de HSA a los pocillos que contenian la cadena
ligera del factor VIII. Para monitorizar la unién especifica de los fagos, los pocillos que no contenian la cadena ligera
del factor VIII se incubaron simultdneamente con la misma solucién de fago. Los fagos se incubaron a temperatura
ambiente durante 2 horas y se agitaron a intervalos regulares. Posteriormente, los pocillos se lavaron intensamente
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5 veces con TBS enriquecida con 0,1% de Tween-20 y 5 veces con TBS. La presencia de fago unido se monitorizé
mediante incubacién con un anticuerpo policlonal dirigido contra M13 marcado con peroxidasa (Pharmacia-LKB,
Woerden, Paises Bajos) en una dilucién de 1 a 4000 en TBS enriquecida con 1% de HSA y 0,1% de Tween-20. Las
placas se lavaron 5 veces con TBS enriquecida con 0,1% Tween-20 y 5 veces con TBS. La unién del anticuerpo
contra M 13 marcado con peroxidasa se cuantificé mediante incubacién con 3,3”,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB). La
conversion del sustrato se detuvo mediante la adicién de 100 ul de H,SO,4 2N. Parte de los resultados de este andlisis
se incluyen en la figura 1. Se aporta un ejemplo de 12 clones que presentan union especifica a la cadena ligera del
factor VIII. Resulta claro que el fago codificado por los clones 1 a 12 presenta unién a la cadena ligera del factor VIII
(barras negras). Se puede observar cierta unién de fondo, que no depende de la presencia de la cadena ligera del factor
VIII (barras grises). Las barras marcadas con ¢ representan dos clones que expresan fragmentos de anticuerpo que no
se unen especificamente a la cadena ligera del factor VIII. Estos clones se han derivado de la coleccién inicial y no se
han seleccionado sobre la cadena ligera del factor VIII. Para garantizar el incremento de la cantidad de fragmentos de
anticuerpos recombinantes especificos contra el factor VIII durante las rondas subsiguientes de cribado, analizamos
12 clones obtenidos tras la primera ronda de cribado en cuanto a su unién a la cadena ligera del factor VIII (figura 2).
Sélo 3 de los 12 clones se unen especificamente a la cadena ligera del factor VIIL. En 9 de 12 clones, la unién del fago
no depende de la presencia de la cadena ligera del factor VIII. Estos resultados indican con claridad que, durante el
cribado, se puede incrementar selectivamente la cantidad de fagos que expresan anticuerpos especificos contra el factor
VIII. En resumen, hemos descrito un protocolo especifico para la seleccién de anticuerpos especificos contra el factor
VIII que se corresponden con el espectro de los anticuerpos contra el factor VIII presentes en el paciente con hemofilia
adquirida. En los primeros dos ejemplos, nuestro andlisis estd limitado al material derivado de un tnico paciente, y
s6lo se han analizado los anticuerpos dirigidos contra la cadena ligera del factor VIII. Mediante los procedimientos
descritos en estos dos ejemplos, se puede obtener facilmente el repertorio de anticuerpos contra el factor VIII de otros
pacientes que presentan un inhibidor. Ademas, se pueden obtener los anticuerpos contra el factor VIII dirigidos contra
epitopos localizados fuera de la cadena ligera del factor VIII adaptando los procedimientos de seleccién utilizados en
el ejemplo 1 y 2. Se pueden seleccionar los anticuerpos dirigidos contra la cadena pesada inmovilizando la cadena
pesada del factor VIII utilizando el anticuerpo monoclonal CLB-CAg 9. En estos dos ejemplos, nos hemos centrado
en el repertorio IgG4 del paciente. De forma similar, se pueden investigar otras subclases utilizando los cebadores
apropiados. Por ejemplo, la subclase IgG1-4 se puede detectar simplemente utilizando el cebador conlgG1-4 descrito
en el ejemplo 1. De igual forma, se pueden utilizar otros cebadores especificos de IgA, IgM, IgE e IgD para crear
repertorios de anticuerpos que incluyan anticuerpos especificos contra el factor VIII.

Ejemplo 4

Caracteristicas de la secuencia de los anticuerpos recombinantes con especificidad por la cadena ligera del factor
VIII

En los ejemplos anteriores, se han descrito procedimientos para obtener anticuerpos recombinantes con especifici-
dad por el factor VIII. Para obtener informacion sobre las propiedades de estos anticuerpos, seleccionamos 30 clones
que habian sido seleccionados mediante factor VIII inmovilizado en inmunotubos. Asimismo, se analizaron 30 clones
que habian sido seleccionados utilizando la cadena ligera del factor VIII con el anticuerpo monoclonal CLB-CAg 12.
Los clones se cultivaron segin lo descrito en el ejemplo 2 y se aislé el ADN plasmidico. La secuencia de nucledti-
dos de la parte variable de la cadena pesada (dominio VH) de 55 clones se determin utilizando el cebador inverso
M13 marcado con fluorescencia en un secuenciador de ADN ABI-Prism 377. Las secuencias obtenidas se alinearon
con secuencias de la cadena pesada incluidas en la base de datos“V BASE” del MRC Centre of Protein Engineering
(Cambridge, Reino Unido). Los 55 clones analizados estaban codificados por dos segmentos de genes VH distintos
DP-10 y DP-14 (Cook y Tomlinson, Immunology Today 16: 237-242). Los 41 clones codificados por la secuencia de
estirpe bacteriana DP 14 consistieron en tres grupos de anticuerpos recombinantes que difirieron principalmente en
las secuencias de nucledtidos de las regiones constantes del gen VH. Treinta y tres clones fueron representados por
el clon IT2, 5 clones fueron representados por EL25 y 3 clones fueron representados por el clon EL5 (Tabla I). Se
seleccionaron dos clones codificados por DP10 (EL 14) y DP14 (IT2) para su andlisis posterior. En las figuras 3 y 4
se incluyen las secuencias de nucledtidos y las secuencias primarias de aminoécidos de estos clones. En la tabla I se
incluyen las caracteristicas de las dos secuencias. Es muy probable que parte del clon EL 14 se derive del segmento D
D6-13 y del segmento J JH-3b. Se ha producido una hipermutacién somatica durante la respuesta inmunitaria, hecho
puesto en evidencia por el gran nimero de cambios de nucleétidos observados, en comparacién con las secuencias de
estirpe bacteriana de los segmentos VH. La parte de la cadena pesada variable del clon IT2 contiene 20 sustituciones
de nucleétidos, en comparacidn con el segmento de estirpe bacteriana DP-14. Estas 20 sustituciones de nucleétidos
tienen como resultado unos cambios totales de 13 aminodacidos (tabla I). La parte de la cadena pesada variable del clon
EL 14 contiene 18 sustituciones de nucleétidos, en comparacién con el segmento de estirpe bacteriana DP-10. Estas
18 sustituciones de nucledtidos tienen como resultado 12 cambios de aminoacidos (tabla I). El clon IT2 se ha obtenido
en parte a partir de los segmentos de genes D3-3 y JH6b. Es importante destacar que se observa una elongacién de
residuos G entre las secuencias de estirpe bacteriana DP 14 y D3-3 para el clon IT2 que codifica para una rama flexible
de residuos de glicina. La inspeccion de la secuencia de aminoécidos del clon EL14 y IT2 revela varias caracteristicas
interesantes. Ambas regiones CDR3 contienen varios residuos de glicina en sus partes amino terminales, que vienen
seguidos, en ambos casos, de tirosina y 4dcido glutdmico (GG-YE). Ademads, parece conservarse una prolina, una ala-
nina y un 4cido aspartico en la parte carboxilo terminal de CRD3 (P---A-D). Se pueden derivar un patrén comun de
las secuencias de aminoécidos de las regiones CDR3 del clon EL14 y IT2, que se indica en la figura 4B. Estas carac-
teristicas pueden determinar la especificidad de estos anticuerpos por la cadena ligera del factor VIII. En este ejemplo,
se han dado a conocer las secuencias de nucleétidos y las secuencias primarias de aminoacidos de dos anticuerpos
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recombinantes contra el factor VIII. Mediante procedimientos similares a los descritos en este ejemplo, se pueden
analizar anticuerpos recombinantes dirigidos contra otras regiones de la molécula del factor VIII. Las caracteristicas
comunes de estos anticuerpos se pueden identificar segtin lo descrito en este ejemplo, y se pueden utilizar agentes
terapéuticos y diagndsticos derivados de estas caracteristicas comunes para el diagndstico y tratamiento de pacientes
que presenten inhibidores del factor VIII.

Ejemplo 5

Deteccion de secuencias de nucledtidos de los anticuerpos especificos contra el factor VIII presentes en muestras de
pacientes.

Las secuencias de nucleétidos y de aminoécidos descritos en el ejemplo anterior se pueden utilizar para detectar
especificamente los anticuerpos contra el factor VIII con especificidad por C2 en mezclas heterogéneas de anticuerpos.
Esto se puede lograr desarrollando reactivos, por ejemplo, anticuerpos que reconocen especificamente los anticuerpos
contra el factor VIII descritos en la presente invencion. La deteccion de los anticuerpos especificos contra el factor
VIII también se puede realizar mediante un andlisis de la presencia de secuencias de nucledtidos especificas que co-
difican para anticuerpos especificos contra el factor VIII. En la presente invencion se dan a conocer procedimientos
para la obtencién de secuencias de nucledtidos que codifican para anticuerpos especificos contra el factor VIII. En
este ejemplo, se da a conocer la deteccidn de secuencias de nucledtidos que codifican para uno de los anticuerpos
especificos contra el factor VIII descritos en el ejemplo anterior (EL 14). Se obtuvieron linfocitos del paciente con
hemofilia adquirida descrito en el primer ejemplo. Se aislé el ARN y se preparé el ADNc. Posteriormente, los frag-
mentos de ADN se amplificaron con los cebadores oligonucle6tidos huVH(1-6)aback y conlgG1-4 (véase el ejemplo
2). Los seis fragmentos de 700 pb distintos obtenidos se aislaron y se utilizaron en una segunda PCR con los ceba-
dores oligonucleétidos huVH(1-6)back y hulgG4. Esta operacién dio como resultado un fragmento de 660 bp que se
clon6 en el vector pPGEM-T (Promega, Madison, WI, EE.UU.). Se evalu la presencia de secuencias de nucleétidos
correspondientes a la del clon EL 14 mediante secuenciacién de nucleétidos. Uno de los sesenta clones analizados
comprendié secuencias de nucledtidos idénticas a las obtenidas en el clon EL 14. Este andlisis muestra que, utilizando
como punto de partida las secuencias de nucledtidos dadas a conocer en la presente invencion, es posible monitorizar
la presencia de anticuerpos especificos contra el factor VIII en muestras de pacientes. En este ejemplo, se utilizan
cebadores oligonucledtidos que también se han utilizado para la construccion de la coleccion especifica de IgG4. Se
pueden disefiar otras combinaciones de cebadores oligonucledtidos que se basen en las secuencias de nucleétidos del
clon EL 14 e IT2, que pueden incluir, entre otros, cebadores oligonucledtidos que se basen en la region CDR3 de estos
anticuerpos. En este ejemplo, la deteccién de anticuerpos especificos contra el factor VIII se realizé mediante andlisis
de secuencia de nucledtidos. De forma alternativa, la deteccién de secuencias especificas del factor VIII también se
puede realizar mediante hibridacion selectiva utilizando sondas que se basen en la secuencia de nucleétidos de los
anticuerpos especificos contra el factor VIII dados a conocer en la presente invencion.

Los procedimientos dados a conocer en la presente invencidon permiten aislar anticuerpos contra el factor VIII
y determinar sus secuencias de nucleétidos y de aminodcidos. En este ejemplo, hemos descrito procedimientos que
detectan los anticuerpos especificos contra el factor VIII que aparecen en el repertorio de un paciente que presente un
inhibidor del factor VIII. En los ejemplos 8 y 9, se incluye la secuencia de nucledtidos de los fragmentos de anticuerpo
que se unen al dominio A2-y A3-C del factor VIII. Se pueden utilizar procedimientos similares a los descritos en este
ejemplo para detectar secuencias de nucleétidos que codifiquen para los inhibidores del factor VIII con especificidad
por A2, A3, C1 o por otro epitopo distinto.

Ejemplo 6
Propiedades de los anticuerpos especificos contra el factor VIII scFv-IT2 y scFv-ELI4

Las propiedades bioquimicas de los anticuerpos especificos contra el factor VIII IT2 y EL14 se caracterizaron del
siguiente modo. En primer lugar, los plasmidos pHEN-1-VL-EL14 y pHEN-1-VL-IT2 se digirieron con Ncol y Notl
y los fragmentos de anticuerpos recombinantes se aislaron y se clonaron en el vector pUC119-sfi/Not-His6 (cedido
amablemente por el Dr. W.H. Ouwehand, Departamento de medicina de transfusion, Universidad de Cambridge, Reino
Unido). Se identificaron los clones positivos y se dejaron crecer hasta que alcanzaron una DO600 de 0,8-1,0 en medio
2TY enriquecido con 1% de glucosa y 100 pg/ml de ampicilina. Seguidamente, se afiadié isopropil-3-D-tiogalacto-
pirandsido (IPTG) hasta una concentracién final de 1 mM y se dejaron crecer las células durante 3 horas para 30°C.
Las células se recogieron mediante centrifugacién durante 15 minutos a 4000 g a 4°C. El precipitado se disolvié en 10
ml de Tris-HC1 30 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM y sacarosa al 20% para liberar el contenido del periplasma. La mezcla
se incubd a 4°C durante 20 minutos y, posteriormente, las células se recogieron mediante centrifugacién (15 min.,
10800 g a 4°C). Se recogi6 el sobrenadante, que consistid principalmente en las protefnas presentes en el periplasma.
El precipitado se resuspendi6 en 10 ml de MgSO, 5 mM y se incubé durante 20 minutos a 4°C. Los desechos celulares
residuales se recogieron mediante centrifugacion durante 15 minutos a 10800 g. El sobrenadante (designado fraccién
de choque osmético) se recogid y se afiadié a la fraccidon que contenia las proteinas derivadas del periplasma. Las frac-
ciones mezcladas se centrifugaron durante 20 minutos a 30000 g a 4°C y se recogi6 el sobrenadante. El sobrenadante
se filtr6 sobre un filtro de 0,22 um. Se afiadié una mezcla de inhibidores de la proteasa (Complete™ Mini, Boehringer
Mannheim, Alemania) y las fracciones mezcladas se dializaron toda la noche frente a un tampén que contenia NaPi
50 mM (pH 7,4), imidazol 20 mM y NaCl 500 mM. Los ScFv’s se purificaron mediante una resina de afinidad de
niquel Ni-NTA (QIAGEN, Alemania) segtin se describe a continuacién: se equilibré 1 ml de matriz Ni-NTA con NaPi
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50 mM (pH 7,4), imidazol 250 mM, NaCl 500 mM vy, posteriormente, con NaPi 50 mM (pH 7,4), imidazol 20 mM y
NaCl 500 mM. A continuacion, el sobrenadante dializado que contenia los scFv’s especificos contra el factor VIII se
incubd de forma discontinua con la matriz Ni-NTA durante 3 horas a 4°C. A continuacion, €l Ni-NTA se transfirio a
una columna y se lavé con 7 ml de NaPi 50 mM (pH 7.4), imidazol 20 mM, NaCl 500 mM y 7 ml de NaPi 50 mM (pH
7,4), imidazol 35 mM y NaCl 500 mM. Los ScFv’s se eluyeron con NaPi 50 mM (pH 7,4), imidazol 250 mM, NaCl
500 mM vy se conservaron a 4°C. La pureza de las distintas preparaciones de scFv se evalu6 mediante SDS-PAGE,
seguido de una tincién con Azul brillante de Coomassie. Todos los ScFv’s purificados resultaron ser homogéneos,
como minimo, en un 90%, y migraron con un peso molecular aparente de 30 kDa. En las preparaciones obtenidas,
se observd una pequefia cantidad de proteinas con un menor peso molecular. Se investigé la identidad de esta banda
mediante inmunotransferencia con el anticuerpo monoclonal 9E 10. El epitopo de este anticuerpo estd presente en el
extremo carboxilo terminal de los scFv’s. Tanto la proteina que migra con un peso molecular de 30 kDa como la de 15
kDa reaccionaron con el anticuerpo monoclonal 9E10 en una inmunotransferencia de tipo Western. Esto indica que,
con alta probabilidad, el fragmento 15 kDa corresponde a la cadena ligera de los scFv’s. Los scFv’s correspondientes
al clon IT2 y EL 14 se purificaron segin lo descrito anteriormente. Un scFv derivado del clon 04, un clon presente
en la coleccion del paciente que no se uni6 a la cadena ligera del factor VIII, se incluyé como control negativo. Se
evalu6 la unién tanto de scFv-IT2 como de scFv-EL14 a la cadena ligera del factor VIII mediante el siguiente ensayo
ELISA. El anticuerpo monoclonal 9E10 (5 ug/ml), disuelto en NaHCO; 50 mM pH 9,5, se inmovilizé sobre pocillos
toda la noche a 4°C. Posteriormente, se afiadieron los scFv’s purificados diluidos en Tris-HC1 50 mM (pH 7,4), NaCl
150 mM, 1% de HSA y 0,2% de Tween-20 y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Las microplacas se
lavaron 5 veces con TBS, 0,1% de Tween-20. A continuacidn, se afiadid la cadena ligera del factor VIII purificada (5
pg/ml) junto con el anticuerpo monoclonal CLB-CAg A marcado con peroxidasa (0,5 ug/ml). La mezcla (diluida en
TBS, 0,1% de Tween-20) se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente. Los micropocillos se lavaron 5 veces con
solucién salina en tampén Tris (TBS) enriquecida con 0,1% de Tween-20 y 5 veces con TBS. La cantidad de anticuer-
po monoclonal CLB-CAg A marcado con peroxidasa que se habia unido se cuantificé mediante el sustrato TMB. Los
resultados de este andlisis se incluyen en la figura 5. Tanto scFv-EL14 como scFv-IT2 reaccionan especificamente con
la cadena ligera del factor VIII, mientras que scFv-04 no reacciond con la cadena ligera del factor VIII. Seguidamente,
utilizamos el anticuerpo monoclonal murino inhibidor del factor VIII CLB-CAg 117 para la deteccién de la cadena
ligera del factor VIII unida. Se realizé un ensayo ELISA segun lo descrito anteriormente. En lugar de CLB-CAg A
marcado con peroxidasa, utilizamos CLB-CAg 117 marcado con peroxidasa para la deteccién de la cadena ligera del
factor VIII inmovilizada. No observamos unién de CLB-CAg 117 cuando la cadena ligera del factor VIII se encuentra
inmovilizada por scFv-EL14 y scFv-IT2 (figura 5). Estos resultados muestran que el epitopo de scFv-EL14 y scFv-
IT2 se solapa con el de CLB-CAg 117. Anteriormente, habiamos demostrado que el anticuerpo inhibidor CLB-CAg
117 se dirige contra el dominio C2 del factor VIII (Fijnvandraat y otros. 1998. Blood 91: 2347-2352). Aparentemente,
ambos scFv’s se unen a un epitopo en el dominio C2 del factor VIII que se solapa con el del anticuerpo monoclonal
murino inhibitorio CLB-CAg 117.

A continuacion, se evalud la unién de diferentes diluciones de scFv-EL14 y scFv-IT2 a la cadena ligera del factor
VIII inmovilizada, segin lo descrito anteriormente, utilizando el anticuerpo CLB-CAg A como anticuerpo de detec-
cion (figura 6). A partir de este andlisis, se observo que ScFv-EL14 se une con mayor afinidad a la cadena ligera del
factor VIII, en comparacion con scFv-IT2. Estos resultados se complementaron mediante experimentos de inmuno-
precipitacion para scFv-EL14. Los experimentos de inmunoprecipitacion utilizando un fragmento marcado metabd-
licamente correspondiente al dominio C2 se realizaron esencialmente segtin lo descrito en publicaciones anteriores
(Fijnvandraat y otros. 1998. Blood 91: 2347-2352). El anticuerpo monoclonal 9E10 se enlazé de forma covalente a
sefarosa 4B activada con CNBr, y esta matriz se utilizé para unir el scFv-EL14. Se detect6 la unién especifica del scFv-
EL14 al dominio C2 marcado metabdlicamente y esto confirma la especificidad por C2 de este fragmento de anticuer-
po recombinante. En este ejemplo, se han dado a conocer procedimientos para caracterizar anticuerpo recombinantes
con especificidad por el dominio C2. En los ejemplos 8 y 9, describimos la secuencia de nucleétidos y de aminodcidos
de los fragmentos de anticuerpos recombinantes que se unen especificamente al dominio A2-y A3-C1 del factor VIIIL.
Un técnico en la materia podré adaptar facilmente los procedimientos descritos en este ejemplo de forma que permitan
caracterizar los anticuerpos recombinantes dirigidos contra A2, A3-C1 u otro epitopo del factor VIII.

Ejemplo 7

Los fragmentos de anticuerpos recombinantes especificos contra el factor VIII scFv-IT2 y scFv-EL 14 neutralizan la
actividad de los inhibidores del factor VIII

En el ejemplo anterior, hemos mostrado que scFv-EL14 y scFv-IT2 se unen a la cadena ligera del factor VIII para
competir por la unién con el anticuerpo monoclonal murino inhibitorio CLB-CAg 117. Estas observaciones sugieren
que el epitopo tanto de scFv-EL14 como de scFv-IT2 se solapa con el de CLB-CAg 117. Se espera que, al igual
que CLB-CAg 117, scFv-EL14 y scFv-IT2 inhiban la actividad biolégica del factor VIII. Se evalu6 la capacidad de
inhibicién de cantidades crecientes de scFv’s purificados mediante el ensayo Bethesda. Sorprendentemente, la adicién
de hasta 170 ug/ml de scFv no tuvo como resultado la inhibicién del factor VIII, segtn las mediciones realizadas en
el ensayo Bethesda. Por el contrario, CLB-CAg 117 inhibié rapidamente el factor VIII, segin las determinaciones
realizadas con el mismo ensayo. Aparentemente, la unién de scFv-EL 14 y scFv-IT2 al factor VIII no interfiere con
la actividad biolégica del factor VIII. Este descubrimiento nos llevd a investigar la capacidad tanto de scFv-EL14
como de scFv-IT2 para impedir la inhibicién causada por CLBCAg 117. El anticuerpo monoclonal CLB-CAg 117 se
diluyé hasta alcanzar una actividad inhibidora final de 2 UB/ml. Este valor corresponde a una actividad residual del
factor VIII del 25% en el ensayo Bethesda. A continuacidn, se afiadieron concentraciones crecientes de scFv-EL14 y
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de scFv-IT2. De forma sorprendente, tanto scFv-EL 14 como scFv-IT2 lograron impedir la actividad inhibidora del
factor VIII propia de CLB-CAg 117 (figura 7). ScFv-EL14 (panel A) resulté ser mds eficaz que scFv-1T2 (panel B) al
ahora de neutralizar la actividad inhibidora de CLB-CAg 117. Tanto scFv-EL14 como scFv-IT2 no fueron capaces de
neutralizar la actividad inhibidora del anticuerpo monoclonal CLB-CAg A, dirigido contra los residuos de aminodcidos
Glu"®!'-Lys'®® de la cadena ligera del factor VIII (Lenting y otros. 1996. J. Biol. Chem. 271: 1935-1940). Estos
resultados muestran, por primera vez, que los fragmentos de anticuerpo con especificidad por el factor VIII se pueden
utilizar para interferir con la actividad de los inhibidores del factor VIII. La administracién de estos fragmentos de
anticuerpo resultard beneficiosa en el tratamiento de pacientes que presenten anticuerpos inhibidores dirigidos contra
el factor VIII. En este ejemplo, se da a conocer la actividad bioldgica de los fragmentos de anticuerpo con especificidad
por C2. En los ejemplos 8 y 9, se da a conocer la secuencia de nucleétidos y de aminodcidos de los fragmentos de
anticuerpos recombinantes que se unen al dominio A2- y A3-C1 del factor VIII. Un técnico en la materia podra
adaptar facilmente los procedimientos descritos en este y en el ejemplo anterior, de forma que permitan determinar
la capacidad de fragmentos de anticuerpos recombinantes dirigidos contra el dominio A2, A3-C1 para neutralizar a
los inhibidores del factor VIII. De forma similar a lo descrito en este ejemplo, es posible evaluar la capacidad de
neutralizacién de los inhibidores del factor VIII mostrada por los fragmentos de anticuerpos recombinantes que se
unen a otras regiones. De forma similar a lo descrito en este ejemplo para scFv-EL14 y scFv-IT2, los fragmentos de
anticuerpo que se unen a A2, A3-C1 y a otros dominios del factor VIII se pueden utilizar en el tratamiento de pacientes
que presenten inhibidores del factor VIII.

Ejemplo 8
(No forma parte de la presente invencion, segin las reivindicaciones)

Aislamiento y caracteristicas de los anticuerpos contra el factor VIII que se unen especificamente al dominio A3-CI
del factor VIII

Estudios previos han indicado que el plasma de un nimero importante de pacientes que presentan inhibidores con-
tiene anticuerpos contra el factor VIII que se unen especificamente a los dominios A3-C1 del factor VIII (Fijnvandraat
y otros. 1998. Blood 91: 2347-2352: Zhong y otros. 1998. Blood 92: 136-142). En el presente documento, hemos
utilizado la tecnologia de visualizacién de fagos para aislar los anticuerpos contra el factor VIII del repertorio total de
inmunoglobulina de un paciente con hemofilia A que presente un inhibidor. Previamente, habiamos mostrado que en
el plasma de este paciente existen anticuerpos contra el factor VIII dirigidos contra la cadena ligera del factor VIII. La
mayor parte de los anticuerpos contra el factor VIII de este paciente estan dirigidos contra el dominio A3-C1, mientras
que una pequefa parte de los anticuerpos contra el factor VIII reaccionan con el dominio C2 (Fijnvandraat y otros.
1998. Blood 91: 2347-2352). La mayor parte de los anticuerpos contra el factor VIII fueron de la subclase Ig4. Se
construyé una coleccion especifica de IgG4 utilizando linfocitos de sangre periférica del paciente como material de
partida. Se obtuvo una coleccién formada por 1,9 x 10° clones independientes siguiendo los procedimientos descritos
en el ejemplo 2. La seleccidn del fago recombinante que se une especificamente al factor VIII se realizé basicamente
segtin lo descrito en el ejemplo 3.

Se recubrieron micropocillos durante toda la noche a 4°C con 5 pg/ml del anticuerpo monoclonal murino CLB-
CAg 117 especifico contra la cadena ligera del factor VIII, que se diluyé en NaHCO; 50 mM (pH 9,5). El anticuerpo
monoclonal CLB-CAg 117 se dirige contra el dominio C2 del factor VIII. La utilizacién de CLB-CAg 117 en el proto-
colo de seleccion puede tener como resultado la eliminacién de los fagos recombinantes que expresan los fragmentos
de inmunoglobulina dirigidos contra el dominio C2 del factor VIII. Se prepararon fagos recombinantes que expresan
el repertorio de inmunoglobulina especifico de IgG4 segin lo descrito en el ejemplo 3. Los fagos recombinantes se
incubaron inicialmente en micropocillos que contenian CLB-CAg 117 inmovilizado durante 2 horas en TBS enrique-
cido con 3% de HSA y 0,5% de Tween-20. La solucion del fago se retird y se transfirié a un segundo micropocillo
(también recubierto con CLB-CAg 117) que se habia preincubado con 1 pg/ml de la cadena ligera del factor VIII. Se
dejo que los fagos se unieran a la cadena ligera del factor VIII inmovilizada durante 2 horas a temperatura ambiente.
Los pocillos se lavaron intensamente, segtin lo descrito en el ejemplo 3, y el fago unido se eluy6 con trietilamina 100
mM (pH 12). El fago eluido se neutralizé mediante la adicién de Tris-HCl 1 M pH 7,4 y la solucidn resultante se
utilizé para infectar células E. coli TG1, segtin lo descrito en el ejemplo 3.

De forma alternativa, el factor VIII purificado (5 pg/ml en NaHCO; 50 mM (pH 9,6)) se inmoviliz6 en inmu-
notubos (Nunc, Life Technologies, Breda, Paises Bajos). En primer lugar, los fagos recombinantes diluidos en TBS
enriquecido con un 3% de HSA se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente en inmunotubos no recubiertos.
A continuacion, se retiré 1 ml de solucién de fago y se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente en inmunotubos
recubiertos con el factor VIII. Tras un lavado intenso (20 veces con TBS/0,1% de Tween-20 y 20 veces con TBS), el
fago unido se eluy6 con trietilamina 100 mM (pH 12) y se procesé segtin lo descrito anteriormente.

La segunda, tercera y cuarta rondas de cribado se realizaron siguiendo el protocolo de seleccidn descrito anterior-
mente. Tras la cuarta ronda de cribado, se recogieron 15 clones individuales y se analizé la unién del fago recombinante
a la cadena ligera del factor VIII y al dominio A3-C1. La cadena ligera del factor VIII se purificé segtn lo descrito
anteriormente. Se prepard una construccion que expresé el dominio A3-C1 recombinante, siguiendo badsicamente el
procedimiento descrito en publicaciones anteriores (Sawamoto y otros. 1998. Thrombosis and Haemostasis (Trombo-
sis y hemostasia) vol. 78, 62-68) y se expreso en células CHO. El anticuerpo monoclonal murino CLB-CAg 12 no
inhibitorio, dirigido contra el epitopo del dominio A3-C 1 del factor VIII, se inmovilizé en pocillos a una concentra-
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cién de 5 pg/ml en NaHCO; 50 mM (pH 9,5). Los pocillos se bloquearon durante 1 hora en TBS enriquecido con
3% de HSA. Posteriormente, los pocillos se incubaron con la cadena ligera del factor VIII (1 ug/ml) o con el dominio
A3-C1 recombinante (0,06 nM) en Tris HC1 50 mM (pH 7,4), NaCl 1 M, y 2% de HSA durante 2 horas a 37°C. Se
afiadieron cincuenta ul de solucién de fago y un volumen igual de TBS enriquecido con 1% de Tween-20 y 6% de
HSA alos pocillos que contenian la cadena ligera del factor VIII o el dominio A3-C1 inmovilizados. Para monitorizar
la unidn especifica del fago, los pocillos que no contenian la cadena ligera del factor VIII o el dominio A3-C1 se incu-
baron simultdneamente con la solucién de fago. El fago se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas y se agit6 a
intervalos regulares. Los pocillos se lavaron intensamente con TBS enriquecido con 0,1% de Tween-20. La presencia
del fago unido se monitorizé segtn lo descrito en el ejemplo 3. Los resultados del anélisis se muestran en la figura 8.
En el panel A, se representan 15 clones seleccionados en inmunotubos que contenian el factor VIIL. De los 15 clones
analizados, 1 clon (clon 20) no reaccioné con la cadena ligera del factor VIII ni con el dominio A3-C1 recombinante,
lo que sugiere que este clon no codifica para un fragmento de anticuerpo con especificidad por el dominio A3-C1 del
factor VIII. Tres clones (clones 17, 23 y 24) reaccionaron con la cadena ligera del factor VIII, pero no reaccionaron
con el dominio A3-C1 recombinante. Aparentemente, epitopo de estos fragmentos de anticuerpos recombinantes se
localiza en el dominio C2 del factor VIII. Los 11 clones restantes reaccionan tanto con la cadena ligera del factor VIII
como con el dominio A3-C1 recombinante. En el panel B, se representan 15 clones seleccionados en micropocillos
que contenfan CLB-CAg 117 y la cadena ligera del factor VIII. Los clones 31-45 interaccionan con la cadena ligera
del factor VIII (barras negras) y con el dominio A3-C1 recombinante (barras en tramas). Este andlisis muestra que el
fago derivado de los clones 31-45 codifica para fragmentos de anticuerpos que se unen especificamente al dominio
A3-Cl1 del factor VIII.

Estos resultados muestran que el protocolo descrito anteriormente resulta adecuado para la seleccion de fragmentos
de anticuerpos recombinantes que se unen especificamente al dominio A3-C1 del factor VIII. Utilizando los proce-
dimientos dados a conocer en este ejemplo, es posible aislar fagos recombinantes que codifiquen para fragmentos de
anticuerpos especificos para el dominio A3-C1 de otros pacientes que presenten inhibidores del factor VIII.

La secuencia de nucleétidos de los fragmentos de cadena pesada variables de 26 clones que reaccionaron espe-
cificamente con el dominio A3-C1 recombinante se determiné esencialmente segin lo descrito en el ejemplo 4. La
secuencia obtenida se alined con secuencias de la cadena pesada incluidas en la base de datos “V BASE” del MRC
Centre of Protein Engineering (Cambridge, Reino Unido). Los 26 clones analizados estaban codificados por cuatro
segmentos de genes VH distintos DP15, DP31 y DP49 y DP77. La secuencia de aminoécidos de los fragmentos de
cadena pesada variables de los clones B38, B18, B35 y B04 se recoge en la figura 9A. En las figuras 9B-E se presenta
la secuencia de nucleétidos de estos cuatro clones.

Ejemplo 9
Aislamiento y caracteristicas de los anticuerpos contra el factor VIII que se unen al dominio A2 del factor VIII
(No forma parte de la presente invencion, segtin las reivindicaciones)

Se ha localizado en el dominio A2 del factor VIII una regién inmunodominante que constituye un sitio de unién
para los inhibidores del factor VIII (Healey y otros. 1995, J. Biol. Chem. 270: 14505-14509). Hemos caracterizado
los anticuerpos contra el factor VIII presentes en el plasma de un paciente con hemofilia A leve y un inhibidor,
esencialmente segun lo descrito en el ejemplo 1. Los fragmentos de factor VIII recombinantes, correspondientes al
dominio A2, A3-C1-C2 y C2 del factor VIII, se marcaron metabSlicamente con [**S]-metionina y se utilizaron para
la deteccion de anticuerpos contra el factor VIII presentes en el plasma del paciente. Se observé reactividad con los
dominios A2 y A3-C1-C2 marcados metabdlicamente, mientras que se observé tinicamente una reactividad débil con
el dominio C2 marcado metabdlicamente (datos no mostrados). Para determinar la capacidad inhibidora tanto de los
anticuerpos contra A2 como los anticuerpos contra A3-C1-C2, realizamos experimentos de neutralizacién. El inhibidor
del factor VIII se diluy6 hasta alcanzar un valor final de 2 UB/ml y, posteriormente, se afiadieron cantidades crecientes
de A2 o A3-C1-C2 recombinante. La adicién del dominio A2 recombinante tuvo como resultado la neutralizacién
practicamente completa de los inhibidores del factor VIII presentes en el plasma del paciente. La adicién del A3-C1-
C2 recombinante s6lo neutralizé el inhibidor del factor VIII en cierto grado (<10%). Estos resultados muestran que la
mayor parte de los inhibidores del factor VIII estdn dirigidos contra el dominio A2 del factor VIII. Hemos evaluado
una subclase de los anticuerpos contra el factor VIII mediante un andlisis enzimatico de adsorcién. Ambos anticuerpos
contra A2 y contra A3-C1-C2 comprendieron forma predominante la subclase IgG4.

Se utilizaron los linfocitos de sangre periférica del paciente para construir una coleccién especifica de [gG4, segtin
lo descrito en el ejemplo 2. Se obtuvo una coleccién formada por 1.9 x 10° clones. Se prepar6 un fago recombinantes
que expresa el repertorio de inmunoglobulina especifico de IgG4 del paciente segin lo descrito en el ejemplo 3.
La seleccion de los fagos con capacidad de unién al dominio A2 del factor VIII se realizé siguiendo uno de los
procedimientos descritos a continuacion:

1. La cadena pesada del factor VIII purificada (10 pg/ml) se inmovilizé en inmunotubos (Nunc, Life Technolo-
gies, Breda, Paises Bajos) en NaHCO; 50 mM (pH 9,6). En primer lugar, los fagos recombinantes diluidos en TBS
enriquecido con un 3% de HSA se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente en inmunotubos no recubiertos.
El fago no unido se transfirié a un inmunotubo recubierto con el factor VIII. Tras un lavado intenso (20 veces con
TBS/0,1% Tween-20 y 20 veces con TBS), el fago unido se eluyé con trietilamina 100 mM (pH 12). El fago eluido se
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neutralizé mediante la adicién de Tris-HCl 1 M pH 7,4 y se utiliz6 para infectar células E. coli TG1, segtn lo descrito
en el ejemplo 3.

2. De forma alternativa, el anticuerpo monoclonal murino CLB-CAg 9, dirigido contra la secuencia de aminoécidos
713-740 del dominio A2 del factor VIII, se inmovilizé en pocillos a una concentracién de 5 ug/ml en NaHCO; 50
mM (pH 9,6). A continuacidn, se afiadié la cadena pesada del factor VIII purificada (1 ug/ml) y se dej6 que se uniese
a CLB-CAg 9. Inicialmente, el fago recombinante diluido en TBS con 3% de HSA y 0,5% de Tween 20 se incub6
en micropocillos que contenfan tnicamente CLB-CAg 9 inmovilizado. Tras 2 horas, el fago no unido se transfirié
a un micropocillo que contenia la cadena pesada del factor VIII inmovilizada. Se dej6 que el fago se uniera a la
cadena pesada del factor VIII durante 2 horas a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron intensamente (véase la
explicacion anteriormente) y, finalmente, el fago unido se eluy6 con trietilamina 100 mM (pH 12) y se procesé segtin
lo descrito anteriormente.

Tras cuatro rondas de seleccidn, se recogieron los clones individuales y se evalué la unién del fago recombi-
nante a la cadena pesada del factor VIII mediante un enzimoinmunoandlisis de adsorcién. El anticuerpo monoclonal
ESHS (American Diagnostica, Greenwich, CT, EE.UU.) se inmovilizé en pocillos a una concentracién de 5 pug/ml en
NaHCO; 50 mM (pH 9,6). A continuacion, se afiadi6 la cadena pesada del factor VIII (1 pug/ml) y se incub6 durante
2 horas a 37°C. Posteriormente, se afiadi6 el fago recombinante, diluido 1 a 1 en Tris-HC] 50 mM pH 7,4, NaCl 1
mM y 2% de HSA y se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente. La cantidad del fago recombinante unido
se determiné segun lo descrito en el ejemplo 3. Los resultados del andlisis se incluyen en la figura 10. Se analizaron
20 clones que se habian seleccionado en pocillos en los que se habia inmovilizado la cadena pesada del factor VIII
mediante CLB-CAg 9. Once de los 20 clones se unieron especificamente a la cadena pesada del factor VIII (figura
10A). Asimismo, se analizaron clones que se seleccionaron mediante la cadena pesada del factor VIII en inmunotubos.
Quince de los 20 clones se unieron especificamente a la cadena pesada del factor VIII (figura 10B). Estos resultados
muestran que el protocolo descrito anteriormente permite aislar los anticuerpos contra el factor VIII dirigidos contra
la cadena pesada (A1-A2) del factor VIII. Utilizando los procedimientos dados a conocer en este ejemplo, es posible
aislar los anticuerpos contra el factor VIII del repertorio de otros pacientes que presenten inhibidores del factor VIII
dirigidos contra el dominio A2.

La secuencia de nucledtidos de los fragmentos de cadena pesada variables de 26 clones que reaccionaron es-
pecificamente con la cadena pesada del factor VIII se determind esencialmente segiin lo descrito en el ejemplo 4.
La secuencia obtenida se alined con secuencias de la cadena pesada incluidas en la base de datos “V BASE” del
MRC Centre of Protein Engineering (Cambridge, Reino Unido). Los 26 clones analizados estaban codificados por
dos segmentos de genes VH distintos DP10 y DP47 (figura 11A). En las figuras 11B y C se incluyen la secuencia de
nucledtidos de la cadena pesada variable de estos clones.

Ejemplo 10

Los fragmentos de anticuerpos recombinantes especificos contra el factor VIII pueden neutralizar la actividad de los
inhibidores del factor VIII presentes en el plasma de pacientes con hemofilia A

En el ejemplo 7, hemos mostrado que scFv-EL14 y scFv-IT2 neutralizan la actividad inhibidora del anticuerpo
monoclonal murino CLB-CAg 117. Hemos investigado si scFv-EL14 también es capaz de neutralizar los inhibidores
del factor VIII presentes en el plasma de los pacientes con hemofilia A. Inicialmente, evaluamos el plasma del paciente
con hemofilia adquirida del que se habfan derivado los fragmentos de anticuerpos recombinantes. Segin lo descrito
en el ejemplo 1, el dominio C2 fue capaz de neutralizar el 20% del inhibidor del factor VIII presente en el plasma
del paciente (tabla III). El efecto de scFv-EL14 se evalué mediante un ensayo similar. Se diluy6 el plasma hasta un
volumen final de 2 UB/ml y se afiadieron cantidades crecientes de scFv-EL14. ScFv-EL14 fue capaz de neutralizar
aproximadamente el 20% de la actividad total del inhibidor del factor VIII presente en el plasma del paciente. Estos
resultados sugieren que el scFv dirigido contra el dominio C2 previene la unién de los anticuerpos inhibidores del
factor VIII que se unen al dominio C2 del factor VIII.

Seguidamente, evaluamos dos muestras de plasma procedentes de pacientes con hemofilia A congénita e inhibido-
res del factor VIII. La contribucién relativa del dominio C2 a la cantidad total del inhibidor del factor VIII para ambas
muestras se encontré comprendida entre el 40% y el 90%. Los experimentos de neutralizacién indican que la adicién
de concentraciones crecientes de scFv-EL14 conducen a una reduccién significativa de los niveles de inhibidor del
factor VIII presentes en el plasma de estos dos pacientes con hemofilia A congénita. Estos resultados confirman que
scFv-EL14 reduce la unién de los inhibidores del factor VIII humano al dominio C2. Nuestros descubrimientos reve-
lan que scFv-EL14 protege los sitios antigénicos que estan presentes en el dominio C2 del factor VIII. Esta propiedad
del scFv-EL14 se puede utilizar para evitar la unién de los inhibidores del factor VIII al dominio C2 del factor VIII
administrado a pacientes con hemofilia A que presentan un inhibidor. Se ha determinado firmemente que los inhibi-
dores del factor VIII reconocen con frecuencia varios epitopos que se han localizado en el dominio A2, A3 y C2 del
factor VIII. En este ejemplo, se describe la actividad neutralizante ejercida por el scFv-EL14 especifico del dominio
C2 sobre la actividad bioldgica de los inhibidores del factor VIIIL.

En los ejemplos 8 y 9, hemos dado a conocer procedimientos para la obtencién de anticuerpos recombinantes que
reaccionan especificamente con el dominio A3-C1 y la cadena pesada (A1-A2) del factor VIII. En este ejemplo, hemos
mostrado que los anticuerpos recombinantes dirigidos contra el dominio C2 del factor VIII son capaces de proteger
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los sitios antigénicos del factor VIII. De igual forma, se puede evaluar la capacidad de los anticuerpos contra A3-C1
y de los anticuerpos contra A2 descritos en los ejemplos 8 y 9 para competir con los inhibidores del factor VIII por la
unién al factor VIII. Los anticuerpos contra A3-C1 y contra A1-A2 dados a conocer en la presente invencion también
se pueden utilizar para el tratamiento de pacientes que presenten inhibidores que reaccionen con el dominio A3-Cl1
y/o con el dominio A1-A2. Tabla I: Secuencias de nucleétidos de clones que expresan los anticuerpos recombinantes
con especificidad por la cadena ligera del factor VIII. Basandose en la secuencia de nucleétidos, 55 de los 60 clones
analizados podrian ordenarse segiin se muestra a continuaciéon. En la primera columna, los clones con la misma se-
cuencia de nucledtidos se ordenan en cuatro grupos. El nimero de clones correspondientes este grupo se indica entre
paréntesis. Los clones ELS, EL25 y IT2 estdn relacionados, segun se indica en la figura 4B. En la segunda columna,
se muestra la familia de cadena pesada a la que pertenecen estos clones. Todos los clones analizados pertenecen a
la familia VH1. En la tercera columna, se muestra el segmento de estirpe bacteriana. Los clones ELS5, E125 y IT2
pertenecen al segmento de estirpe bacteriana DP-14, mientras que el clon EL14 pertenece a la secuencia de estirpe
bacteriana DP-10. En la cuarta columna, se muestra el nimero de mutaciones de los distintos clones. El primer nimero
corresponde al niimero de mutaciones de nucleétidos, mientras que el segundo corresponde al niimero de cambios de
aminodcidos. La secuencia se compararon con las secuencias de nucledtidos y de aminoécidos de los segmentos de
estirpe bacteriana indicados en la tabla.

Clon Familia VH Segmentc de estirpe Mutaciones
bacteriana

ELS (3) VH1 bP-14 20/12

EL14 (14) VH1 DP-10 18/12

EL25 (5) VH1 DP-14 19/11

IT2 {33) VH1 DP-14 20/13
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REIVINDICACIONES
1. Polipéptido, que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de EL-14 o IT-2 representadas en
la figura 4A, siendo dicho polipéptido capaz de neutralizar la actividad inhibidora de los anticuerpos inhibidores del
factor VIII, sin interferir con la actividad procoagulante del factor VIII.
2. Polipéptido, segtn la reivindicacién 1, en el que dicho polipéptido es un fragmento Fv de cadena sencilla.

3. Polipéptido, segtn la reivindicacién 1 6 2, en el que dicho polipéptido es un anticuerpo.

4. Polipéptido, segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicho polipéptido se une especificamente a
la cadena ligera del factor VIII.

5. Polipéptido, segtin la reivindicacion 4, en el que dicho polipéptido se une especificamente a una region de la
cadena ligera del factor VIII consistente en el dominio A3, en el dominio C1 y en el dominio C2 del factor VIIIL.

6. Composicién farmacéutica para el tratamiento de la inhibicién del factor VIII en un humano, que comprende un
polipéptido, segin cualquiera de las reivindicaciones 1-5, junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

7. Composicion farmacéutica, segin la reivindicacion 6, que ademads contiene factor VIII.

8. Utilizacién de un polipéptido, segin cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la fabricacién de una composicién
farmacéutica para el tratamiento de la inhibicién del factor VIII en un humano.

9. Polinucledtido en forma sustancialmente aislada, que codifica para un polipéptido, segiin cualquiera de las
reivindicaciones 1-5.

10. Procedimiento para la produccién de un polipéptido recombinante, que comprende la preparacién de un poli-
nucledtido que codifica para dicho polipéptido, la preparacién de un vector recombinante que contiene dicho polinu-
cleétido unido de forma funcional a una secuencia de control capaz de promover la expresién del polinucleétido por
parte de una célula huésped, la transformacion de una célula huésped mediante dicho vector recombinante, el cultivo
de dicha célula huésped en condiciones que promuevan la expresion del polinucleétido, en el que dicho polinucledtido
codifica para un polipéptido, segiin una de las reivindicaciones 1-5.

11. Procedimiento, segtn la reivindicacién 10, que ademds comprende el aislamiento del polipéptido producido.

12. Procedimiento para obtener un fragmento de anticuerpo recombinante especifico contra el factor VIII adecuado
para su utilizacion en el tratamiento de pacientes que presenten anticuerpos inhibidores dirigidos contra el factor VIII,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a) obtencion de un fragmento de anticuerpo especifico contra el factor VIII dirigido contra el factor VIII;

b) seleccién de un fragmento de anticuerpo capaz de competir con la unién al factor VIII de un anticuerpo mono-
clonal inhibidor del factor VIII; y

¢) seleccion de un fragmento de anticuerpo cuya unidn al factor VIII no interfiera con la actividad procoagulante
del factor VIIL.
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-Gin: -Valy :Gin: —Lleu~ -Leus {Glnl :—Sef-‘i ‘rAIa~ :Alag {Aspl ;Vakl rtyss rlyss —PIO—-‘ _—Gly~; —Ala“ ~Ser-

CAGGTGCAGC TGTTGCAGTC TGCAGCTGAC GTGAAGAAGC CTGGGGCCTC 50
GTCCACGTCG ACAACGTCAG ACGTCGACTG CACTTCTTCG GACCCCGGAG

-Val- rlys; Val -Ser- ’Cysl (Thr-.: ,—-Ata—: -Ser; rGIy? ‘—Tyr-— ‘—Ile? {Phe: :-Thr,. ,Ser] I.Tyr7 -ASDy .,lle

AGTGAAGGTC TCCTGTACGG CTTCTGGATA CATCTTCACC AGTTATGATA 100
TCACTTCCAG AGGACATGCC GAAGACCTAT GTAGAAGTGG TCAATACTAT

TCAACTGGGT GCGACAGGCC ACTGGACAARG GGCTTGAGTG GATGGGATGG 150
AGTTGACCCA CGCTGTCCGG TGACCTGTTC CCGAACTCAC CTACCCTACC

Asn: Trpy —Vai— -Args (Gla- -Ala, ;-Thh‘ Glyy ¢Gln- ~Gly— -Leuy Ghw ,—-Trp—-: Met: (Gly, (Trp-

-Met- (Asny (Pro; —Asn— Ser. -Gy, —Asn—~ Al Glyy Phe;  -Ala- [Gln;. Lyss —Phe- rLys) sGlyr -Arg-

ATGAATCCTA ACAGTGGTAA CGCAGGCTTT GCACAGAAGT TTAAGGGCAG 200
TACTTAGGAT TGTCACCATT GCGTCCGAAA CGTGTCTTCA AATTCCCGTC

. teu ;»Thr] ews  -This ;Argxi RSPy !—Thrj ‘rSer-..i—ThrI ’—Serm! =-Thr1‘ rAlay rTyr] i-Mel] rGllh_‘ rLeu] .Ng

ACTCACCTTG ACCAGGGACA CTTCCACAAG CACAGCCTAC ATGGAGCTGA 250
TGAGTGGAAC TGGTCCCTGT GAAGGTGTTC GTGTCGGATG TACCTCGACT

GGAGACTGGA ATCTGAGGAC ACGGCCGTGT ATTACTGTGC GAGATGTGAC 300
CCTCTGACCT TAGACTCCTG TGCCGGCACA TAATGACACG CTCTACACTG

Afgy cLeus ~Gly— -Seh. rGtm ;Asp,_ «Thry ',Aiai Vah ’-Tylj ‘»qu Cys) —Ala— i-Arm [Cys‘ AP

-Thr- :Thi- cLeuy ~Leu~ -le- (Tipy ~Phe— -Gly= -Pros -Alas  -Pro; (Tyr- -Tyr- —Asp— (Sers -Trp, ~Gly-
X . . [ | : . H : H [ : !

ACCACACTCT TAATCTGGTT CGGGCCCGCC CCCTACTATG ACTCCTGGGG 350
TGGTGTGAGA ATTAGACCAA GCCCGGGCGG GGGATGATAC TGAGGACCCC

~ -Gln- Glyy (Th-  Leu -Vak

CCAGGGAACT CTAGTC 400
GGTCCCTTGA GATCAG

Figura 9B
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:Gine Vala -GIn: —Leun (Vak (Gin- —Set— Glyy Giys rGly-  Lew (Vah -Gin- —Pro— Glys ;lysy rSer

CAGGTGCAAC TGGTGCAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGCAAGTC 50
GTCCACGTTG ACCACGTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTCG GACCGTTCAG

. leu -Argy ey (Ser. LCys, -Ala, —Ala— ?se". Gly- ~Phe— ‘-Thn -Phe: ~Giy~ Aspy -Tyrs Al lle-

CCTGAGACTC TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACATTTGGC GATTATGCCA 100
GGACTCTGAG AGGACACGTC GGAGACCTAA GTGTAAACCG CTAATACGGT

TACACTGGGT CCGGCAAGCT CCAGGGGAGG GCCTGGAGTG GGTCTCAGGT 150
ATGTGACCCA GGCCGTTCGA GGTCCCCTCC CGGACCTCAC CCAGAGTCCA

-Hns} Trp~ ~Vab- (Arg. -Glns -A1a: -Ptov (Gly- Glu: —Gly— :lev. -Gl —Tmp— -Val, (Sers Gly,

-val- - Th- Trp-. —Ser-- Gly Thl ;—Thr— —neﬁ Gny~ Phe -A'a': Asp Sev —-Va&-— -Lyss rG'Y rAg-

GTTACTTGGA GTGGTACTAC TATAGGCTTT GCGGACTCTG TGAAGGGCCG 200
CAATGAACCT CACCATGATG ATATCCGAAA CGCCTGAGAC ACTTCCCGGC

. Phe, ;-Thr~g fhen _rSer-. -Argy Aspy ;—Asn— {Ala:. (Lys fAan {Ser] rLew ;Tyh_ ;'Lelh: Ty :Mehi Asn
ATTCACCATC TCCAGAGACA ACGCCAAGAA TTCCCTGTAT CTGTACATGA 250
TAAGTGGTAG AGGTCTCTGT TGCGGTTCTT AAGGGACATA GACATGTACT

I-Ser«‘ Leu: —Afg— —Alm Glu Asph cThiy Ala, Leuy ~Tyr—. nyr Cys, -Ala-« Lem rPro] rTyr

ACAGTCTGAG AGCTGAAGAC ACGGCCTTGT ATTATTGTGC CTTACCATAT 300
TGTCAGACTC TCGACTTCTG TGCCGGAACA TAATAACACG GAATGGTATA

—lle- -Asn. Ser~ —Ser— LAsm Tyt —Arg—~ -Arg: Gly- rVar -Ala, rAlay -Phe. —Asp— ~lle~ -Trp- -~Gly~

ATCAACTCGT CCAACTACAG AAGAGGGGTC GCTGCCTTCG ATATCTGGGG 350
TAGTTGAGCA GGTTGATGTC TTCTCCCCAG CGACGGAAGC TATAGACCCC

Gin- Gy, (Thi- Met. -Val- Thv —Val~ -Ser, -Set;

CCAAGGGACA ATGGTCACCG TGTCGAGT 400
GGTTCCCTGT TACCAGTGGC ACAGCTCA

Figura 9C
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-Gluy Vah (Gln: ~leu—- -Vah ‘~Glu~ ~Ser— (Glys Glys lﬁly-: tew rVal -Gln? ;—plo—-} rGly; Argy ~Ser-

GAGGTGCAGC TGGTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGAGGTC 50
CTCCACGTCG ACCACCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTCG GACCCTCCAG

- heus Arg: lew rSeh. !Cys‘ 'rVal: :,-Asp—; -Ser- Gly} :—Leuﬂ; I—Tm] :.Phe, ,—Ser} ,-Ser] Tyr- -GIy-» .Me(

CCTGAGACTC TCCTGTGTAG ACTCTGGACT CACCTTCAGT AGTTATGGCA 100
GGACTCTGAG AGGACACATC TGAGACCTGA GTGGAAGTCA TCAATACCGT

-Hisa :Ttp- =Val— -Arg: -Glm -Ala-  -Pro- -Gly= -Alas —Gly— rLewy Gl ~Tip— Val: -Alay Vak

TGCACTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGCGCGG GGCTGGAGTG GGTGGCCGTT 150
ACGTGACCCA GGCGGTCCGA GGTCCGCGCC CCGACCTCAC CCACCGGCAA

-le~ -Sery -Tyr- —Asp— Gly- -Asm —Asp— rlys. ~Tyry -Tyf': rAla\ Aspy -Set; —Val— ;Lys: Glyy ~Arg-

ATTTCATACG ACGGAAATGA TAAATATTAT GCAGACTCCG TGAAGGGCCG 200
TAAAGTATGC TGCCTTTACT ATTTATAATA CGTCTGAGGC ACTTCCCGGC

Phey -Alay -lie-  Ser Argy Aspy —Asn— Al rlys, At CThey glew Ty ety (Gl Mey Asn

ATTCGCCATC TCCAGAGACA ATGCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA 250
TRAGCGGTAG AGGTCTCTGT TACGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT

— fSer: :rLeu} __-—-Thr—I ~e- ,-Glu,I (Asp) ',Thn. rAla? Naﬁ ‘—-Tyr—l rTY\‘] [Cysg !—Ala—j fLys] ;Aspl Lew

ACAGCCTGAC AATAGAGGAC ACGGCTGTCT ATTATTGTGC GAAAGATCTC 300
TGTCGGACTG TTATCTCCTG TGCCGACAGA TAATAACACG CTTTCTAGAG

~lie= rGIu\‘ :,Sev? ~Ash— -lie~ -Alay T—Gkh Alan TLeu\ Tmon :-GIh_ rGln: :(;"": !--Thr—I {Leu\: ;Val— ~The-
ATAGAATCAA ATATTGCGGA GGCCCTCTGG GGCCAGGGAA CCCTGGTCAC 350
TATCTTAGTT TATAACGCCT CCGGGAGACC CCGGTCCCTT GGGACCAGTG

Valy -Ser; -Ser

CGTGTCGAGT 400
GCACAGCTCA

Figura 9D
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:Glu~f ;Vah: trGln] rleu— .-Vah; :-Lys1 !——Ser-ql l—Gly-! .—Glu\: IrGly~: Lew I-vaI7 ;Lys«‘ !—Proj ;-Glyi ,:—Glya: rSer-
GAGGTGCAGC TGGTGAAGTC TGGGGAAGGC CTGGTCAAGC CTGGGGGGTC 50
CTCCACGTCG ACCACTTCAG ACCCCTTCCG GACCAGTTCG GACCCCCCAG

. cleu rArgy ,-Leu.E -Sery, ‘,Cys‘ -Alay —Ala— I»Sev‘ ,—G|y1 ~Phe— 'rThH' ;Phe' Ay -Argy I—Tyr: (Asp. lle-
CCTGAGACTC TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTCAGG AGATATGATA 100
GGACTCTGAG AGGACACGTC GGAGACCTAA GTGGAAGTCC TCTATACTAT

o ;Hls} :Trm f—VaE :Arg1 [GIn~ {Thl] -Pro~ rGly~: Lys ~Gly— I-Leu-; -Glus ~Tip— '-Vah! :Ser-: ;»Ser-:
TCCACTGGGT CCGCCAGACT CCAGGGAAGG GCCTGGAGTG GGTCTCATCC 150
AGGTGACCCA GGCGGTCTGA GGTCCCTTCC CGGACCTCAC CCAGAGTAGG

rile- -Ser ;Ser-. .—Gly—- E'G’Yw’ Asmy ‘—Tyf-—; lle~ Aspy FTY'? -Alay Asp; (Ser: :-Val-—l -Lys, :-Gly~= -Ag-
ATCAGTAGTG GTGGTAATTA CATAGACTAC GCAGACTCTG TGAAGGGCCG 200
TAGTCATCAC CACCATTAAT GTATCTGATG CGTCTGAGAC ACTTCCCGGC

. Phe. :;vThrnl I—Ne—l 5~Se:-¢ ;A:g;’ .:Asp,. :—Asnn‘ rmaﬁ: :i«sml f—Asn-‘ :—Val“ rVal-! !rTyf\_ IfLeu] {Gln] rMell f\sn
ATTCACCATC TCCAGAGACA ACGCCAACAA TGTTGTCTAT CTACAAATGA 250
TAAGTGGTAG AGGTCTCTGT TGCGGTTGTT ACAACAGATA GATGTTTACT

—_ ;Ser] fLeu‘ {—Arg—: .rAla~.: [Glu‘! [Aso-, !-Meh rA‘a-! rVah ."TV'—I iPhe; iCys I—Aia—-‘ [An;] ,Asol fGlyw‘
ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ATGGCTGTCT ATTTCTGTGC GAGAGATGGG 300
TGTCGGACTC TCGGCTCCTG TACCGACAGA TAAAGACACG CTCTCTACCC

-Thi- ~lle= Phe. —Giy— -Ser. rAlay —Ala— (Thr. T Ay -Alay sPhé. Aspr (—lle— Tpy Gly, -Ang-
ACGATTTTTG GATCGGCGGC GACCTGGCGG GCTTTTGATA TCTGGGGCCG 350
TGCTAAAAAC CTAGCCGCCG CTGGACCGCC CGAAAACTAT AGACCCCGGC

. -Gly; -The- Met. -Vak ;They ;V'alql ~Ser— -Ser,

GGGGACAATG GTCACCGTGT CGAGT 400
CCCCTGTTAC CAGTGGCACA GCTCA

Figura SE
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(GIn, Val, ;Gln. ~Leu— ;Vah .Giny (~Ser—; Gly; Aldy :Glyy  Vah -Lyss clysy ~Pro- (Gly; ;Ser, -Ser-

CAGGTGCAGC TGGTGCAGTC TGGGGCTGAG GTGAAGAAGC CTGGGTCCTC 50
GTCCACGTCG ACCACGTCAG ACCCCGACTC CACTTCTTCG GACCCAGGAG

. Vak rlysy rVah Ser, {Cys: Lysl --Alg— Ser Gly1 f—GIyq ;-Thrz -Phe: Sev ,»SevE -H|s1’ s Ala- e
GGTGAAGGTC TCCTGCAAGG CTTCTGGAGG CACCTTCAGC AGTCATGCTA 100
CCACTTCCAG AGGACGTTCC GAAGACCTCC GTGGAAGTCG TCAGTACGAT

-Sen TrpI ~Val-- ;Arg; Gln rAla- -Pro, -Gly- Glm -Gih ey 1Glu- —Trp—-. Met- —Gly-, :AsD:

TCAGCTGGGT GCGACAGGCC CCTGGACAAG GGCTTGAGTG GATGGGAGAC 150
AGTCGACCCA CGCTGTCCGG GGACCTGTTC CCGAACTCAC CTACCCTCTG

~lie- -lie- ;-Pro-: ;——Ile—- rLeuy :Glyy :—-Thr—' Giyy :Asn? :—Tyr-! Alay (Gim rbys: ."Phe'i ’,GIn-. -Gly, rArg-
ATCATCCCTA TCCTTGGTAC AGGAAACTAC GCACAGAAGT TCCAGGGCAG 200
TAGTAGGGAT AGGAACCATG TCCTTTGATG CGTGTCTTCA AGGTCCCGTC

. Vak T e Tm rAldy (Aspy -Gl rSery <Thry [~Ser— They A3y -Tyry Mety rGll.h clew Se«
AGTCACGATT ACCGCGGACG AGTCCACGAG CACAGCCTAC ATGGAGCTGA 250
TCAGTGCTAA TGGCGCCTGC TCAGGTGCTC GTGTCGGATG TACCTCGACT

— rThry jLew .—»Thr-; .,Seh: ;Glu-! !Aso, ?Th"i sAlan ;-Vai.! ,——-Tyv—f [Tyﬁ iCys.: ;—Glu-~: iLew ~Aso.. ‘rTrpv!
GCACCCTGAC ATCTGAGGAC ACGGCCGTGT ATTACTGTGA ACTTGACTGG 300
CGTGGGACTG TAGACTCCTG TGCCGGCACA TAATGACACT TGARCTGACC

Phe Tyt -le~ ~Tp— Gly -Gln. Gly— -Thea -Mel, Val- -Thiy :-VaF: -Sery —-Ser—

TTCTATATCT GGGGCCAAGG GACAATGGTC ACCGTGTCGA GT 350
AAGATATAGA CCCCGGTTCC CTGTTACCAG TGGCACAGCT CA

Figura11B
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,Glu] rV3'1_ {GIn-! —tev- ;Vah [Glu-; —-Sef-: -Gy :Glyy (Asp Lew ‘-Val~.. fGlnf [—Pro—' rGIy? rGIY\l T-Sey-

GAGGTGCAGC TGGTGGAGTC TGGGGGAGAC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC 50
CTCCACGTCG ACCACCTCAG ACCCCCTCTG AACCATGTCG GACCCCCCAG

Leu, :Arg, Leu I—Ser,: _nys] ;Ala: ~Ala—, '-Sevf -Glyi —Phe—] 5Thr? ,Phe: ,Ser: ;-Asn] :Phe.a rAla1 Met

CCTGAGACTC TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AACTTTGCCA 100
GGACTCTGAG AGGACACGTC GGAGACCTAA GTGGAAATCG TTGAARACGGT

— ‘,Ser\l rrrp«' !—Val~ -AIgy rGln] Ala Pro- Gly- rLysy —Gly— dew Gl :—-Trt)—-’ Vah ~Al3y rAlan
TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT CCCGGGAAGG GGCTGGAGTG GGTCGCGGCT 150
ACTCGACCCA GGCGGTCCGA GGGCCCTTCC CCGACCTCAC CCAGCGCCGA

~lle+ ,Gly-: jGlv» ~Arg— -Sefr rGly: —Thr— Thiy -Phe Ty -Ala) Asp :Sen va (bys; (Gly; ~Ag-
ATTGGCGGTA GAAGTGGTAC CACATTCTAC GCGGACTCCG TGAAGGGCCG 200
TAACCGCCAT CTTCACCATG GTGTAAGATG CGCCTGAGGC ACTTCCCGGC

Y iPhey (Thiy rlies -Serp (Argy Asp -Asn— iSery lys :—Asn-l rThr} rVah :rTyr] fLeu’ Gl ;Mel] Asn
GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACGGTCTAT CTGGAAATGA 250
CAAGTGGTAG AGGTCTCTGT TAAGGTTCTT GTGCCAGATA GACCTTTACT

— :Sen lev) —Ag— rAlay (Gl (Aspy (Thiy cAlay -lles ~Tyr— Ty (Cysy Al [LY&y Argy (Gly,
ACAGTCTGAG AGCCGAGGAC ACAGCCATTT ATTACTGTGC GAAAAGAGGG 300
TGTCAGACTC TCGGCTCCTG TGTCGGTAAA TAATGACACG CTTTTCTCCC

Argy (Gly, _,Gly-: ~Vyr— Lyss l—Tyr] ~Tyt— Glyy rMel., Aspy Vak (Trp] Gly- !-GInj !0ij ,Tm,_ Thr-
CGCGGGGGGT ATAAGTATTA TGGGATGGAC GTCTGGGGCC AGGGGACCAC 350
GCGCCCCCCA TATTCATAAT ACCCTACCTG CAGACCCCGG TCCCCTGGTG

Valy ;Thry (Val-  -Sery (Ser:

GGTCACCGTG TCGAGT 400
CCAGTGGCAC AGCTCA

Figura 11C
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