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Castillo Grau & Associates
Law Offices
P.O. Box 251473
Bogotd, Colombia

FOR PATENTS AND TRADEMARKS IN

COLOMBIA

PODER GENERAL

(1) GLENMARK PHARMACEUTICALS S.A.

domiciliado en (2) Chemin di la Combeta 5, CH-
2300 La Chaux-De-Fonds-Suiza :

nombra al Dr. German Castillo Grau y/-J Adriana

Castillo Gibsone y/o Luis Felipe Castillo Gibsone

con oficinas en la Carrera 13 Mo. 37-13, Piso 12
en Bogotd, D.C., Ccdlombia vcomo sus
représentantes con poder especial amplio y
suficiente, para recabar de las oficinas y
autoridades  Colombianas,  adminislrativas,
judiciales o de policla, en primera o segunda
instancia, la Obtencidn de Patentes de
Invencion, Registro de Marcas, de Disefios
Industriales, d& MNombres y  Ensefas
Comerciales, lo  mismo  que  traspasos,
evtensionas, renovacionas, cambios de nombre
y domicilio, reqgistro diz licencias de explotacion y
registro de licencias de uso referentes a tales
actuacionas, a cuyo afectd les faculta para dar
ante  dichas  autoridades  lodos  los  pasos
necesarios al objzto indicadn, elevar salicitudes,
formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, apelacionzs v reclamos, solicitar
la aplicacion de medidas cautelares, aceptar en
nuestro nombre y representacion la Cesién de
derechos dz invencion y de patente de invencion
que se nos haga por cualquier persona, abonar
todga" oz impuestos  cutas vy pagns
det‘fmmd s por la ey, recibir todos los
ﬂc@_p o.-;bf@‘ valores dando & descargo
TESpHEs vo‘*jm cualesquiera otros requisitos,
dESIstII‘ ‘kb'm fin todas las medidas que

&1 Gl ﬂlﬁ‘;ﬁi R}, 3l resguardoe de nuestros
mte 335 Y & k‘*‘ esentarse oposicionss

o demandantes o
adad .14»‘1 n} todas las demnas
'cldlen. &ptsarias. Esle  poder
s facultades de recibir,

“'@

]
g

] prometer, sustituir, revocar
sustith ir nolificaciones y nombrar
apodera tales o axtra-judiciales

Darlo Y firrmads | =) (4)
Cj udad d- M:zhwah. Pa] =) d(—

Firma/Signatur: By:

£

POWER OF ATTORNEY
(1) GLENMARK PHARMACEUTICALS S.A.

domicilzd in (2) Chamin de la Combeta 5, CH-
2300 La Chaux-De-Fonds-Switzeriand

hereby appoint Dr. Germian Castillo Grau and/or
Adriana Caslillo-Gibsone and/or Luis Felipe
Castillo-Gibsone

with offices at Carrera 13 Ho. 37-43, 12" Floor in
Bogotd, Colombia as our representatives with
special ample and sufficient power to obtain from
the offices and Colombian  authorities,
administrative, judicial and police, in first or in
second  instance, Patents  of  Invention,
registration of Trade or Sarvice Marks, Industrial
Designs, of Commercial Nanmes and Ensigns, as
wall as  assignments, extensions, renewals,
changes of names and addresses, registration of
licencas of exploitation and licences of use
refarring to said actions who are empowerad to
take before said authorities all of the necessary
steps  for the purposes  indicaled, o file
applications, o formulate  descriptions,
corrections, protests, declarations, appeals and
claims, apply for precautionary measures, to
accept on our behall and representation the
assignrnent of rights on invention and titles of
invention that may be given to us by any person,
to pay all taxes, quotas and payments
prescribed by law, to receive all the documents
and  proceeds giving  the  respective
acquiescence or receipt, W fulfill any other
requisites to desist and take in fact any other
measures that may e desmed conductive to the
safeguard of our interests, and in case
oppogitions are presenled to intervens as
plaintiff or defendant, with all necessary legal
faculties. This powsr includzs the fasulties to
receive, dasist, compromise, transact, substitute
it in all or in part, to revoke subslitutions, o
receive nolifications and to appoint judicial or
axtra-judicial atlorneys.

vz and signed in 4
.Léf.ﬁ/.l ....... g ' “’.“"'/. '-—'(:.&‘:.’.\.?27/"-«/
witedbe o fles2 Terset o tnded Shofe ..{1//]/&0/

NEIIT&IE‘/Z f;",'_"l,‘l_ﬂ‘ E ./ oA [ X f.\ C' .
Title: Dovaiadar D("’ {nt '.“,( o I,A&.Q P)"D lfub'v'l’ v

Corporata Seal to be Afficed e

Director de PLUP] edad Inielectual GlenmARkPHARMCEUﬂCALSSA

{WAG43 662201900000 11 336, IKC #0212 862201550

Chamin de la Combuata 5

CH-2300 La Chaux-de-Fonds
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STATE OF NEW JERSEY,
COUNTY OF BERGEN! SS.: -

(the same being an office of Record of the aforesaid County,
having by law a seal) )

DO HEREBY CERTIFY, That, Jzonifer E. Byrne , ,
whose name is Subscribed to the attached ceriificatz of acknowledgeraznt, prool or affidavit, was ai the time of iaking said
~cknowledgement, proof or affidavil, a HOTAY PUBLIC, duly covmmizsionsd and sworn and rzsiding in caid Siatz, and waz, as such
IOTAPRY PUBLIC, an sificer of caid Statz duly authorized by the lawe thereof to tak2 and ceniify the 2ame, a> wall a2 to tak 2 and cantify
the proof and acknowlidgemeni of d:zeds for the conveyance of land, tenenmiznis or hereditamenis, and other instrurents in writing o be
recoided i Caid State, and that the said acknowledgzment io July sxecutzd and aken cccording o the laws of 5aid State, and that | am

well acquainted with his/her handwriting and vavily bzlizve the cignaturz 1o the autachad ceriificate i his/her genuine cignature,
And T do further o2nify tha the imprsseion of the 22al of such HOTARY PUBLIC iz noi requirzd by the lawe ofihic State o bz

J filed in my office.

4]

IN WITNESS WHEREOF, 1 have herewito cet iy hand and affi<2d my official 2zal this

27th dayflr June AD,20_07
[M/ A") W ‘ Clerk

Deputy -

1, Kathleen A. Donovan, Clerk of the County of Bergen
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ECLARACION NOTARIAL

(Individual)
Alos .1 9ias del mes de Junie | de o007
comparecid personalmente ants mi, Noltaric
Publico ella sefor(a)  Sean. E.. Ryder, Esq.

A quien(es) doy fé de conocer y me cansta que

&s(son) la(s) persona(s) descrita(s) v firmante(s)

del documento que precede, declarando antz mi

que otorga(n) & mismo para los fines y
propositos que en &l se evprasan.

El Notario Piblico

R R

(Soriedades)

El infrascrito Notario certifica: que la firma qua
antecede y dice ...
es al.ltentlca, que el signatarin desempefia =l

cargo de

Divector

de GLENMARK PHARMACEUTICALS S.A.

que tiene facullad para otorgar aste poder;

¥ que dicha compaiila estd domiciliada en

Chemin de la Combssta 5, CH-2300 La Chaus-
De-Fonds, Suiza

-"04

g,%dmu‘ﬂ@;tr:?r spectivos y

El Notario Publico

(Con Apastilla)

{WAMGA201990-co\O 114 1556, 00C #0-42562201990-000* |

NOTARIAL CERTIFICATE
(Individuals)

On tlus.’.?..day ol’..‘../.!..'l?f‘.’ ........ of .2007.................
pnr«onally appf-ar«;ed before me, a Notary Pubilic,
AR tx sl L”.z..‘“. 3 ‘15’2
[
lo me known, and known lo me be the person(s)
described in and who executed the foragoing
document, and he(they) duly acknowlzdged to
me that he(they) evecuted same for the uses
and purposes therein expressad.

Notary Public

(Corporations)

The undarsigned Notary Public certifies: that

The precesding signatura reading ...,
\'Q(UKEPLIJH' ....... ES i,
is authantic; that the signor at presc,n fills the

post of

Diacton of dntelleten () zptale (J
of GLENMARK PHARMACEUTICALS S.A.

and that he/she is =mpowersd to grant this
powaer;

and that said company is domiciled in

Chemin de la Combeta 5, CH-2300
De-Fonds, Switzerland

1} La Chauwe-

and actually exists and is organized in

accordance with the laws of Switerland

All the foregoing facts are Enown to the Notary
due to his/her having evamined the respective
documents to which he/she, the Motary, attests.

Granted and su' e in. l. u\ \[Y\Jnu n'l\
(.C‘“Lvn‘w. o h/ eﬁ':uj [\{,,.'—‘MH
ik

_bf\l\lr! “ﬂ(j Ao cle

Notary Public

(With Apostille)

JENNIFER E. BYRNE
Notary Public of New Jersey
My Commission Expires July 7, 2009



ANTICUERPOS HUMANIZADOS ESPECIFICOS PARA EL FACTOR VON
WILLEBRAND
CAMPO DE LA INVENCION

La presente revelacion hace referencia en general a anticuerpos
humanizados o fragmentos de union de los mismos especificos para el factor von
Willebrand. En forma mas especifica, la revelacidn hace referencia en general a
anticuerpos humanizados o fragmentos de union de los mismos especificos para
el factor von Willebrand, que incluyen aquellos que comprenden CDR
carrespondientes a las CDR presentes en el anticuerpo murino NMC-4.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La regulacidn de la adhesion plaguetaria a sitios de lesion vascular implica
la interaccion bien orquestada de diversas proteinas y desempena un papel
importante en la hemostasis y la trombosis. Una de tales proteinas que contribuye
a la adhesiéon plaquetaria es el Factor von Willebrand (VWF), una glicoproteina
multimérica de gran tamano presente en el plasma sanguineo. Se presume que el
VWEF interacttia con el receptor plaquetario GPIh-o a través de su dominio A1
promoviendo asi el rodamiento y adhesion plaquetarios (Moake et al. (1986) J.
Clin. Invest. 78:1456-G1). Luego del rodamiento y adhesidn plaguetarios, puede
formarse un tapén plagquetario/de fibrina que produce la cesacién del sangrado.
Sin embargo, una respuesta plaquetaria y/o de coagulacion excesiva puede dar
lugar a condicienes trombéticas patolégicas.

Dado que las terapias actuales dirigidas a la inhibicién de la activacién
plaquetaria (por gj., GPIIkla, receptor de ADP, antagonistas de ciclo-oxigenasa o
fosfodiesterasa) o de la coagulacién (por &), inhibidores de trombina y del factor
Xa) estan asociadas con complicaciones hemaorragicas, existe una necasidad de
desarrollar agentes capaces de inhibir =n forma sustancial la trombosis sin alterard
significativamente la hemostasis.

SINTESIS DE LA INVENCION

La presente revelacidn hace refersncia en gesneral a  anticuerpos
humanizados o fragmentos de unién de los mismos especificos para el factor von
Willebrand (VWF), a métodos para su preparacion y uso, que incluyen métodos
para tratar enfermedades o trastornes mediados por VWF. Los anticusrpos

humanizadaes o fragmantos de unidn de los mismos especificos para VWF humano



pueden comprender regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de
un anticuerpo no humano (por ¢j., CDR de ratén) y regiones de entramado
humanas.

La presente revelacion provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo especifico para VWF que comprende una secuencia de region
variable de cadena pesada como la expuesta en la SEC [D NO: 19 y una
secuencia de regién variable de cadena liviana como la expuesta en la SEC ID
NO: 28.

La presente revelacién jprovee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unidn del mismo especifico para VWF que comprends una secuencia de cadena
pesada como la expuesta en la SEC ID NO: 237 y una secuencia de cadena
liviana como la expuesta en la SEC ID NO: 238.

La presente revelacion provee un anticuerpo humanizade o fragmento de
union del mismo especifico para VWF que comprende (a) regiones determinantes
de complementariedad (CDR) de cadena pesada y liviana correspondientes a las
CDR presentes en las regiones variables de cadena pesada y liviana del
anticuerpo murine NMC-4 (SEC ID NO: 1y 2, respectivamente); y (b una region
de entramado de cadena pesada correspondiente a la regiéon de entramado
presents en la regidn variable de anticuerpos humanos derivados de VH 4-59, tal
como el anticusrpo AAC18165.1 (SEC ID NO: 4) y/o una region de entramado de
cadena liviana correspondiente a la regidn de entramado presents en la regién
variable del anticusrpo humano AAK94308 (VL 018) ( SEC ID NO: 6).

La prasente revelacion provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién ded mismo especifico para vVWF que comprende una o mas de las siguientes
CDR de cadena pesada: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2:
MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8) y/o HCDRZ: DPADYGNYDYALDY (SEC
ID NO: 9).

La presente revelacidn también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para vVWF que comprende HCDR1:
GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8)
y HCDRZ: DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9). En algunas realizaciones, el

anticuerpo  humanizado o fragmento de unién del mismo puede ademas



comprender una region de entramado de cadena pesada de la region variable del
anticuerpo humano AAC18165.1 (SEC ID NO: 4).

La presente revelacion también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para VWF que comprende una o mas de
las siguientes CDR de cadena liviana: LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10),
LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y/o LCDRS3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12).

La presente revelacién provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo especifico para VWF que comprende las siguientes CDR de
cadena liviana: LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS
(SEC ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12). En algunas
realizacionas, &l anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo puede
ademas comprender una regiéon de entramado de cadena liviana de la region
variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEC ID NO: 6).

La presents revelacion tamhbién provee un anticuarpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para VWF que comprende: las CDR de
cadena pesada HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC 1D NO: 7), HCDRZz:
MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEC ID
NO: 9); y las CDR de cadena liviana LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NOQ: 10),
LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12).
En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado o fragmente de unién del
mismo puede ademas comprender una regién de entramado de cadena liviana de
la regién variable del anticuerpo humano AAK94803 (SEC ID NO: 8) y/o una
region de entramado de cadena pesada de la regidon variable del anticuerpo
humano AAC18155.1 (SEC ID NO: 4).

La presentz revelacion provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo especifico para vWF que comprende una o mas de las siguientes
regionas variables de cadena pesada: H2 (SEC ID NO: 13), H4 (SEC ID NO: 14),
H& (SEC ID NO: 15), H5 (SEC ID NO: 13), H7 (SEC ID NO: 17), H8 (SEC ID NO:
18), H9 (SEC ID NQ: 19), H12 (SEC ID NO: 20), H13 (SEC ID NO: 21), H14 (SEC
ID NO: 22), H1& (SEC ID NO: 145) o H16 (SEC ID NO: 1453).

La presentz revelacion provee un anticuerpo humanizado especifico para
VWF que comprende una 0 mas de las siguientes regiones variables de cadena

liviana: L5 (SEC ID NO: 23), L4 (SEC ID NO: 24), L2 (SEC ID NO: 28), LY (SEC ID



NO: 26), L8 (SEC ID NO: 27), L9 (SEC ID NO: 28), L'10 (SEC ID NO: 29) o L1
(SEC ID NO: 30).

La presente revelacién también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para vWF que comprende una o mas de
las siguientes regiones variables de cadena pesada: H2 (SEC ID NO: 13), H4
(SEC ID NO: 14), H5 (SEC ID NO: 15&), HA (SEC ID NO: 13), H7 (SEC ID NO: 17),
H8 (SEC ID NO: 18), HY (SEC ID NO: 19), H12 (SEC ID NO: 20), H12 (SEC ID
NO: 21), H14 (SEC ID NO: 22), H15 (SEC ID NO: 145) o H15 (SEC ID NO: 146); y
una o mas de las siguientes regiones variables de cadena liviana: LS (SEC ID NO:
23), L4 (SEC ID NO: 24), L6 (SEC ID NO: 25), L7 (SEC ID NO: 26), L8 (SEC ID
NO: 27), L9 (SEC ID NO: 28), L10 (SEC ID NO: 29) o L11 (SEC ID NO: 30).

Por ejemplo, anticuerpos humanizados o fragmentos de unién de los
mismos pueden comprender L5 (SEC ID NO: 23) y H2 (SEC ID NO: 13); L5 (SEC
ID NO: 23) y H4 (SEC ID NO: 14); L5 (SEC ID NO: 23) y H5 (SEC ID NO: 18); L5
(SEC ID NO: 23) y H (SEC ID NO: 13); L5 (SEC ID NO: 22) y H7 (SEC ID NO:
17); LS (SEC ID NO: 22) y HS (SEC ID NO: 18); L4 (SEC ID NO: 24) y H2 (SEC ID
NO: 12); L& (SEC ID NO: 28) y H2 (SEC ID NO: 13); L11 (SEC ID NO: 30) y H2
(SEC ID NO: 13); L7 (SEC ID NO: 25) y H2 (SEC ID NO: 13); L9 (SEC ID NO: 28)
y HG (SEC ID NO: 19); L& (SEC ID NO: 27) y H9 (SEC ID NO: 19); L7 (SEC ID
NO: 26) y H9 (SEC ID NO: 19); L6 (SEC ID NO: 25) y HY (SEC ID NO: 19); L4
(SEC ID NO: 24) y HS (SEC ID NO: 19); L5 (SEC ID NO: 2%) y HY (SEC ID NO:
16); L10 (SEC ID NO:29) y H9 (SEC ID NO: 19); L9 (SEC ID NO: 28) y H9 (SEC
ID NO:19); L9 (SEC ID NO: 28) y H12 (SEC ID NO: 20); 1.9 (SEC ID NO: 28) y H13
(SEC ID NO: 21); L9 (SEC ID NO: 28) y H14 (SEC ID NO: 22); L11 (SEC ID NO:
30) y HY (SEC ID NO: 19); o L11 (SEC ID NO: 30) y H14 (SEC ID NO: 22).

La presentz revelacién también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para VWF que comprendes una o mas de
las siguientzs CDR de cadena pesada: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7),
HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8) y/lo HCDRS3:
DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9); y una o mas de las siguientes CDR de
cadena liviana: LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS
(SEC ID NO: 11) y/o LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12). En algunas

realizaciones, el anticusrpo humanizado o fragmento de unién del mismo puede



ademas comprender una regidén de entramado de cadena liviana de la region
variable del anticuerpo humano AAKY94808 (SEC ID NO: 6) y/o una region de
entframado de cadena pesada de la region variable del anticuerpo humano
AAC18185.1 (SEC ID NO: 4).

La presente revelacion provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
union del mismo descripto en la presents, que se une a vWF con una afinidad (Kd)
de 10nM o menor, preferentement2 5 nM o menor, mas preferentemente 1 nM o
menor, con la mayor preferencia al menos aproximadaments 0,2 nM a
aproximadamente 0,4 nM. La presente revelacion también provee un anticuerpo
humanizade o fragmento de unién del mismo descripto en la present2, que
compite para unirse a VWF con una afinidad (Ki) de 100 nM o menor,
preferentement2 50 nM o menor, mas preferentemente 10 nM o menor, con la
mayor preferencia al menos aproximadamente 0,2 nM a aproximadamente 5,0 nM.

La presente revelacion también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo que se une al dominio A1 de VWF con una afinidad
(Kd) de 10 nM o menor, preferentemente 5 nM o menor, mas preferentemente 1
nM o menor, con la mayor preferencia al menos aproximadamente 0,2 nM a
aproximadamente 0,4 nM. La presente revelacion también provee un anticuerpo
humanizado o fragmento de unidn del mismo que compite para unirse al dominio
A1 de VWF con una afinidad (Ki) de 100 nM o menor, preferentemente 50 nM o
menor, mas preferentemente 10 nM o menor, con la mayor preferencia al menos
aproximadamente 0,2 nM a aproximadamente 5,0 nM.

La presente revelacién también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo que tiens una temperatura de termoestabilidad del
fragmentos FAB mayaor que 65°C.

La presents revelacion provee un anticusrpo humanizado o fragmento de
unién del mismo especifico para vWF que comprends: HCDR1 (GFSLTDYGVD;
SEC ID NO: 7), HCDR2 (MIWGDGSTDYNSALKS; SEC ID NO: 8), HCDR2
(DPADYGNYDYALDY; SEC ID NO: 9) y una CDR1 de cadena liviana, una CDR2
de cadena liviana y LCDRS (QQYEKLPWT; SEC ID NQ: 12), con la condicidn de
que al menos una de LCDR1 y/o LCDR2 no s=a SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10)
0 YTSSLHS (SEC ID NO: 11), respectivamente.
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La presente revelacién también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para VWF que comprende HCDR1
(GFSLTDYGVD; SEC ID NO: 7), HCDR2 (MIWGDGSTDYNSALKS; SEC ID NO:
8), HCDR2 (DPADYGNYDYALDY; SEC ID NO: 9), LCDR1 (SASODINKYLN; SEC
ID NO: 10), LCDR2 (YTSSLHS; SEC ID NO: 11) y LCDR3 (QQYEKLPWT, SEC ID
NO: 12); las regiones de entramado de cadena pesada 1, 2 y 3 correspondientes a
regiones de entramado 1, 2 y 3 de la familia VH4 de linea germinal de anticuerpos
humanos; y las regiones de entramado de cadena liviana 1, 2 y 3
correspondientes a regiones de entramado 1, 2 y 3 de la familia VK1 de linea
germinal de anticuerpos humanos.

La presente revelacion también hace referencia en general a acidos

nucleicos aislados rue codifican los anticuerpos humanizades especificos para
vWF humano revelados en la presente. En algunas realizaciones, un vector puede
comprender los acidos nucleicos revelados en la presente. En ofra realizacion,
una célula huésped puede comprender los acidos nucleicos revelados.

La presente revelacién también hace referencia en general a métodos para
producir un anticuzrpo humanizado especifico para vVWF que comprende cultivar la
célula huésped de la presente revelacion de modo que se exprese el acido
nucleico y se produzca &l anticuerpo. En algunas realizaciones, &l método ademas
comprende recuperar el anticuerpo del cultivo de células huésped. En algunas
realizaciones, el anticuerpo se recupera del medio de las células huésped. En
alyunas realizaciones, antes del cultive, la célula huésped se co-transfecta con un
vector que comprende un Acido nucleico que codifica una regién variable de
cadena pesada y con un vector que comprende un acido nucleico que codifica una
regién variable de cadena liviana.

La presente revelacién hace referencia en general a composiciones que
comprenden un anticuerpo humanizado especifico para VWF y un vehiculo
aceptable para uso farmacéutico.

También se provesn composiciones que comprenden un primer anticuerpo
humanizado o fragmento de union del mismo descripto en la presente y un
segundo anticuerpo que se une al dominio A1 de vWF. En algunas realizaciones,

el segundo anticuerpo es AJW-200.
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La presente revelacion también hace referencia en general a métodos para
tratar una enfermedad o trastorno mediado por VWF (por &j., una enfermedad o
trastorno trombético) en un sujeto (por €j., un paciente) mediante la administracion
al sujeto de una cantidad efectiva para uso terapéutico de un anticuerpo
humanizado ¢ fragmento del mismo especifico para vWF. En algunas
realizaciones, &l sujeto es un humano. En algunas realizaciones, una cantidad
efectiva para uso terapéutico es suficiente para inhibir la agregacion plaquetaria
pero insuficiente para causar signos clinicos significativos de sangrado.

La presente revelacion también provee usos de un anticuerpo humanizado
o fragmento de unién del mismo descripto en la presentz como medicamento. La
presente revelacion también provee usos de un anticusrpo humanizado o
fragmento de unién del mismo descripto en la presente en la preparacion de un
medicaments para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
VWF. En algunas realizaciones, una cantidad efectiva para uso terapéutico s
suficients para inhibir la agregacién plaquetaria pero insuficiente para causar
signos clinicos significativos de sangrado.

En algunas realizaciones, la enfermedad o trastorno mediado por VWF &s
una enfermedad o trastorno trombdtico. En algunas realizaciones, el trastorno
trombdtico es una enfermedad cardiovascular o enfermedad cerebrovascular tal
como  apoplejia  isquéemica.  En algunas  realizaciones, la  enfermedad
cardiovascular es aterosclerosis, restenosis, angina, infarto agudo de miocardio,
sindrome coronario agudo o trastornos cardiovasculares asociados con la
diabetes. En algunas realizacionss, la enfermedad o trastorno trombético es
inflamacién vascular, trombosis venosa, enfermedad falciforme, rechazo de
xenoinjerto, enfermedad vascular periférica, pdrpura trombocitopénica trombaética,
fibrosis quistica, demendcia vascular, enfermedad de Raynaud, artritis reumatoide o
diabetes. En algunas realizaciones, la enfermedad cerebrovascular es demencia
vascular, apoplejia isquémica o prevencion de apoplegjias recurrentes.

En algunas realizacionss, <l anticuerpo humanizado o fragmento de unién
del mismo especifico para vVWF carecs de funcion efectora. En algunas
realizaciones, &l anticuerpo humanizado comprende una regidon Fo derivada de

igG4.



En algunas realizaciones, ¢l anticuerpo humanizado o fragmento de unién
del mismo especifico para VWF se une al dominio A1 del factor von Willebrand.

En algunas realizaciones, el fragmento de unidn del anticuerpo especifico
para VWF es un Fab, Faby', Falx'-SH, Fv, scFv, F(ab")2 o un diacuerpo.

En algunas realizacionas, el fragmento de unién al anticuerpo especifico
para VWF no es un Fab.

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado especifico para VWF
es un anticusrpo de longitud completa.

En algunas realizacionas el anticuerpo humanizado puede comprender una
o Mas sustituciones, por ejemplo las sustituciones F27G, L291, T30S y/o V34W, en
HCDR1. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender
una o mas sustituciones, por gjemplo las sustituciones S61P y/o AB2S, en
HCDR2. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender
una o Mas sustituciones, por ejemplo las sustituciones S24Q, N30S y/o K31N, en
LCDRA1. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado pueds comprender
una o mas sustituciones, por ejemplo las sustituciones Y50D, T51A, S53N, HE5E
y/o S5GT, en LCDR2. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede
comprender una o mas sustituciones, por gjemplo las sustituciones F27G, L29I,
T3NS ylo V34W, en HCDR1; una o mas sustituciones, por ejemplo las
sustituciones S51P y/o A62S, en HCDR2; una 0 mas sustituciones, por ejemplo
las sustituciones S24Q, N30S y/o K31N, en LCDR1; y una o mas sustituciones,
por ejemplo las sustituciones Y50D, T51A, S53N, H55E y/o S5GT, en LCDR2.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra la actividad inhibitoria de un anticuerpo quimérico
NMC-4 comparada con el anticusrpe monoclonal original NMC-4 y un anticuerpo
anti-vWF diferente, AJW200, en un ensayo de aglutinacién plaguetaria mediada
por VWF inducida por ristocetina.

La Figura 2A-B mus=stra la competencia para 1a unidén a NMC-4 marcado
con Eu entre un anticuerpo quimérico NMC-4 no marcado (competencia
homdéloga) y AJW200, solos y combinados (Figura 2A). La competencia de un
anticuerpo quimarico NMC-4 marcado con Eu por el anticuerpo monoclonal NMC-
4 no marcado, el isotipo lgG control, AJIW200 y un derivado humanizade del

anticuerpo NMC-4 con regiones variables denominadas H9, LS (Figura 2A).



Grafico de Hill de la competencia de NMC-4 en presencia o ausencia de AJW200
20 nM (Figura 2B).

La Figura 3A-E muestra la capacidad de NMC-4 para bloquear la adhesion
plaguetaria al vVWF endotelial en condiciones de flujo de cizallamiento, que
incluyen fotomicrografias de  plaquetas adheridas a células HUVEC. Las
monocapas e células HUVEC se trataron con PBS (Figura A) o histamina 2% M
(Figuras B-E), mas 10 pg/ml de anticuerpo anti-vwWF, NMC-4 (Figura C), 18 pg/ml
de anticuerpo anti-GPlba, AK2 (Figura D), o 18 pg/ml de 1gG de ratén 1gG (Figura
E). Los diferentes anticuerpos también se incluyeron en las suspensiones
plaguetarias correspondientes inmediatamente antes de la perfusion a través de
las monocapas.

La Figura 4A-C muestra la actividad de la quimera NMC-4 (Figura 4A) y un
anticuerpo humanizado con regiones variables denominadas H14, L10 (Figura 4B)
en el modelo de cloruro férrico en rata de trombhosis arterial, comparada con
AJW200 (Figura 4C). Se compararon los tres anticuerpos en un estudio de
respuesta a la dosis.

La Figura & muestra el efecto de dosis crecientes (0,03 — 10 mg/kg) de
GBR6&00 sobre las reducciones del flujo ciclico (CFR) en mandriles.

La Figura 6 musstra el efecto de dosis crecientes (0,01 — 10 mg/kg) de
GBR#&00 sobre las CFR en mandriles.

La Figura 7 muestra el efecto de dosis acumulativas (0,005 - 0,07 mg/kg)
de GBRK0O0 sobre las CFR en mandriles.

La Figura 8 muestra la curva de respuesta a la dosis de dosis acumulativas
de GBRA0O0O sobre las CFR en mandriles.

La Figura 9 muestra el efecte de dosis crecientes (1 — 10 mg/kg) de
clopidogral en mandriles.

La Figura 10 muestra una comparacién del efecto de la infusién de dosis
crecientes de GBR6B00 y clopidogrel sobre ¢l ensayo de sangrado incisional. Las
dosis se han expresado como multiplos de la dosis efectiva (por ej., la dosis
acumulativa, en la que las CFR se reducen a cero).

La Figura 11 muestra la termoestabilidad de variantes humanizadas de
NMC-4 por calorimetria diferencial de barrido.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION




La presents revelacion provee anticusrpos humanizados o fragmentos de
unién de los mismos especificos para el Factor von Willebrand humano (VWF),
que incluyen aquellos que comprenden regiones CDR correspondientes a una o
mas de las CDR o porciones de las CDR presentes en el anticuzrpo murine NMC-
4. El anticuerpo NMC-4 se une al sitio de unién GP1h-u sobre el dominio A1 de
VWF (ver, por €)., Fujimura et al Blood, 77:113-20, 1991; Shima et al, J Nara Med
Assoc., 26:862, 1985). Los anticuerpos humanizados de la presente revelacién
pueden ademas comprendsr regionss de entramado humanas modificadas o no
modificadas, tales como una region de entramado de cadena pesada
coerrespondiente a la region de entramado de la regién variable del anticuerpo
humano AAC18165.1 (SEC ID NO: 4) y una region de entramaclo de cadena
liviana correspondient2 a la region de entramado de la regidn variable del
anticuerpoe humano AAK94808 (SEC ID NO: 8). Una gran variedad de regiones de
entramado humanas, que incluyen aquellas que demonstraron alta homologia con
las subfamilias a las que pertenscian las regiones de cadena pesada vy liviana del
NMC-4 murino, s& consideraron moléculas aceptoras potenciales para las COR de
NMC-4. Lo mas sorprendentz es que el injerto de CDR de NMC-4 en uno de los
entremados humanos de regién variable de cadena pesada seleccionados y en
uno de los entremados humanos de regidn variable de cadena liviana

seleccionados sin cambios adicionales (por gj.,, mutacion de residuos clé
entramado humano en residucs murinos), es suficiente para retener la potencia
del anticuerpo humanizado en el bloqueo ds respusstas plaguetarias mediadas
por VWF.

El término "anticuerpo quimérico” incluye anticuerpos donde las secuencias
de regién variable derivan de una especis y las secuencias de regién constante
derivan de otra especie, tal como un anticuerpo donde las secuencias de region
variable derivan de un anticuerpo de ratdén y las secuencias de regién constante
derivan de un anticuerpo humano.

El término "anticuerpo humanizado” incluye anticuerpos donde se han
injertado. secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de ofra especie de
mamifero, tal como un ratdn, en secuencias de entramado humanas. Pueden

realizarse modificacionss adicionales de la region de entramado dentro de las



secuencias de entramado humanas asi comeo dentro de las secuencias de CDR
derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero.

El término "anticuerpo humano" incluye anticusrpos que tienen regiones
variahles donde las regiones de entramado y CDR derivan secuesncias de
inmunaglobulina de linea germinal humana. Mas audn, si el anticuerpo contiene una
regibn constante, la reqgién constante también deriva de secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana. Los anticuerpos humanos de la
invencion pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secusncias
de inmunoglobulina humana de linea germinal (por €., mutaciones introducidas
por mutagénesis in vitro al azar o de sitio especifico o por mutaciéon somatica in
vive). Sin embargo, con el términe "anticusrpo humaneo”, como se utiliza en la
presents, no se pretendean incluir anticuerpos donde se hayan injertado secusncias
de CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un
ratén, sobre secuencias de entramado humanas.

Segln se utiliza en la presente, un anticuerpo humano comprende
secuencias variables de cadena pesada o liviana que “derivan de” una secuencia
de linga germinal particular si las regiones variables del anticuerpo se obtienen de
un sistema que utiliza genes de inmunoglobulina de linea germinal humana. Tales
sistemas incluyen inmunizar a un ratén transgénico que porta genes de
inmunoglobulina humana con el antigeno de interés o rastrear una genoteca de
inmunoglobulina humana desplegada =n fagos con el antigeno de interés. Un
anticuerpo humano que "deriva de" una secusncia de inmunoglobulina de linea
germinal humana pueds identificarse come tal por comparacién de la secuencia de
amincacidos del anticuerpo humano con las secuencias de aminoacidos de
inmunoglobulinas de linea germinal humana y seleccion de la secuencia de
inmuncglobulina de linea germinal humana mas cercana en secuencia (es decir,
con mayor identidad porcentual) a la secuencia del anticuerpo humano. Un
anticuerpo humano que “deriva d=” una secuencia de inmunoglobulina de linea
germinal humana particular puede contzner diferencias en aminoacidos en
comparacion con la secuencia de linea germinal, a causa de, por ejemplo,
mutacicnes somaticas naturales o introduccién intencional de mutacién dirigida al
sitio. Sin embargo, un anticuerpo humano seleccionado o fragmento del mismo

tipicamente es al menos idéntico en un 80% en la secuencia de aminoacidos a
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una secuencia de aminoacidos codificada por un gen de inmunoglobulina de linea
germinal humana y contiene residuos de aminoacidos que identifican el anticuerpo
humano como “humano” en comparacion con secuencias de aminoacidos de
inmunoglobulina de linea germinal de otra especie (por gj., secuencias de linea
germinal murinas). En ciertos casos, un anticuerpo humano puede ser al menos
idéntico en un 90%:, o incluso al menos 95%, 95%, 97%, 98% o 94%: en secuencia
de amincacidos a la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de
inmunoglobulina de linea germinal, incluyendo, por ejemplo, 80%, 81%, 82%,
83%, 84%., 85%, 8G%, 87%, 38%, 897, 907, 919, 92%, 02%, Gd"y, O&%5, OR%h,
97 %, 985%, 99% y 100%5.

La presentz revelacion proves un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo (por ., Fab, Faby', Fab'-SH, Fv, scFv, F(ab'),, un diacuerpo o un
anticuerpo de cadena Unica) especifico para VWF que comprende una secugncia
de regidn variable de cadena pesada coma la expuesta en la SEC ID NO: 19 y una
secuencia de region variable de cadena liviana como la expuesta en la SEC D
NO: 28. La presente revelacion también proves un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para VWF, que comprendes una
secuencia de cadena pesada como la expuesta en la SEC ID NO: 237 y una
secuencia de cadena liviana como la expuesta en la SEC ID NO: 2328.

La presente revelacién también provee un anticuerpe humanizado o
fragmento de unidn del mismo especifico para vWF que comprende una o mas de
las siguientes CDR de cadena pesada: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7),
HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC  ID NO: 8) vylo HCDRS:
DFPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9); y una o mas de las siguientes CDOR da
cadena liviana: LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS
(SEC ID NO: 11) y/o LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12).

La presente revelacién también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unidn del mismo especifico para vWF que comprende una o mas de
las siguientes CDR de cadena pesada: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7),
HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: &) vylo HCDR3:
DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9); o una o mas de las siguientes CDR de
cadena liviana: LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDRZ: YTSSLHS
(SEC ID NO: 11) ylo LCDRZ: QQYEKLPWT (SEC 1D NO: 12).
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La presente revelacidon provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo especifico para VWF que comprende: CDR de cadena pesada,
HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC
ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9); y CDR de cadena
liviana, LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEC ID
NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12).

La presents revelacion proves un anticuerpe humanizado o fragmento de
unidn del mismo especifico para VWF que comprende: CDR de cadena pesada,
HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC
ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9); o CDR de cadena
pesada, LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEC ID
NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12).

En algunas realizaciones, el anticuerpe humanizado o fragmento de unién
del mismo puede comprender una region variable de entramado de cadena
pesada donde la regidén de entramado comprende una o mas (jror €j., una, dos,
tres y/o cuatro) secusncias de entramacdo de cadena pesada (por €j., entramado 1
(FWH1), entramado 2 (FW2), entramado 3 (FW3) y/o entramado 4 (FW4)) presentes
en un anticuerpo de la familia VH4 humana.

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado o fragmento de uniédn
del mismo puede comprender una region variable de entramado de cadena liviana
donde la regién de entramado comprendes una o mas (por &j., una, dos, tres y/o
cuatro) secuencias de entramado de cadena liviana (por €j., entramado 1 (FW1),
entramacdo 2 (FW2), entramado 3 (FW3) y/o entramado 4 (FW4)) presentes en un
anticuerpo de la familia VK1 humana.

En algunas realizaciones, <l anticuerpo humanizado o fragmento de unién
del mismo puede comprender una o mas (per €j., una, dos, tres y/o cuatro)
secuencias de regién de entramado de cadena pesada (por €., entramado 1
(FW1), entramado 2 (FW2), entramado 3 (FW3) y/o entramado 4 (FW4)) presentes
en un anticuerpo de la familia VH4 humana y una ¢ mas (por €j., una, dos, tres y/o
cuatre) secuencias de region de entramado de cadena liviana (por €., entramaclo
1 (FWIT1), entramado 2 (FW2), entramadc 3 (FW3) y/o entramado 4 (FWd)

presentes en un anticuerpo de la familia VK1 humana.



Los miembros de la familia VH4 y sus regiones de entramado de cadena
pesada 1, 2 y 3 respectivas incluyen: 4-04 (SEC ID NO: 147, 148 y 149,
respectivamente), 4-2& (SEC ID NO: 150, 151 y 1582, respectivamente), 4-30.1
(SEC ID NO: 153, 154 y 155, respectivamente), 4-30.2 (SEC ID NO: 155, 157 y
158, respectivamente), 4-30.4 (SEC ID NO: 189, 160 y 151, respectivamente), 4-
31 (SEC ID NO: 182, 1683 y 184, respactivamentz), 4-24 (SEC ID NO: 135, 165 y
167, respectivamente), 4-39 (SEC ID NO: 168, 139 y 170, respectivaments), 4-59
(S.EC ID NO: 171, 172 y 173, respestivamente), 4-51 (SEC ID NO: 174, 175y 176,
respectivamente) y 4-b (SEC ID NO: 177, 178 y 1769, respectivamente).

Los miembros de la familia VK1 y sus regiones de entramado de cadena
liviana 1, 2 y 3 respectivas incluyen: 012 (SEC ID NO: 180, 181 y 182,
respectivaments), 02 (SEC ID NO: 123, 164 y 185, respectivament2), 018 (SEC ID
NO: 185, 187 y 188, respectivamentz), 08 (SEC ID NO: 189, 190 y 191,
respectivamente), A20 (SEC ID NO: 192, 193 y 194, respectivamente), A0 (SEC
ID NO: 195, 19& y 197, respectfully), L14 (SEC ID NO: 198, 199 y 200,
respectivamente), L1 (SEC ID NO: 201, 202 y 202, respectivamente), L'15 (SEC ID
NO: 204, 205 y 205, respectivaments), L4 (SEC ID NO: 207, 205 y 209,
respectivamente), L18 (SEC ID NO: 210, 211 y 212, respectivaments), LS (SEC ID
NO: 213, 214 y 215, respectivamente), L19 (SEC ID NO: 215, 217 y 218§,
respectivamente), L8 (SEC ID NO: 219, 220, y 221, respectivamente), L23 (SEC
ID NO: 222, 223 y 224, respectivamente), LY (SEC ID NO: 225, 226 y 227
respectivamente), L24 (SEC ID NO: 228, 229 y 230, respectivamente), L11 (SEC
ID NO: 231, 232 y 233, respectivaments) y L12 (SEC ID NO: 224, 235 y 2365,
respectivamente).

La presents revelacidn provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unidn del mismo especifico para el VWF que comprends una o mas de las
siguientzs CDR de cadena pesada: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7),
HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8) ylo HCDRS:
DPADYGNYDYALDY (SEC ID NQ: 9).

La |:»fesentee revelacién provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo especifico para el VWF que comprende una o mas de las
siguientes CDR de cadena pesada: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7),
HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: ) ylo HCDRS:
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DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: @) y una regién de entramado de cadena
pesada del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEC ID NO: 4).

La presente revelacion provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo especifico para vWF gue comprende una o mas de las siguientes
CDR de cadena pesada: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2:
MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8) y/o HCDRS3: DPADYGNYDYALDY (SEC
ID NO: 9) y una region de .entramaclo de cadena pesada del anticuerpo humano
AAC18135.1 (SEC ID NO: 4), donde la regién de entramaclo de cadena pesada no
comprende uno o Mas residuos murinos.

La presente revelacion provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unidn del mismo especifico para el VWF que comprends una o mas d= las
siguientes CDR de cadena pesada: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7),
HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS  (SEC ID NO: 8) ylo HCDRE:
DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9) y una regiéon de entramado de cadena
pesada del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEC ID NO: 4), donde la regién da
entramado de cadena pesada comprande ademas uno o mas residuos murinos.

La presentz revelacion tambhién provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para VWF que comprends HCDR1:
GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8)
y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEC ID NC». 9).

La presente revelacidn también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unidén del mismo especifico para vVWF que comprende HCDR1:
GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8)
y HCDRG: DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9) y una region de entramado de
cadena pesada del anticuerpo humano AAC13165.1 (SEC ID NO: 4).

La presente revelacion también provee un anticusrpo humanizado o
fragmento de union del mismo especifico para VWF que comprende HCDR1:
GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8)
y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9) y una regién de entramado de
caclena pesada del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEC ID NO: 4), donde la
region de entramado de cadena pesada noe comprende uno o mas residuos

murinos.



La presente revelacion también provee un anticuerpo humanizadoe o
fragmento de unidén del mismo especifico para VWF que comprende HCDR1:
GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDRZ2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8)
y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9) y una regidén de entramado de
cadena pesada del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEC ID NO: 4), donde la
region de entramado de cadena pesada comprende ademas uno o mas residuos
murinos.

La presents revelacion también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para VWF que comprende una o mas de
las siguientes CDR de cadena liviana: LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10),
LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y/o LCDRZ: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12).

La presente revelacion tambhién provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para VWF que comprendes una o mas de
las siguientes CDR de cadena liviana: LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10),
LCDRZ: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y/o LCDR2: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12) y
una regidn de entramado de cadena liviana del anticuerpo humano AAK94803
(SEC ID NO: 8).

La presente revelacidon también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de union del mismo especifico para vWF que comprende una o mas de
las siguisntes CDR de cadena liviana: LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10),
LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y/o LCDR3Z: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12) y
una regidon de entramado de cadena liviana del anticuerpo humano AAK94808
(SEC ID NO: 6), donde la regién de entramado de cadena liviana no comprende
uno 0 Mas residucs murinos.

La presente revelacidin tambien provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para VWF que comprende una o mas de
las siguientes CDR de cadena liviana: LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10),
LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y/o LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12) y
una region de entramado de cadena liviana del anticuerpo humano AAK94808
(SEC ID NO: 8), donde la regidén de entramado de cadena liviana comprende
ademas uno o mas residuos murinos.

La presents revelacion provee un anticuerpo humanizado o fragmento de

unidn del mismo especifico para VWF que comprende, CDR de cadena liviana
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LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y
LCDR?3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12).

La present2 revelacidn proves un anticuerpo humanizado o fragmento de
union del mismo especifico para VWF que comprende, CDR de cadena liviana
LCDR1: SASQDINKYLN (SEC 1D NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y
LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12) y una region de entramado de cadena
liviana del anticuerpo humano AAK94805 (SEC ID NO: 6).

La presente revelacion proves un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo especifico para vWF que comprende, CDR de cadena liviana
LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y
LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12) y una regién de entramado de cadena
liviana del anticuerpo humano AAK94208 (SEC ID NO: &), donde la region de
entramado de cadena liviana no comprende uno 0 mas residuos murinos.

La presente revelacion provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo especifico para VWF que comprende, CDR de cadena liviana
LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y
LCDRS: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12) y una regién de entramado de cadena
liviana del anticusrpo humano AAKS4308 (SEC ID NO: /), donde la region de
entramado de cadena liviana comprende ademas uno o mas residuos murinos.

La presente revelacidn provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo especifico para VWF que comprende CDR de cadena pesada:
HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC
ID NO: 8) vy HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9); CDR de cadena
liviana: LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10j, LCDR2: YTSSLHS (SEC ID
NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12); y opcicnalmente una region de
entramado de cadena liviana de la regiéon variable del anticuerpo humano
AAKS42085 (SEC ID NO: 8) y/o una regidn de entramado de cadena pesada de la
regién variable del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEC ID NO: 4).

La presentz revelacion también provee variantes de secuencia de
aminoacidos de un anticuzrpo humanizado o fragmento de unidn del mismo
especifico para vVWF. Normalmente, las variantas de secuencia de aminoacidos de
un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico para VWF

tendran una secuencia de amincacidos de la region de entramado de cadena
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pesada y/o liviana, que es al menos idéntica en un 80% (que tiene al menos una
identidad de secuencia de aminoacidos del 80%) a la secuencia de amincacidos
de la regidn de entramado de cadena pesada y/o liviana del anticuerpo
humanizado original de la cadena pesada o liviana, por gj., de cualquiera de las
secuencias de regidn variable pesada y liviana de la SEC ID NO:19 o SEC ID
NO:28, respectivamente. Preferentemeants, la identidad de secuencia de
aminoacidos de la regidn de entramado de cadena pesada y/o liviana es al menos
idéntica en un 85%, mas preferentementz al menos 90%, y con la mayor
preferencia al menos 95%, en particular 96%, mas en particular 7%, ain mas en
particular 98%, y con la mayor preferencia en particular 99%, incluyendo, por
gjemplo, 80%, 81%:, §2°%, 83%, 84%, 35%, 26%, 7%, 82%;, 89, 90%:, 917,

8929, 93%, 949, G8%, G8%, 97%, 98%, 99% y 100%:. La identidad u homologia
respecto a esta secuencia se define en la presents como el porcentaje de residuos
de aminoacidos en la secusncia candidata que son idénticos a los residuos del
anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo especifico para VWEF,
luego de la alinsacidn de las secuencias e introduccion de brechas, de ser
necesaria, para lograr la maxima identidad de secuencia porcentual. Por lo tanto,
la identidad de secuencia puede determinarse mediante métodos estandares
comunmente utilizados para comparar la similitud en posicién de los aminoacidos
de dos polipéptidos. Utilizando un programa de computadora tal como BLAST o
FASTA, se alinean dos polipéptidos para el cotgjo dptimo de sus aminoacidos
respectivos (sea a lo largo de la longitud completa de una ¢ ambas secuencias, o
a lo largo de una porcién pre-cletermihacla de una o ambas secuencias). Los
programas provesn una penalizacion de apertura por defecto (en el original,
“default opening penalty”) y una penalizacién de brecha por defecto (en el original,
"default gap penalty”), y pusde utilizarse una matriz de puntuaciéon tal como
PAM250 (una matriz de puntuacién estandar; ver Dayhoff et al., en Atlas of Protein
Sequence and Structure, vol &, supp. 3 (1972)) junto con el programa de
computadeora. Por gemplo, la identidad porcentual puede calcularse: como el
nuamero total de concordancias idénticas multiplicado por 100 y luege dividido por
la suma de la longitud de la secusncia mas larga dentro de la extension
gquiparada y el nimern de brechas introducidas en las secuencias mas largas con

el propdsito de alinear las dos secuencias.
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Por lo tanto, la presente revelacién provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unidén del mismo especifico para VWEF, donde el anticuerpo
humanizade o fragmento de unién del mismo comprende una secuencia de region
variable de cadena pesada que comprende una regiéon de entramado que es al
me&nos idéntica en un 80% a la region de entramado de la SEC ID NO: 19 y/o una
secuencia de regidn variabhle de cadena liviana que comprende una region de
entramado que es al menos idéntica en un 80% a la regidn de entramado de
[aSEC 1D NO: 2& La presente revelacion también provee un anticusrpo
humanizado o fragmento de unidn del mismo especifico para vVWF, donde el
anticuzrpo  humanizado o fragmento de unidn del mismo comprende una
secuencia de regién variable de cadena pesada que comprende una region de
entramado que es al menos idéntica en un 80% a la regién de entramado de la
SEC ID NO: 237 y/o una secuencia de regién variable de cadena liviana que
comprende una regidon de entramado que es al menos idéntica eén un 80% a la
region de entramado de la SEC ID NO: 238,

Opcionalmente, el anticuerpo humanizado puede comprender una o mas
sustituciones, por gjemplo las sustituciones F27G, L291, T30S y/o V34W, en
HCDR1. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender
una o mas sustitucionas, por ejemplo las sustituciones S61P y/o AG2S, en
HCDR2. En algunas realizacionas, el anticuerpo humanizado puede comprender
una o mas sustituciones, por ejemplo las sustituciones S240, N30S y/o K31N, en
LCDR1. En algunas realizaciones, €l anticuerpo humanizado puede comprender
una ¢ mas sustitucionas, por gjemplo las sustituciones Y50D, TH1A, S53N, HESE
y/o S&GT, en LCDR2. En algunas realizacionss, el anticuerpo humanizado puede
comprender una o mas sustitucicnas, por ejemplo las sustituciones F27G, 1291,
T30S y/o V34W, en HCDR1; una o mas sustituciones, que incluyen las
sustituciones S61P y/o AB2S, en HCDRZ2; una 0 mas sustituciones, que incluyen
las sustituciones S24Q, N30S y/o K31N, en LCDR1; una o0 mas sustituciones, por
ejemplo Y50D, T&1A, S&3N, HE5E y/o S56T, en LCDR2.

La presentz revelacidn también provese un anticuerpo humanizade o
fragmento de unidn del mismo especifico para VWF que comprende una de las
siguient=s regionas variables de cadena pesada; H2 (SEC ID NO: 13), H4 (SEC ID

NO: 14), H5 (SEC ID NO: 15), H3 (SEC ID NO: 1), H7 (SEC ID NO: 17), H8 (SEC
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ID NO: 18), H9 (SEC ID NO: 19), H12 (SEC ID NO: 20), H13 (SEC ID NQ: 21),
H14 (SEC ID NO: 22), H15 (SEC ID NQ: 145) o H15 (SEC ID NG: 146) (los
polinucledtidos que codifican las regiones variables de cadena pesada
mencionadas con anterioridad son provistos por las SEC ID N*: 128, 129, 130,
131, 132, 133, 134, 135 136, 137, 138 y 139, respectivamente).

La presente revelacién provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unidn del mismo especifico para VWF que comprende una de las siguientes
regiones variables de cadena liviana: L& (SEC ID NO: 23), L4 (SEC ID NO: 24), L5
(SEC ID NO: 25), L7 (SEC ID NO: 26), LS (SEC ID NO: 27), L9 (SEC ID NO: 28),
L10 (SEC ID NO: 29) o L11 (SEC ID NOQ: 30) (los polinucledtidos que codifican las
regiones variables de cadena liviana mencionadas con anterioridad son provistos
por las SEC ID N 120, 121, 122, 123, 124 125, 126y 127, respectivamente).

La presente revelacion también proves un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para VWF que comprende una de las
siguientes regiones variables de cadena pesada: H2 (SEC ID NO: 13), H4 (SEC ID
NO: 14), H5 (SEC ID NO: 15), H3 (SEC ID NO: 13), H7 (SEC ID NO: 17), H8 (SEC
ID NO: 18), H9 (SEC ID NO: 19), H12 (SEC ID NO: 20), H12 (SEC ID NO: 21),
H14 (SEC ID NO: 22), H15 (SEC ID NO: 145) o H1i5 (SEC ID NO: 148); y una de
las siguisntes regiones variables de cadena liviana: L5 (SEC ID NO: 23), L4 (SEC
ID NO: 24), L& (SEC ID NO: 28), L7 (SEC ID NO: 26), L& (SEC ID NO: 27), L9
(SEC ID NO: 28), L10 (SEC ID NO: 29) o L'11 (SEC ID NO: 30).

La presente revelacion provee anticuerpos humanizados o fragmentos de
unién de los mismos especificos para VWF que comprendean LS (SEC ID NO: 23) y
H2 (SEC ID NQO: 13); LS (SEC ID NO: 23) y H4 (SEC ID NO: 14); L5 (SEC ID NO:
23) y H5 (SEC ID NO: 158); L5 (SEC ID NO: 22) y H6 (SEC ID NO: 18); L& (SEC ID
NO: 23) y H7 (SEC ID NO: 17); L5 (SEC ID NO: 23) y H2 (SEC ID NO: 18); L4
(SEC ID NO: 24) y HZ (SEC ID NO: 13); L5 (SEC ID NO: 25) y H2 (SEC ID NO:

3); L11 (SEC ID NO: 20) y H2 (SEC ID NO: 13); L7 (SEC ID NO: 25) y H2 (SEC
ID NO: 13); L9 (SEC ID NO: 2&) y H9 (SEC ID NO: 19); L8 (SEC ID NO: 27) y HS
(SEC ID NO: 19); L7 (SEC ID NO: 28) y HS (SEC ID NO: 19); L& (SEC ID NO: 25)
y HS (SEC ID NO: 19); L4 (SEC ID NO: 24) y H9 (SEC ID ND: 19); L5 (SEC ID
NO: 22) y H9 (SEC ID NO: 19); L10 (SEC ID NO:29) y H9 (SEC ID NO: 19); L9
(SEC ID NO: 28) y HO (SEC ID NO:19); L9 (SEC ID NO: 28) y H12 (SEC ID NO:



20); L9 (SEC ID NO: 28) y H13 (SEC ID NO: 21); LY (SEC ID NO: 28) y H14 (SEC
ID NO: 22); L11 (SEC ID NO: 20) y H9 (SEC ID NO: 19); o L11 (SEC ID NO: 30) y
H14 (SEC ID NO: 22).

La presente revelacion provee un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo descripto en la presents, que se une a vWF con una afinidad (Kd)
de 10 nM o menor, preferentzmente 5 nM o menor, mas preferentamente 1 nM o
menor, con la mayor preferencia al menos aproximadamente 0,2 a
aproximadamente 04 nM (por &), de aproximadamente 0,21, 0,28 o 0,34 a
aproximadamente 0,25, 0,32 o 0,28 nM). La presente revelacion también provee
un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo descripto en la
presents, que compite para unirse a VWF con una afinidad (Ki) de 100 nM o
menor, preferentements 50 nM o menor, mas preferentemente 10 nM o menor,
con la mayor preferencia al menos aproximadamente 0,2 nM a aproximadamente
5,0 nM (por ej., 0,22, 0,28 0 3,34 a aproximadamente 2,3, 2,5 0 4,7 nM).

La presente revelacidn también provee un anticuerpo humanizado o©
fragmento de uniédn del mismao descripto en la presente, que se une al dominio A1
de VWF con una afinidad (Kd) de 10 nM o menoes, preferentements 5 nM o menos
mas preferentemente 1 nM o menos, con la mayor preferencia al menos
aproximadamente 0,2 a aproximadaments 0,4 nM (por g)., de aproximadamente
0,21, 0,28 o 0,24 a aproximadamente 0,25, 0,22 o 0,32 nM). La presente
revelacion también provee un anticuerpo humanizado o fragmento de union del
mismo que compite para unirse al dominio A1 VWF con una afinidad (Ki) de 100
NM o menor, preferentemente 50 nM o menor, mas preferentemente 10 nM o
menor, con la mayor preferencia al menos aproximadamente 0,2 nM a
aproximacdamente 5,0 nM (por €j., 0,22, 0,25 0 0,34 a aproximadamentes 2,2, 3,5 0
4,7 nM).

La presente revelacidon también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unidn del mismo especifico para VWF que tiene una temperatura de
termoestabilidad del fragmento FAB mayor que 65°C, preferentemente mayor que
70°C, mas preferentements mayor que 75°C, con la mayor preferencia mayor que
80°C. Para el analisis de termoestabilidad del fragmente FAB, se utilizan
medicionas por calorimetria diferencial de barrido, mientras que se identifica una

temperatura de fusion media del fragmento FAB en el contexto de una 1gG de



longituc completa. Esta clase de mediciones calorimétricas son hien conocidas por
aquellos con experiencia en la técnica y pusden llevarse a cabo de acuerdo con,
por ej., Garber y Demarest (2007), EBRC 3%5 7. Sorprendentemente, se ha
descubierto que el anticuerpo humanizado de la presente invencion tiene una
temperatura de termoestabilidad del fragmento FAB mayor que el anticuerpo
progenitor no humanizado. Habitualmente, el anticuerpo principal no humanizado
es un anticuerpo murino, en particular un anticuerpo murino NMC-4. Por lo tanto,
la presente revelacion también provee un anticuerpe humanizado o fragmento de
unién del mismo  especifico para VWF  que  tiene una temperatura  de
termoestabilidad del fragmento FAB mayor que el anticuerpo progenitor no
humanizado.

La presente revelacidn provee un anticuerpo humanizade o fragmento de
unién del mismo espeacifico para VWF que comprende las siguientes secuencias
de aminoacidos de regidn hipervariable: HCDR1 (GFSLTDYGVD; SEC ID NO: 7),
HCDR2 (MIWGDGSTDYNSALKS; SEC ID NO: &), HCDRZ (DPADYGNYDYALDY;
SEC ID NO: 9) y LCDR?2 (QQYEKLPWT; SEC ID NO: 12), con la condicién de que
al menos una de LCDR1 y/o LCDR2 no sea SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10) o
YTSSLHS (SEC ID NO: 11), respectivamente. Sorprendentemente, los
anticuerpos NMC-4 humanizados carentes de LCDR1 y/o LCDR2 NMC-4 retienen
afinidad de unién nanomolar por VWF.

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede ademas
comprender regiones de entramado de cadena pesada de anticuerpo humano. En
algunas realizaciones, las regiones de entramado de cadena pesada
corresponden a regiones de entramado de cadena pesada presentes en un
anticuerpo humane derivado de 4-59. En algunas realizacionss, las regiones de
entramaclo de cadena pesada presentes en un anticuerpo humano derivado de 4-
89 ademas comprenden uno o mas residuos murinos. En algunas realizaciones,
las regiones de entramado de cadena pesada presentes en un anticusrpo humano
derivadao de 4-59 no comprenden uno o mas residuos murinos.

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado pusde ademas
comprender regionas de entramado de cadena liviana de anticuerpo humano. En
algunas realizaciones, las regiones de entramado de cadena liviana corresponden

a las regiones de entramado de cadena liviana presentzn en un anticuerpo



humanc derivade de 018. En algunas realizaciones, las regionas de entramado de
cadena liviana presentes en un anticuerpo humano derivado de 018 ademas
comprenden uno o mas residuos murinos. En algunas realizaciones, las regiones
de entramado de cadena liviana presentes en un anticuerpo humano derivado de
018 no comprenden uno 0 Mas residuas murinos.

Pueden obtenerse LCDR1 y/o LCDR2 a partir de una fuente humana. En
algunas realizaciones, pueden obtenerse LCDR1 y/o LCDR2 del mismo anticuerpo
(por €j., un anticuerpo humano). En otras realizaciones, pueden obtenarse LCDR1
y/o LCDR2 de diferentes anticuerpos (por &j., dos anticuerpos humanos). Si se
obhtiene LCDR2 de una fuente humana, preferentemente @s DASNLET (SEC ID
NO: 118).

La presentz revelacién también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento d= union del mismo especifico para VWF que comprende: HCDR1
(GFSLTDYGVD; SEC ID NO: 7), HCDR2 (MIWGDGSTDYNSALKS; SEC ID NO:
8), HCDR2 (DPADYGNYDYALDY; SEC ID NO: 9), LCDR1 (SASQDINKYLN; SEC
ID NO: 10), LCDR2 (YTSSLHS; SEC ID NO: 11) y LCDR3 (QQYEKLPWT;, SEC ID
NQO: 12); las regiones de entramado de cadena pesada 1, 2 y 3 correspondientes a
regiones de entramado presentes en la secuencia 4-59 de linga germinal de
cadena pesada de anticuerpo humano |, donde la regidon de entramado de cadena
pesada 1 es QVQLQAESGPGLVKPSETLSLTCTVS (SEC ID NO: 1771); la region de
entramado de cadena pesada 2 es WIRQPPGKGLEWIG (SEC ID NO: 172); vy la
regién de entramado de cadena pesada 3 es
RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NO: 173); y la regién de
entramado de cadena liviana 1, 2 y 3 correspondiente a las regiones de entramado
presentes en la secuencia 018 de linea germinal de cadena liviana de anticuerpo
humanc | dond= Ja  region  de entramado de cadena liviana es
DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 138); la region de entramado de
cadena liviana 2 es WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID NO: 127); y la regién de
entramado de cadena liviana 3 es GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC
(SEC ID NOQ: 188).

La presente revelacién proves un anticuerpo humanizado o fragmento de
union del mismao especifico para vWF que comprends: HCDR1 (GFSLTDYGVD;
SEC ID NO: 7), HCDR2 (MIWGDGSTDYNSALKS; SEC ID NO:. &), HCDR3



(DPADYGNYDYALDY; SEC ID NO: 9) ), LCDR1 (SASQDINKYLN; SEC ID NO:
10), LCDR2 (YTSSLHS; SEC ID NOI: 11) y LCDR3 (QQYEKLPWT; SEC ID NO:
12); y las regiones de entramado de cadena pesada 1, 2 y 3 correspondientes a
regiones de entramado presentes en la secuencia 4-34 de linea germinal de
cadena pesada de anticuerpo humano , donde la regién de entramado de cadena
pesada 1 es QVQLQAWGAGLLKPSETLSLTCAVY (SEC ID NO:165); la region d=
entramado de cadena pesada 2 es WIRQPPGKGLEWIG (SEC ID NO: 166) y la
regién de entramado e cadena pesaca 3 es
RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NO: 157); y las regiones
de entramado de cadena liviana 1, 2 y 3 correspondiente a regiones de entramado
presentes en la secuencia 018 de linea germinal de cadena liviana de anticuerpo
humano , donde la regidbn de entramado de cadena liviana 1 es
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 186); la regién de entramado de
cadena liviana 2 es WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID NQO: 187); y la region de
entramado de cadena liviana 3 es GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC
(SEC ID NO: 188).

La presente revelacion tambien provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para el dominio A1 en VWF que
comprende HCDRt1  (GFSLTDYGVD; SEC ID  NO: 7), HCDR2
(MIWGDGSTDYNSALKS; SEC ID NO: 8), HCDR3 (DPADYGNYDYALD; SEC ID
NQO: 9), LCDR1 (SASQDINKYLN; SEC ID NO: 10), LCDR2 (YTSSLHS; SEC ID
NO: 11) y LCDR3 (QQYEKLPWT; SEC ID NO: 12); las regiones de entramado de
cadena pesada 1, 2 y 3 camespondizntes a regionss de entramado 1, 2y 3
presentes en un anticuerpo de la familia VH4 de linea germinal de anticuerpo
humanc; y las regiones de entramado de cadena liviana 1, 2 y 3 correspondientss
a regiones de entramado 1, 2 y 3 presentes en un anticuerpo de la familia VK1 de
linga germinal de anticuerpo humano.

El anticuerpe humanizado o fragmento de unién del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable 4-04 de linea germinal de
cadena pesada (por 2j., FW1: QVQLOESGPGLVKPSGTLSLTCAVS (SEC ID NO:
147), FW2: WVRQPPGKGLEWIS (SEC ID NO: 148) vy Fwa:
RVTISVDKSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NQ: 149).
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El anticuerpo humanizado o fragmento de union del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variahle 4-28 de linea germinal de
cadena pesada (por gj., FW1: QVQLQESGPGLVKPSDTLSLTCAVS (SEC ID NO:
150), FW2: WIRQPPGKGLEWIG (SEC ID NO: 151) y FWa3:
RVTMSVDTSKNQFSLKLSSVTAVDTAVYYCAR (SEC ID NO: 152).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable 4-30.1 de linea germinal de
cadena pesada (por &j., FW1: QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVS (SEC ID NO:
183), FW2:  WIRQHPGKGLEWIS (SEC  ID  NO: 154) y FW
RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NO: 155).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 prasentes en la secuencia variable 4-30.2 de linea germinal de
cadena pesada (por ., FW1: QLOLQESGSGLVKPSQTLSLTCAVS (SEC ID NO:
166), FW2:  WIRQPPGKGLEWIG (SEC ID NO: 157) y FW3
RVTISVDRSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NO: 158).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo pusde
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable 4-30.4 de linea germinal de
cadena pesada (por gj., FW1: QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVS (SEC ID NO:
189), FwW2: WIRQPPGKGLEWIS (SEC  ID NO: 1560) y FW3
RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NO: 161).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo pusde
comprendear las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable 4-31 de linea germinal de
cacdena pesada (por gj., FW1: QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVS (SEC ID NO:
162), FwW2:  WIRQHPGKGLEWIG (SEC  ID  NO: 133) y FW3:
RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NO: 164).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 2 correspondientss a regiones de

entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable 4-34 de linea germinal de



X
cadena pesada (por )., FW1: QVQLQAQWGAGLLKPSETLSLTCAVY (SEC ID NO:
165), FwW2: WIRQPPGKGLEWIG (SEC ID NO: 14868) y FW3a:
RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NO: 167).

El anticuerpo humanizado o fragmento de union del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable 4-39 de linea germinal de
cadena pesada (e.g., FW1. QLOQLAESGPGLVKPSETLSLTCTVS (SEC ID NO:
168), FW2: WIRQPPGKGLEWIG (SEC ID NO: 1569) y FWa:
RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NO: 170).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo puede
comprender las regionas de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramada 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable 4-59 de linea germinal de
cadena pesada (por €j., FW1: QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS (SEC ID NO:
171), por ., FW2: WIRQPPGKGLEWIG (SEC ID NO: 172) y FW3:
RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NO: 173).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientas a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable 4-61 de linea germinal de
cadena pesada (por ej., FW1: QLQLOQESGPGLVKPSETLSLTCTVS (SEC ID NO:
174), FwW2:  WIRQPPGKGLEWIG (SEC ID  NO: 175) vy FW3
RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NO: 178).

El anticusrpo humanizado o fragmento de unidn del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regionas de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable 4-b de linea germinal de2
cadena pesada (por €., FW1: QVOQLOESGPGLVKPSETLSLTCAVS (SEC ID NO:
177), FW2.  WIRQPPGKGLEWIG (SEC ID  NO: 178) y FWS:
RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NO: 179).

El anticuerpo humanizado © fragmento de unidén del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramadlo 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable 012 de linea germinal de
cadlena kappa (e.g., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 150),
FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID NO: 181) y FWa3:
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID NO: 182).



El anticugrpo humanizado o fragmento de unién del mismo puedes
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable 02 de linea germinal de
cadena kappa (e.g., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 183),
FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID NO: 184) y FW3:
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID NO: 185).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unidon del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable 016 de linea germinal de
cadena kappa (por ej., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 186),
FW2:  WYQQKPGRAPKLLIY  (SEC ID  NO:  187) y  FW3:
GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC (SEC ID NO: 1588).

El anticuerpo humanizade o fragmento de unién del mismo puade

comprender las regionas de entramade 1, 2 y 3 correspondientes a regionas de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable 08 de linea germinal de
cadena kappa (por €j., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 189),
FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID NO: 190) y FW3:
GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC (SEC ID NQ: 191).

El anticuerpo humanizado o fragmente de unidn del mismo puede
comprends=r las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a las regiones
de entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia A20 variable de linea germinal de
cadena kappa (por €j., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 192),
FW2: WYQOKPGKVPKLLIY (SEC D NO: 193) y FW3:
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYC (SEC ID NO: 194).

El anticuerpe humanizado o fragmento de union del mismo  puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable A20 ds linea germinal de
cadena kappa (por ¢j., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 195),
Fw2: WYQQKPGKAPKRLIY (SEC ID NO: 196) y FWa:
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID NO: 197).

El anticusrpo  humanizado o fragmento de unién del mismo pueds
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 comrespondientes a regiones de
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cadena kappa (por ej., FW1: NIQMTQSPSAMSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 198),
FW2: WFQQKPGKVPKHLIY (SEC D NO: 199) y FWa:
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID NO: 200).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable L1 de linea germinal de
cadena kappa (por gj.,, FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 201),
FW2: WFQQKPGKAPKSLIY (SEC ID NO: 202) y FW3:
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID NO: 203).

El anticuerpo humanizado o fragmento de uniéon del mismo pueds
comprender las regienes de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable L15 de linea germinal de
cadena kappa (por gj., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 204),
FW2: WYQQKPEKAPKSLIY (SEC ID NO: 205) y FWa:
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID NO: 208).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secusncia variable L4 de linea germinal de
cadena kappa (por ej., FW1: AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 207),
FW2: WYQQOKPGKAPKLLIY (SEC ID NO: 208) y FW2:
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID NO: 209).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo pusde
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 2 presentes en la secuencia variable L18 de linea germinal de
cadena kappa (por &j., FW1: AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC 1D NO: 210),
FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID NO: 211) y FW3:
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID NO: 212).

El anticuerpo humanizade o fragmento de unidn del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable L5 de linea germinal de
cadena kappa (por €., FW1: DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 213),
FW2.  WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID NO: 214 vy  FWa:
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID NO: 215).



El anticuerpo humanizado o fragmento de unidon del mismo puade
comprander las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable L19 de linega germinal de
cadena kappa (e.g., FW1: DIOMTQSPSSVSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 218),
FW2: WY QQKPGKAPKLLIY (SEC iD NO: 217) y FWa3:
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID NO: 218).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientas a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable LS de linea germinal de
cadena kappa (por gj., FW1: DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 219),
FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID NO: 220) y FW3:
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDRFATYYC (SEC ID NO: 221).

El anticuerpo humanizade o fragmento de unidn del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2 y 2 correspondientes a regionas de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable L23 de linea germinal de
cadena kappa (por gj., FW1: AIRMTQSPFSLSASVGDRVTITC (SEC 1D NO: 222),
FW2: WYQQKPAKAPKLFIY (SEC ID NO: 223) y FW3:
GVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID NO: 224).

El anticusrpo humanizado o fragmento de unidn del mismo puede
comprendsr las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones ce
entramado 1, 2 y 2 presentes en la secuencia variable L9 de linea germinal de
cadena kappa (por )., FW1: AIRMTQSPSSFSASTGDRVTITC (SEC ID NO: 228),
FW2: WYQQOKPGKAPKLLIY (SEC D NO: 226) y FWa:
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISCLQSEDFATYYC (SEC ID NO: 227).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo puede
comprendsr las regiones de entramado 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable L24 de linea germinal de
cadena kappa (por )., FW1: VIWMTQSPSLLSASTGDRVTISC (SEC ID NO: 228),
FW2: WYQQKPGKAPELLIY (SEC iD NO: 229) y FW3:
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISCLQSEDFATYYC (SEC ID NO: 230).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unidén del mismo puade
comprender las regiones de entramade 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de

entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable L11 de linea germinal de



cadena kappa (por €j., FW1: AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 231),
FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID NO: 232) y FW3:
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID NO: 233).

El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo puede
comprender las regiones de entramado 1, 2y 3 correspondiehtes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en la secuencia variable L12 de linea germinal de
cadena kappa (por €j., FW1: DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 254),
FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEC 1D NO: 235) y FW3:
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYC (SEC ID NO: 2385).

La presente revelacién también provee un anticuerp2 humanizado o
fragmento de unidn del mismo especifico para el dominio A1 en VWF que
comprende;  HCDR1  (GFSLTDYGVD; SEC ID NO: 7), HCDR2
(MIWGDGSTDYNSALKS; SEC ID NO: &), HCDRS (DPADYGNYDYALDY; SEC ID
NO: 9), LCDR1 (SASQDINKYLN; SEC ID NO: 10), LCDR2 (YTSSLHS; SEC ID
NO: 11) y LCDR3 (QQYEKLPWT; SEC ID NO: 12); las regiones de entramacdo de
cadena pesada 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de entramado 1, 2 y 3
presentes en el anticuerpo humano 4-04 (SEC 1D NO: 147, 148 y 149,
respectivamente), 4-23 (SEC ID NO: 150, 151 y 1582, raspectivamente), 4-30.1
(SEC ID NO: 153, 154 y 155, respectivaments), 4-30.2 (SEC ID NO: 155, 157 y
168, respectivamente), 4-20.4 (SEC ID NO: 159, 160 y 151, respectivamente), 4-
21 (SEC ID NQ: 132, 183 y 164, respectivamente), 4-34 (SEC ID NO: 164, 166 y
167, respectivamente), 4-39 (SEC ID NO: 138, 169 y 170, respectivamente), 4-59
(SEC ID NO: 171, 172 y 173, respectivamente), 4-51 (SEC ID NO: 174, 175y 176,
respectivamente) o 4-bh (SEC ID NO: 177, 175 y 179, respectivamente); y las
regiones de entramado de cadena liviana 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramado 1, 2 y 3 presentes en el anticuarpo humano 012 (SEC ID NO: 180, 181
y 122, respectivaments), 02 (SEC ID NO: 183, 184 y 185, respectivaments), 013
(SEC ID NO: 1853, 187 y 128, respactivaments), 03 (SEC ID NO: 189, 190 y 191,
respectivamente), A20 (SEC ID NO: 192, 193 y 194, respectivamente), A30 (SEC
ID NO: 195 196 y 197, respectivamente), L14 (SEC 1D NO: 198, 199 y 200,
respectivaments), L1 (SEC ID NO: 201, 202 y 203, respactivamente), L15 (SEC ID
NO: 204, 20& y 208, respectivaments), L4 (SEC ID NO: 207, 208 y 209,
respectivamentey), L18 (SEC ID NO: 210, 211 y 212, respectivamente), LS (SEC



ID NO: 213, 214 y 215, respectivamente), L19 (SEC ID NO: 2146, 217 y 218,
respectivaments), L& (SEC ID NO: 219, 220, y 221, respectivaments), L23 (SEC
ID NO: 222, 2235 y 224, respectivamente), L9 (SEC ID NO: 225, 226 y 227,
respectivamente), L24 (SEC ID NO: 228, 229 y 230, respectivamente), L11 (SEC
ID NO: 231, 232 y 233, respactivamente) o L12 (SEC ID NO: 234, 235 y 2365,
respectivamente).

La presente ravelacion también provee un anticuerpo humanizado o
fragmento de unidn del mismo descripto en la presente que retiene la misma
actividad que el anticuerpo progenitor no humanizado o que un anticuerpo
quimérico que comprende regiones variables del anticuerpo progenitor no
humanizado y una regién Fc humana. Habitualmente, €l anticuerpo progenitor no
humanizado es un anticuerpe murino, en particular un anticuerpo murino NMC-4.
Habitualmente, el anticuerpo quimérico que comprende regionss variables del
anticuerpo no humanizado protenitor es un anticuerpe que comprende regionas
variables de un anticuerpo murino, en particular de un anticusrpo murino NMC-4 y
una region Fc humana. Como region Fc humana, preferentemente se utilizan las
regiones Fc humanas descriptas en la presente solicitud.

La actividad del anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo
descripto en la presente, del anticuerpo progenitor no humanizado y del anticuerpo
quimérico puede madirse como actividad e aglutinacién plaguetaria inducida por
ristocetina determinando la actividad en ECgo segln lo descripto, por gamplo, en
el Ejemplo 1. Puede considerarse que un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo descripto en la presente retiene la misma actividad dzl anticuerpo
principal no humanizado o del anticuarpo quimérico cuando la actividad en ECsg
del anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo descripto en la
presente es idéntica a la actividad en ECsg 0 es hasta 50%, preferentements hasta
30%, preferentemente hasta 20% diferente (por €., superior o inferior) de la
actividad en ECgy del anticuerpo principal no humanizado o del anticuerpo
quimérico.

En una realizacion preferida de la presente revelacion el anticuerpo
humanizado o fragmento de unidn del mismo descripto en la presente ademas

comprende una regién de entramado de cadena pesada de un anticusrpo



humano, donde la regién de entramada de cadena pesada humana no comprende
unc o mas residuos murinos.

En una realizacion preferida adicional de la presente revelacion el
anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo descripto en la presente
ademas comprende una region de entramado de cadena liviana de un anticuerpo
humano, donde la regidén de entramado de cadena liviana humana no comprende
uno o mas residuos murinos.

“Una regidn de entramado de cadena pesada humana que no compranie
uno o mMas residuos murinos” o “una regién de entramado de cadena liviana
humana que no comprende uno 0 mas residuos murinos” hace referencia a una
region de entramado de cadena pesada o liviana humana que no comprende uno
0 mas residuos murinos que existen sélo en roedores, por ej., no comprende
retromutacicenes a residuos que existen sélo en roedores y que no existen en
humanos. No se excluyen por parte de esta definicidn las regiones de entramado
de cadena pesada o liviana humana que contienen residuos humanos que existen
también en roedores. Tampoco se excluye por parte de esta definicién una regién
de entramado de cadena pesada o liviana humana de la cual se haya mutado un
residuo a une humano comun, por 2., a un residuo comuin a la mayoria de las
regiones de entramado humanas pero que existe también en roedores.

En el caso de realizaciones de la presents revelacion donde las regiones de
entramado de cadena pesada © liviana de anticuerpos humanos ademas
comprenden uno o mas residuos murinos, usualmente comprenden 10 o menos,
preferentemente 9 o menos, mas preferentemente 8 o menos, ain mas
preferentamente 7 o menos, con la mayor preferencia 6 o menos, en particular &
menos, mas en particular 4 0 menos, incluso mas =n particular 3 0 menos, mas €n
particular 2 @ menos, con la mayar particularidad 1 residuo murino.

La presente revelaciéon provee un acido nucleico aislado que codifica un
anticuerpo humanizado o fragmento de unidén del mismo especifico para vWF que
comprende una secuencia de region variable de cadena pesada como la expuesta
en la SEC ID NO: 19 y una secuencia de region variable de cadena liviana como la
expuesta en la SEC ID NO: 26.

La presente revelacidn provee un acido nucleico aislado que codifica un

anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico para vWF que



comprende una secuencia de cadena pesada como la expuesta en la SEC ID NO:
237 y una secuencia de cadena liviana como la expuesta en la SEC ID NO: 228.

La presente revelacidon también provee un acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico
para VWF humano que comprande regiones CDR correspondientes a las CDR
presentes en el anticuerpo murino NMC-4, una regiéon de entramado de cadena
pesacda correspondients a la regién de entramado presente en la region variable
del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEC ID NO: 4) y una regidn d= entramado
de cadena liviana correspondiente a la region de entramado presente en la region
variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEC ID NO: 6).

La presente revelacion también provee un acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo humanizado o fragmento del mismo especifico para vVWF
humano que comprends: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2:
MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 3) y HCDR2: DPADYGNYDYALDY (SEC ID
NO: 9) y una region de entramado de cadena pesada de la region variable del
anticuerpo humano AAC18135.1 (SEC ID NO: 4). Se expone una secusncia
nuclzotidica de una regidon de entramado de cadena pesada humana
reprasentativa en la SEC ID NO: 116.

La prasente revelacién también provee Un acido nucleico aislado que
cadifica un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico
para VWF humano que comprende las CDR de cadena liviana LCDR1:
SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y LCDRG:
QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12) y una regién de entramado de cadena liviana de la
regién variable del anticuerpo humano AAK94503 (SEC ID NO: 5). Se expone una
secuencia nucleotidica de una regién de entramado de cadena liviana humana
representativa en la SEC ID NO: 117.

La presente revelacién también provee un acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico
para VWF humano que comprende una de las siguientes regiones variables de
cadena pesada: H2 (SEC ID NO: 13), H4 (SEC ID NO: 14), H5 (SEC ID NO: 15),
HG (SEC ID NO: 13), H7 (SEC ID NQ: 17), H2 (SEC ID NO: 18), H9 (SEC ID NO:
19), H12 (SEC ID NO: 20), H15 (SEC ID NO: 21), H14 (SEC ID NO: 22), H1&
(SEC ID NO: 145) o H'16 (SEC ID NO: 145).
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La presente revelacién también provee un acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo especifico
para VWF humano que comprende una de las siguientes regiones variables de
cadena liviana: L5 (SEC ID NO: 23), L4 (SEC ID NO: 24), L& (SEC ID NO: 25), L7
(SEC ID NO: 213), L& (SEC ID NO: 27), L9 (SEC ID NO: 28), L10 (SEC ID NO: 29)
o L11 (SEC ID NO: 30).

La presente revelacion también provee un acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de union del mismo especifico
para VWF humano que comprende una de las siguientes regiones variables de
cadena pesada: H2 (SEC ID NO: 13), H4 (SEC ID NO: 14), H5 (SEC ID NQ: 15),
H5 (SEC 1D NO: 15), H7 (SEC ID NO: 17), H8 (SEC ID NO: 18), H9 (SEC 1D NO:
19), H12 (SEC ID NO: 20), H12 (SEC ID NO: 21), H14 (SEC ID NO: 22), H1&
(SEC ID NO: 145) o H16 (SEC ID NO: 148) y una de las siguientes regiones
variables de cadena liviana: L5 (SEC 1D NO: 23), L4 (SEC ID NO: 24), L6 (SEC ID
NO: 25), L7 (SEC ID NO: 26), L& (SEC ID NO: 27), LY (SEC ID NO: 28), L10 (SEC
ID NO: 29) o L11 (SEC ID NO: 30).

La presente revelacidn también provee un acido nucleico aislado que
comprende la secuencia de acido nucleico que codifica una cadena liviana del
vector GS264 depositada en un microorganismo con DSMZ el 23 de enero de
2008, que tiene el N° de acceso DSM 21059.

La presents revelacion también provee un acido nucleico aislado que
comprende la secuencia de acido nuclzico que codifica una cadena pesada del
vector GS265 depositada en un micreorganismo con DSMZ el 23 de enero de
2008, que tiene el N* de acceso DSM 21080.

Por lo tanto, la presente revelacion también provee un  anticuerpo
humanizado o fragmento de unién del mismo especifico para VWF caodificado por
la secuencia de acido nucleico que codifica una cadena liviana del vector GS264 y
jpor la secuencia de acido nucleizo que cadifica una cadena pesada del vector
GS265.

La presente revelacién provee un vector que comprende un acido nucleico
aislado que codifica un anticusrpo humanizado o fragmente de unién del mismo

especifico para VWF que comprends una secuencia de regién variable de cadena

o>



pesada como la expuesta en la SEC ID NO: 19 y una secuencia de regién variable
de cadena liviana como la expuesta en la SEC ID NO: 28.

La presente revelaciéon provee un vector que comprende un acido nucleico
aislado que codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de unidon del mismo
especifico para VWF que comprende una secuencia de cadena pesada como la
expuesta en la SEC ID NO: 237 y una secuencia de cadena liviana como la
expuesta en la SEC ID NOQ: 238,

La presente revelacion tambien proves un vector que comprende un acido
nucleico que codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo
especifico para VWF humano que comprends regionas de CDR correspondientes
a las CDR presentes dentro del anticuerpo murino NMC-4, una region de
entramado de cade.na pesada correspondiente a la regidn de entramado de la
region variable del anticuerpo hurnano AAC18165.1 (SEC ID NO: 4) y una region
de entramado de cadena liviana correspondiente a la regién de entramado de la
regidn variable del anticuerpo humano AAKS43808 (SEC ID NO: ).

La presente revelacién también provee un vector que comprande un acido
nucleico que codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo
especifico para VWF humano que comprende: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID
NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8) y HCDR3:
DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9) y una regién de entramado de cadena
pesada de la regidn variable del anticuerpo humano AAC181685.1 (SEC 1D NO 4).

La presente revelacion también provee un vector que comprends un acido
nucleico gue codifica un anticueno humanizado o fragmento de unidn del mismo
especifico para VWF humano que comprende: las CDR de cadena liviana LCDR1:
SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y LCDRS:
QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12) y una rzgidn de entramado de cadena liviana de la
region variable del anticuerpo humano AAK94803 (SEC ID NQ: 3).

La presente revelacion también proves un vector que comprends un asido
nucleico que cadifica un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo
especifico para VWF humano que comprende una de las siguient&s regiones
variables de cadena pesada: H2 (SEC ID NC: 13), H4 (SEC 1D NO: 14), H5 (SEC
ID NQO: 18), H& (SEC ID NO: 16), H7 (SEC ID NO: 17), H8 (SEC ID NQ: 18), HY
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(SEC ID NO: 19), H12 (SEC ID NO: 20), H12 (SEC ID NO: 21), H14 (SEC ID NO:
22), H15 (SEC ID NQ: 145) o H'15 (SEC ID NO: 145).

La presente revelacion también provee un vector que comprende un acido
nucleico que codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo
especifico para VWF humano que comprende una de las siguientes regiones
variables de cadena liviana: L5 (SEC ID NOQ: 22), L4 (SEC ID NO: 24), L3 (SEC ID
NO: 28), L7 (SEC ID NO: 26), L& (SEC ID NO: 27), L9 (SEC ID NO: 28), L10 (SEC
ID NO: 29) o L'11 {SEC ID NO: 30).

La presente revelacion también proves un vector que comprende un acido
nucleico que codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de union del mismo
especifico para VWF humano que comprende una de las siguientes regiones
variables de cadena pesada: H2 (SEC ID NQO: 13), Hd (SEC ID NO: 14), H5 (SEC
ID NO: 15), H3 (SEC ID NO: 18), H7 (SEC ID NO: 17), HE (SEC ID NO: 18), HY
(SEC ID NO: 19), H12 (SEC ID NO: 20), H13 (SEC ID NO: 21), H14 (SEC ID NO:
22y, H15 (SEC ID NO: 145) o H16 (SEC ID NO: 148) y una de las siguientes
regiones variables de cadena liviana: L5 (SEC ID NO: 23), L4 (SEC ID NO: 24), L8
(SEC ID NQ: 25), L7 (SEC ID NO: 26), LS (SEC ID NO: 27), LY (SEC ID NO: 28),
L10 (SEC ID NO: 29) o L11 (SEC ID NO: 30).

La presente revelacion también proves un vector que comprends un acido
nucleico aislade que comprende la secuencia de acido nucleico que codifica una
cadena liviana del vector GS264 depositada en un microorganismo con DSMZ el
22 de enero de 2003, que tiene el N* de acceso DSM 21059.

La presente revelacion también provee un vector qus comprende un acido
nucleico aislado que comprende la secusncia de acido nucleico que codifica una
cadena pesada del vector GS265 depositada en un microorganismo con DSMZ el
23 de enaro de 2008, que tiene el N* de acceso DSM 21060,

La presente revelacion provee una célula huésped que comprende un acido
nucleico que codifica un anticuerpoe humanizado o fragmento de unién del mismo
especifico para VWF que comprende una secuencia de regién variable de cadena
pesada como la expuesta en la SEC 1D NO: 19 y una secuencia de region variable
de cadena liviana como la expuesta en la SEC ID NO: 28,

La presente revelacion provee una célula huésped que comprends un acido

nucleico que codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo



especifico para VWF que comprende una secuencia de cadena pesada como la
expuesta en la SEC ID NO: 237 y una secu=ncia de cadena liviana como la
expuesta en la SEC ID NO: 238.

La presente revelacion tamhién provee una célula huésped que comprende
un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo especifico para VWF humano que comprende las regiones CDR
correspondisntes a las CDR presentes dentro del anticuerpo murino NMC-4, una
regién de entramadio de cadena pesada correspondiente a la region de entramado
de la region variable del anticuerpo humano AAC15165.1 (SEC 1D NO: 4) y una
region de entramado de cadena liviana correspondiente a la regidn de entramado
de la regién variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEC ID NO: ).

La presente revelacion también provee una célula huésped que comprende
un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo  especifico para VWF humano que comprende: HCDRA1:
GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8)
y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9) y una region de entramado de
cadena pesada de la region variable del anticusrpo humane AAC18165.1 (SEC ID
NO: 4).

La present= revelacion también provee una célula huesped que comprende
un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de
unién del mismo especifico para VWF humano que comprende: las CDR de
cadena liviana LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS
(SEC ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12) y una regién de
entramado de cadena liviana de la regién variable del anticuerpo humano
AAK94308 (SEC ID NQ: 8).

La presentz revelacion tamhbién proves una célula huésped que comprende
un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de
union del mismo especifico para VWF humano que comprende una de las
siguientes regionas variables de cadena pesada: H2 (SEC ID NO: 13), H4 (SEC ID
NO: 14), H5 (SEC ID NO: 15), HG (SEC ID NO: 13), H7 (SEC ID NO: 17), H8 (SEC
ID NO: 18), H9 (SEC ID NO: 1%), H12 (SEC ID N 20), H13 (SEC ID NO: 21),
H14 (SEC ID NO: 22), H15 (SEC ID NQ: 145) o H13 (SEC ID NO: 146).



La presente revelacion también provee una célula huésped que comprende
un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humanizacdo o fragmento de
unién del mismo especifico para VWF humano que comprende una de las
siguientes regiones variables de cadena liviana: L5 (SEC ID NO: 23), L4 (SEC ID
NO: 24), LA (SEC ID NQ: 25), L7 (SEC ID NO: 2i), L8 (SEC ID NO: 27), LY (SEC
ID NO: 28), L10 (SEC ID NO: 29) o L11 (SEC ID NC: 30).

La presente revelacian también provee una célula huésped que comprende
un acido nucleico aislado que cadifica un anticuszrpo humanizado o fragmento de
unién del mismo especifico para VWF humano que comprende una de las
siguientes regiones variables de cadena pesada: H2 (SEC ID NO: 13), H4 (SEC ID
NO: 14), HE (SEC ID NO: 15), HA (SEC ID NO: 13), H7 (SEC ID NO: 17), H8 (SEC
ID NO: 18), HO (SEC ID NC: 19), H12 (SEC ID NO: 20), H13 (SEC ID NO: 21),
H14 (SEC ID NO: 22), H15 (SEC ID NO: 145) o H14 (SEC ID NO: 143) y una de
las siguizntes regiones variables de cadena liviana: L5 (SEC ID NO: 23), L4 (SEC
ID NO: 24), L8 (SEC ID NO: 25), L7 (SEC ID NO: 26), L& (SEC ID NO: 27), L9
(SEC ID NO: 28), L10 (SEC ID NO: 29) 0 L11 (SEC ID NO: 30).

La presente revelacidn también provee una célula huésped que comprende
un acido nucleico aislado que comprende la secuencia de acido nucleico que
codifica una cadena liviana del vector GS264 depositada en un microorganismo
con DSMZ el 23 de enero de 2008, que tiene el N° de acceso DSM 21059,

La presente revelacién también proves una célula huésped que comprende
un acido nucleico aislado que comprende la secuencia de acido nuclsico que
codifiza una cadena pesada del vector GS265 depositada &n un microorganismao
con DSMZ el 23 de enero de 2008, que tiene af N* de acceso DSM 21060,

La presente revelacién también provee métodos para producir un
anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico para VWF que
comprende cultivar las células huésped de la presente revelacion de modo que se
exprese el acido nucleico y se produzca el anticuerpo. Los métodos para producir
el anticuerpo humanizado VWF o fragmento de unién del mismo de la presenta
revelacidon pusden ademas comprender recuperar el anticuerpo del cultivo de
células huésped. En algunas realizaciones, &l anticuerpo pueds racuperarse del
medin de las células huésped. En algunas realizaciones, antes del cultivo, la célula

huésped puede co-transfectarse con un vector que comprende un acido nucleico



que codifica una region variable de cadena pesada y con un vector que
comprende un acido nucleico que codifica una region variable de cadena liviana.

La presente revelacion provee composiciones que comprenden un
anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo especifico para VWF que
comprende una secuencia de region variable de cadena pesada como la expuesta
en la SEC ID NO: 19 y una secuencia de region variable de cadena liviana como la
expuesta en la SEC ID NO: 25,

La presente revelacion provee composiciones que comprenden un
anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico para VWF que
comprende una secuencia de regién variable de cadena pesada como la expuesta
en la SEC ID NO: 19 y una secuencia de region variable de cadena liviana como la
expuasta en la SEC ID NO: 28 y un vehiculo aceptable para uso farmacéutico.

La presente revelacion provee composiciones dque comprenden un
anticu=rpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico para VWF que
comprends una secuencia de cadena pesada como la expuesta en la SEC 1D NO:
237 y una secuencia de cadena liviana como la expuesta en la SEC ID NO: 228.

La presente revelacidon proves composiciones que  comprenden un
anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico para VWF que
comprende una secuencia de cadena pesada como la expuesta 2n la SEC ID NO:
237 y una secusncia de cadena liviana como la expuesta en la SEC ID NO: 238 y
un vehiculo aceptable para uso farmacéutico.

La presente revelacion provee composiciones que comprenden un
anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo especifico para &l factor
von Willebrand humano (VWF) que comprende regiones CDR correspondientes a
las CDR presentes en el anticuerpo murino NMC-4, una region de entramado de
cadena pesada correspondients a la regién de entramado de la region variable del
anticuerpo humano AAC18165.1 (SEC 1D NO: 4) y una region de entramado de
cacdena liviana correspondiente a la regién de entramado de la regién variable del
anticuerpo humano AAK94308 (SEC ID NO: 6) y un vehiculo aceptable para uso
farmacéutico.

La present= revelacion también provee composiciones que comprenden un
anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico para vWF que

comprends:  HCDR1:  GFSLTDYGVD (SEC I NO: 7), HCDR2:
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MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: &) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEC ID
NO: 9), una region de entramado de cadena pesada de la region variable del
anticuerpo humano AAC18155.1 (SEC ID NO: 4) y un vehiculo aceptable para uso
farmacéutico.

La presente revelacion proves composiciones que comprenden un
anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico para VWF que
comprende las CDR de cadena liviana LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10),
LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12),
una region de entramado de cadena liviana de la region variable del anticuerpo
humana AAKSO4808 (SEC ID NO: @) y un vehiculo aceptable para uso
farmacéutico.

La presente revelacion provee composiciones que comprenden un
anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico para VWF que
comprende: las CDR de cadena pesada: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7),
HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8) y HCDRZ: DPADYGNYDYALDY
(SEC ID NO: 9); las CDR de cadena liviana: LCDR1: SASQODINKYLN (SEC ID NO:
10), LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO:
12); opcionalmente una regidon de entramado de cadena liviana de la region
variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEC ID NO: 6) y/o una regién de
entramado de cadena pesada de la regién variable del anticuerpo humano
AAC12165.1 (SEC ID NO: 4) y un vehicule aceptable para uso farmaceutico.

La presents revelacion también jprovee composiciones que compranden un
anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico para VWF que
comprende una de las siguientes regiones variables de cadena pesada: H2 (SEC
ID NO: 13), H4 (SEC ID NO: 14), H& (SEC ID NO: 15), H3 (SEC ID NO: 14), H7
(SEC ID NO: 17), H3 (SEC ID NO: 18), HS (SEC ID NO: 19), H12 (SEC ID NO:
20), H13 (SEC ID NO: 21), H14 (SEC ID NO: 22), H15 (SEC ID NO: 145) o H16
(SEC ID NO: 146) y un vehiczulo aceptable para uso farmacéutico.

La presente revelacion provee composiciones que comprenden un
anticuzrpo humanizado o fragmente de union del mismo sspecifico para vVWF que
comprende una de las siguientes regiones variables de cadena liviana: L5 (SEC 1D

NO: 232), L4 (SEC ID NO: 24), L3 (SEC ID NO: 258), L7 (SEC ID NO: 26), L8 (SEC

|



ID NO: 27), L9 (SEC ID NO: 28), L10 (SEC ID NO: 29) o L11 (SEC ID NO: 20) y un
vehiculo aceptable para uso farmacéutico.

La presente revelacidon también provee cor11posiciohes que comprendesn un
anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo especifico para vVWF que
comprends una de las siguientzs regiones variables de cadena pesada: H2 (SEC
ID NQ: 113), H4 (SEC ID NO: 14), H& (SEC ID NO: 15), H& (SEC ID NO: 165), H7
(SEC ID NO: 17), H8 (SEC ID NO: 18), H@ (SEC ID NO: 19), H12 {SEC ID NO:
20), H13 (SEC ID NO: 21), H14 (SEC ID NO: 22), H15 (SEC ID NO: 145) o H16
(SEC ID NO: 148); una de las siguientes regiones variables de cadena liviana: L5
(SEC ID NO: 23), L4 (SEC ID NQ: 24), L3 (SEC ID NO: 25), L7 (SEC ID NO: 28),
LS (SEC ID NO: 27), L9 (SEC ID NO: 28), L10 (SEC ID NO: 29) o L11 (SEC ID
NO: 30) y un vehiculo aceptable para uso farmacéutico.

También se provesn composiciones que compranden un primer anticuerpo
humanizado ¢ fragmento de unidn del mismo descripto en la presente y un
segundo anticuerpo que se une al dominio A1 de vVWF. En algunas realizaciones,
el segunde anticuerpo es AJW-200. _

La presente revelacion también provee  métodos para tratar una
enfermedad o trastorno mediado por vWF (por &), una enfermedad o trastorno
trombético) en un sujeto (por €., un hamane), método que comprende administrar
al sujeto una cantidad efectiva para use terapéutico de un anticuzrpo humanizado
o fragmento de unién del mismo especifico para vVWF humand que comprends una
secuencia de regidon variable de cadena pesada como la expuesta en la SEC ID
NO: 19 y una secusncia de regién variable de cadena liviana como la expuesta en
la SEC ID NQ: 28.

La presents revelacion también proves métodos para  tratar una
enfermedad o trastorno mediado por VWF (por €., una enfermedad o trastorno
trombético) en un sujeto (por <., un humano), método que comprende administrar
al sujeto una cantidad efectiva para LISO.;i-EI'a[Z!éLItiCO de un anticuerpo humanizado
o fragmento de union del mismo especifico para vVWF humano que comprende una
secusncia de cadena pesada como la expuesta en la SEC ID NO: 237 y una
secuenacia de cadena liviana como la expuasta en la SEC ID NO: 233,

La |:»i'esente revelacion  también  provee métodos para tratar una

enfermedad o trastorno mediado por VWF (por €., una enfermedad o trastorno



trombotico) en un sujeto (por €j., un humano), método que comprende administrar
al sujeto una cantidad efectiva para uso terapéutico de un anticuerpo humanizado
o fragmento de unién del mismo especifico para VWF humano que comprende
regiones CDR correspondientes a las CDR presentas dentro del anticuerpo murino
NMC-4, una regién de entramado de cadena pesada correspondiente a la regién
de entramado de la regidn variable del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEC ID
NO: 4) y una regién de entramado de cadena liviana correspondiente a la region
de entramado de la region variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEC ID
NO: 6).

La presente revelacién también provee métodos para tratar una
enfermedad o trastorne mediado por VWF (por g)., una enfermedad o trastorno
trombdtico) en un sujeto (por €j., un humano), que comprenden administrar al
sujeto una cantidad efectiva para uso terapéutico de un anticuerpo humanizado o
fragmento de unidn del misme especifico para VWF que comprende: HCDR1:
GFSLTDYGVD (SEC 1D NO: 7), HCDR2: MIWGDSSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8)
y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9) y una regién de entramado de
cadena pesada de la regidn variable del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEC ID
NO: 4).

El trastorno o enfermedad trombdtica pusde ser una enfermedad
cardiovascular o trastornos cerchrovasculares tales como la apoplejia isquémica.
En algunas realizaciones, la enfermedad cardiovascular es aterosclerosis,
restenosis, angina, infarte agudo de miocardio, sindrome coronario agudo o
trastornos cardiovasculares ascciados con la diabetes. En algunas realizacicnes,
la enfermedad trombdtica es inflamacién vascular, trombosis venosa, enfermedad
falciforme, rechazo de xencinjerto, enfermedad vascular periférica, purpura
trombocitopénica tromhadtica, fibrosis quistica, demencia vascular, enfermedad de
Raynaud, artritis reumatoide o diabetes. En algunas realizaciones los trastornos
cerebrovascularas pueden incluir apoplejia isquémica, resultante tanto de infartos
cerebroarteriales como de pequefos infartos lacunaras, y demencia vascular.
También pusden utilizarse anticusrpos humanizados VWF para la prevencién de
apoplejias recurrentes o iniciacion de apoplejias desencadenadas por inflamacion

serebrovascular.



En algunas realizaciones, el trastorno o enfermedad tromboética puede
incluir cancer.

La presente revelacion provee métodos para tratar una enfermedad o
trastorno mediado por VWF (por &j., una enfermedad o trastorno trombético) en un
sujeto (por €j., un humano), que comprenden administrar al sujeto una cantidad
efectiva para uso terapéutico de un anticuerpo humanizado o fragmento de unién
del mismo especifico para VWF que comprends las CDR de cadena liviana
LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDRZ: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y
LCDR2: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12) y una region de entramado de cadena
liviana de la regidn variable del anticuerpo humano AAKS4808 (SEC D NO: ).

La presente revelaciébn también provee métodos para tratar una
enfermedad o trastorno mediado por vWF (por €., una enfermedad o trastorno
tromboético) en un sujeto (por €j.,, un humano), que comprenden administrar al
sujeto una cantidad efectiva para uso terapéutico de un anticuerpo humanizado o
fragmento del mismo especifico para VWF que comprende una de las siguientes
regiones variables de cadena pesada: H2 (SEC ID NO: 13), H4 (SEC ID NO: 14),
HE& (SEC ID NO: 15), H3 (SEC ID NQ: 15), H7 (SEC ID NO: 17), H8 (SEC ID NO:
18), HO (SEC ID NO: 19), H12 (SEC ID NO: 20), H13 (SEC ID NO: 21), H14 (SEC
ID NO: 22), H1& (SEC ID NO: 148) 0o H1& (SEC ID NO: 146),

La presents revelacidn proves métodos para tratar una enfermedad o
trastorno mediaclo por VWF (por €j., una enfermedad o trastorno trombética) en un
sujeto (por &j., un humano), que comprenden administrar al sujeto una cantidad
efectiva para uso terapéutico de un anticuerpo humanizado o fragmento del mismo
especifico para VWF que comprende una de las siguientes regiones variables de
cadena liviana: LS (SEC ID NO: 23), L4 (SEC ID NO: 24), L3 (SEC ID NQ: 25), L7
(SEC ID NO: 26), L8 (SEC ID NO: 27), L9 (SEC ID NO: 28), L10 (SEC ID NO: 29)
o L11 (SEC ID NO: 30).

La presente revelacidon tamhbién provee métodos para tratar una
enfermedad o trastorno mediado por VWF (por &), una enfermedad o trastorno
tromhaético) en un sujeto (por )., un humano), que comprenden administrar al
sujeto una cantidad efectiva para uso terapéutico de un anticuerpa humanizado o
fragmento del mismo especifico para vVWF que comprende una de las siguientes

regionas variables de cadena pesada: H2 (SEC ID NO: 13), H4 (SEC ID NO: 14),

N



H5 (SEC ID NO: 15), H5 (SEC ID NO: 16), H7 (SEC ID NQ: 17), H8 (SEC ID NO:
18), HY (SEC ID NO: 19), H12 (SEC ID NO: 20), H13 (SEC ID NO: 21), H14 (SEC
ID NO: 22), H15 (SEC ID NO: 145%) o H14 {SEC ID NO: 143); y una de las
siguientas regiones variables de cadena liviana: L5 (SEC ID NO: 23), L4 (SEC ID
NO: 24), L3 (SEC ID NO: 25), L7 (SEC ID NO: 26), L8 (SEC ID NO: 27), LY (SEC
ID NO: 28), L10 (SEC ID NO: 29) o L11 (SEC ID NO: 30).

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado carece de funcion
efectora. En algunas realizacionss, el anticuerpo humanizado comprende una
regidon Fc derivada de 1gG,.

La presente revelacion provee un anticuerpe humano o fragmento de union
del mismo especifico para el factor von Willebrand (VWF), que puede
administrarse en una cantidad efectiva para uso terapéutico de aproximadamente
1 a aproximadamente 250 veces la EDqqp sin causar signos clinicos significativos
de sangrado. Preferentements, el anticuerpo humano o fragmento de unién del
mismo es especifico para el dominio A1 de vWF humano. Mas preferentemente, el
anticuerpo humano o fragmento de unidn del mismo especifico para VWF es un
anticuerpo humanizado o un fragmento de unién del mismo especifico para vWF.

La presente revelacidon también proves un método para tratar una
enfermadad o trastorno mediado por VWF mediante la administracién a un sujeto,
preferentements a un humano, de una cantidad efectiva para uso terapéutico del
anticuerpo humanizado o fragmento de unidén del mismo descripto en la presente
de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 100 mg/kg, preferentemente de

de

aproximadamente 0,002 a aproximadamente 20 mg/kg, mas preferentemente
aproximadamente 0,002 a aproximadamente 10 mg/kg, mas preferentemente de
aproximadamentz 0,002 a aproximadament= 0,4 mg/kg, mas preferentemente d=
aproximadaments 0,005 a aproximadamente 0,2 mg/kg, y con la mayor
prefarencia de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,1 mg/kg.

La presente revelacién también provee un método para tratar una
enfermedad o trastorno mediado por VWF mediant= la administracién a un sujeto
necesitacdo del mismo de una cantidad efectiva para uso terapéutico del anticuerpo
humanizado o fragmento de unidon del mismo descripto en la presente de

aproximadaments 1 a aproximadamente 250 veces la EDqg, preferentements de



aproximadamente 1 a aproximadamente 200 veces la ED gy, mas preferentemente
de aproximadaments 1 a aproximadamente 100 veces la ED;go.

La presente revelacién también provee un meétedo para tratar una
enfermedad o trastorno mediado por VWF mediante la administracién de una dosis
o subdosis multiples de una cantidad efectiva para uso terapéutico del anticuerpo
humanizado o fragmento de unién del mismo descripto en la prasente al sujeto
necesitada de tal tratamiento.

La presente revelacion también provee un método para tratar una
enfermedad o trastorno mediado por vWF mediante la administraciéon subcutanea
de una cantidad efectiva para uso terapeutico del anticuerpo humanizado o
fragmento de union del mismo descripto en la presente a un sujeto necesitado de
tal tratamiento.

lla presente revelacion también proves un método para tratar una
enfermedad o trastorno mediado por vWF mediante la administracién intravencsa
de una cantidad efectiva para uso terapéutico del anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo descripto en la presente a un sujeto necesitado de
tal tratamiento.

La presente revelacidén también provee un método para tratar una
enfermedad o trastorno mediado por vWF mediant2 la administracién intravenosa
de una cantidad efectiva para uso terapéutico del anticuerpo humanizado o
fragmento de unidon del mismo descripto en la presents, en serie 0 en combinacion
con tratamientos radiolégicos (por &j., irradiacién o introduccion de sustancias
racdioactivas—tales como las citadas =n UICC (Ed.), Klinische Onkologie, Springer-
Verlag (1982)) a un sujeto necesitado de tal tratamiento.

Aunque pusde utilizarse cualquier metodo y material similar o equivalente a
los descriptos en la presente en la practica o ensayo de la presente revelacién, se
describen los métodos y materiales preferidos.

Produccion de Anticuerpos Humanizados del Factor Von Willebrand

Se proveen métodos para producir un anticuerpo humanizado del Factor

von Willebrand (VWF) (por ej., el NMC-4 muring) o fragmento de unién del mismo.
Puede producirse un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo
especifico para VWF mediante la transferencia de una @ mas CDR o porciones de

las mismas de regiones VH y/o VL de un animal no humano (jpor €j., ratén) a una o

=



mas regiones de entramado de regiones VH y/o VL humanas. Opcionalmente,
pueden reesmplazarse residuos de entramado humanos presentes en las regiones
VH y/o VL con residucs no humanos correspondientes (por €j., de ratdn) cuando
se requiera o desee para mantenar la afinidad de unién. Opcionalmente, pueden
reemplazarse residuos de aminoacidos no humanos presentes en las CDR con
residuos humanos.

Las clasificaciones de los entramados y CDR descriptos en la presente
(excepto HFR1 u HCDR1) se basan en &l sistema de numeracion de Kabat. En

esta definicion, las CDR de la cadena pesada contienen los residuos 31-35
(HCDR1), 50-55% (HCDR2) y 95-102 (HCDRG3); las de la cadena liviana se definen
como constituidas por los residucs 24-34 (LCDR1), 50-56 (LCDR2) y 389-97
(LCDR3). Las regiones de entramado de VH (por ¢j., regidn de entramado de
cadena pesada 1 (HFR1), region de entramado de cadena pesada 2 (HFR2),
regidon de entramado de cadena pesada 3 (HFR3) y/o regidén de entramado de
cadena pesada 4 (HFR4)) se definen como constituidas por los residuos 1-30
(HFRT), 26-49 (HFR2), 83-94 (HFR3); y 103-113 (HFR4); las de VL contienen los
residuos 1-22 (LFR1), 35-49 (LFR2), 57-38 (LFR3) y 98-107 (LFR4) (Wu and
Kabat, 1970 J. Eap. Mec. 132:211). Sin embargo, tomando como bhase la
estructura de las CDR, Chothia definiéd la CDR1-H como compuasta por los
residuos 26-22 (Chothia et al., 1992 J. Mol. Biol. 227: 799). La definicion de AbM
(madelado de anticuerpo) s un compromiso entre las dos utilizadas por el
software de modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular, donde la CDR1-H
contiene los residuos 26-35. Esta es la definicién utilizada para los métodos de
humanizacién descriptos en la presente utilizando NMC-4.,

Puede producirse un anticuerpo humanizado o fragmento de unidén del
mismo especifico para el factor von Willebrand (VWF) mediante la transferencia de
regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada (CDR) de NMC-
4 a una regidn de entramado de cadena pesada correspondiente a la region de
entramado de la regidn variable del anticusrpo humano AAC18165.1 (SEC ID NO:
4), y la transferencia d= CDR de cadena liviana de NMC-4 a una ragién de
entramado de cadena liviana correspondiente a la regién de entramado de la

regidon variable del anticuerpo humano AAK94208 (SEC 1D NO: 8).



También puede producirse un anticuerpo humanizado especifico para VWF
mediante la transferencia de una o mas CDR de cadena pesada (por ej., HCDR1:
GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8)
y HCDRZ: DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9)) del NMC-4 murino a una region
de entramado humano (por €], desde la regidn variable de AAC18155.1 (SEC ID
NO: 4).

También puede producirse un anticuerpo humanizado especifico para vWF
mediante la transferencia de una 0 mas CDR de cadena liviana (por ej., LCDR1:
SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y LCDRZ:
QQYEKLPWT (SEC ID NOQ: 12)) a una regiéon de entramado humano (por €j.,
desde la region variable de AAK94808 (SEC ID NQ: §)).

Puede producirse un anticuerpo humanizado especifico para VWF mediante
la transferencia de una o mas CDR de cadena pesada (por ej.,, HCDR1:
GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8)
y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9)) del NMC-4 murino a una region
de entramado humano (por ., la regién variahle de ACC18165.1.1 (SEC ID NO:
4)), y la transferencia de una o mas CDR de cadena liviana (por €j.,, LCDR1:
SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y LCDR3:
QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12)) a una regién de entramado humano (por €j.,
desde la region variable de AAK93808 ( SEC ID NO: 6)).

Puede producirse un anticuerpo humanizado especifico para vWF mediante
la transferencia de una regién variable de cadena pesada modificada que
comprendes CDR prasentss en NMC-4 y regiones de entramado humanas (por gj.,
H2 (SEC ID NO: 13), H4 (SEC ID NO: 14), H5 (SEC ID NO: 18), H5 (SEC ID NO:
16), H7 (SEC ID NO: 17), HS (SEC ID NO: 18), H2 (SEC ID NO: 19), H12 (SEC ID
NO: 20), H13 (SEC ID NO: 21), H14 (SEC ID NO: 22), H15 (SEC ID NO: 145) o
H16 (SEC ID NO: 146)) a una regién humana constante.

También pueds producirss un anticuerpo humanizado especifico para vWF
mediante la transferencia de una regién variable de cadena liviana modificada que
comprende CDR presentes en NMC-4 y regiones de entramado humanas (por &j.,
L5 (SEC ID NO: 232), L4 (SEC ID NO: 24), L& (SEC ID NO: 28), L7 (SEC ID NO:
23), LS (SEC ID NO: 27), L9 (SEC ID NO: 28), L10 (SEC ID NO: 29) o L11 (SEC

ID NO: 30) a una regidn humana constante.



Puede producirse un anticuerpo humanizado especifico para vVWF mediante
la transferencia de una region variable de cadena pesada modificada que
comprende CDR presentes en NMC-4 y regiones de entramado humanas (por gj.,
H2 (SEC ID NO: 13), H4 (SEC ID NO: 14), H5 (SEC ID NO: 15), H3 (SEC ID NO:
16), H7 (SEC ID NO: 17), H3 (SEC ID NO: 18), H9 (SEC ID NO: 19), H12 (SEC ID
NO: 20), H13 (SEC ID NO: 21), H14 (SEC ID NO: 22), H15 (SEC ID NO: 1458) o
H18 (SEC ID NO: 148) a una regidon humana constante; y una regidn variable de
cadena liviana modificada que comprende CDR presentes en NMC-4 y regiones
de entramado humanas (por ¢f., LS (SEC ID NO: 23), L4 (SEC ID NO: 24), L5
(SEC ID NO: 25), L7 (SEC ID NO: 2d), L& (SEC ID NOQ: 27), L9 (SEC ID NO: 28),
L10 (SEC ID NO: 29) o L11 (SEC ID NQ: 30) a una regién humana constante.

En un intento por reducir ain mas la antigenicidad de los anticuerpos
humanizados, pueden cambiarse (por ., sustituirse) residuos de las CDR (por ¢j.,
residuos murinos) en lugar de un residuo de aminoacido humano. Por ejemplo, el
anticuerpo humanizado puede comprender una o mas sustituciones F27G, L29I,
T20S y/o V34W en HCDR1. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado
puede comprander una o mas sustituciones SB1P y/o AB2S en HCDR2. En
algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender una o mas
sustituciones S24Q, N30S y/o K31N en LCDR1. En algunas realizaciones, el
anticuarpo humanizado puede comprender una o mas sustituciones, por gjemplo
Y50D, T51A, S52N, HSSE y/o SEGT, en LCDR2. En algunas realizaciones, =l
anticuerpo humanizado puede comprendsr una o mas sustituciones F27G, L29I,
T30S ylo V34W en HCDR1; una o mas sustituciones S31P y/o A32S en HCDRZ;
una o mas sustituciones S24Q, N3OS y/o KZIN en LCDRT; y una o mas
sustituciones Y50D, TE1A, S&3N, HS5E y/o ST en LCDR2.

Se contemplan varias formas de=l anticuerpo humanizado. Por gjemplo,
anticuerpo humanizado puede ser un fragmento de anticuerpo, tal como un Fab,
fue esta opcionalments conjugado con uno o mas agentes citotéxicos con el fin de
generar un inmunoconjugado. En forma alternativa, el anticuerpo humanizado o
anticuerpo maduro por afinidad pusde ser un anticuerpo intacto, tal como un
anticuerpo lgG1 intacto.

Se han desarrollarlo varias técnicas para la produccidn de fragmentos de

anticuerpo de anticuerpos humanizados. Tradicionalmente, estos fragmentos se



derivaban mediant2 digestidn proteolitica de anticuerpos intactos (ver, por ej.,
Morimoto et al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods, 24:107-117
(1992); y Brennan et al., Science, 229:81 (1985%)). Sin embargo, actualmente,
estos fragmentos pueden producirse en forma directa mediante células huésped
recombinantes. Por gjamplo, los fragmentos de anticuerpo pueden aislarse de las
genotecas de fagos de anticuerpos descriptas con anterioridad. Alternativamenta,
pueden recuperarse fragmentos Fab'-SH en forma directa de E. coli y acoplarse
quimicaments para formar fragmentos F(ab'), (Carter ef al., Bio/Technology, 1Q:
163-137 (1992)). De acuerdo con otro enfoque, pueden aislarse fragmentos F(ab')-
en forma directa de cultivos de células huésped recombinantes. Otras técnicas
para la produccion de fragmentos de anticuerpo seran evidentes para aquellos con
experiencia en la técnica. En otras realizaciones, el anticuerpo de eleccién es un
fragmento Fv de cadena danica (scFv). Ver WO 1992/16185; la Patente de los
Estados Unidos N* 5.571.894; y la Patent2 de los Estados Unidos N°® & 587 .458. El
fragmento de anticuerpo puede también ser un “anticuerpo lingal®, por €j., como el
cdescripto, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos N° §.641.670.

De acuerdo con un enfoque diferente, puaden fusionarse dominios de
anticuerpo variables con las especificidades de unidén deseadas (sitios de
combinaciéon anticuerpo-antigenc) a secusncias de  dominio constante de
inmunaglobulinas. Preferentements, la fusién es con un dominio constante de
cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende al menos parte de las
regiones bisagra, CH2 y CH3. Se prefiere tener la primera region constante de
cadena pesada (CH1) que contenga el sitio necesario para unién a cadena liviana,
presente en al menos una de las fusiones. Se insertan ADN que codifican las
fusiones de inmunoglobulina de cadena pesada vy, si se desea, la cadena liviana
de inmunoglobulina, en vectores de expresion separados, y se co-transfectan en
un crganismo huésped apropiado. Esto proporciona flexibilidad en el ajuste de las
proporciones mutuas de los tres fragmentos de polipéptido en realizaciones en las
cuales relaciones dasigualss de las tres cadenas polipeptidicas utilizadas en la
construccion proveen rendimientos optimizados. Sin embargo, es posible insertar
las secuencias codificadoras para las dos o tres cadenas polipeptidicas en un

vector de expresion cuando la expresidn de al menos dos cadenas polipeptidicas



en relaciones iguales producerendimientos elevados o cuando las relaciones no
son de particular importancia.

La revelacion tamhbién se refiere a inmunoconjugados qgue comprendsn un
anticuerpo conjugado a un agente citotdxico tal como un agente quimioterapéutico,
toxina (por ¢j., una toxina de molécula pequeia o una toxina enzimaticamente
activa de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o
variantes de las mismas), o un isétopo radioactivo (es decir, un radioconjugado).

La presente revelacion ademas contempla un inmunoconjugado formado
entre un anticuerpo y un compuesto con actividad nucleclitica (por ej., una
ribonuclzasa o una ADN endonucleasa tal como una desoxirribonuclzasa; DNasa).

Se dispone de una variedad de isdtopos radioactivos para la produccidn de
anticuerpos de VWF radioconjugados humanizados. Los ejemplos incluyen A",
1111 v®0 Re'™ Re'E Sm'™ BiF'", P e isdtopos radicactivos de Lu.

Pueden preparase conjugados del anticuerpo y agente citotdxico utilizando
una variedad de agentes bifuncionales de acoplamiento de proteinas tales como
N-succinimidil-3-(2-piridilditiol) propionato (SPDP), suceinimidil-4-(N-
maleimidometil) ciclohexan-1-carbaoxilato, iminotiolano (1T), derivados bifuncionales
de imidoésteres (tal como adipimidato de dimetilo HCI), ésteres activos (tales
como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales comeo  glutaraldehido),
compuestos his-azido (tales como bis (p-azidobenzaoil)hexandiamina), derivados
de his-diazonio (tales como bis-(p-diazonichenzoil)-etilendiamina), diisocianatos
(tales coma talilen 2,6-diisocianato), y compuestos de flior bis-activo (tales como
1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Par gjemplo, puede prepararse una inmunotoxina
de ricina segun lo descripto en Vitetta =t al. Science, 238: 1098 (1987). El acido 1-
isotiocianatobencil-3-metildistilen  triaminapentaaceatico (MX-DTPA) marcado con
carbono 14 es un agente quelante representativo para la conjugacion de un
racionucledtido al anticuerpo. Ver WO 1994/11026. El conector puede ser “un
cohector escindible” que facilite la liberacion del farmaceo citotoxico en la célula.
Por ejemplo, puede utilizarse un conector sensible a los acidos , un conector
sensible a la peptidasa, un conector dimetilo o un conector que contenga disulfuro

(Chari &t al. Cancer Reaearch, 52 127-131 (1992)).



Alternativamente, puede prepararse una protsina de fusion que comprenda
el anticuerpo humanizade de vVWF y un agente citotdxico, por €., mediante
técnicas recombinantes o sintesis de pépticos.

Inclusive en otra realizacién, el anticuerpo humanizado de VWF puede estar
conjugado a un “receptor” (tal como estreptoavidina) para utilizar en la pre-
localizacién de un tumor cuando el conjugado anticusrpo-receptor se administra al
pacients, seguido del retiro del conjugado no unido de la circulacion utilizando un
agente de depuracion y luego de la administracién de un “ligando” (por €j., avidina)
que s& conjuga a un agente citotoxico (jror )., un radionucledtido).

Los anticuerpos de la presente revelacién pueden también utilizarse en
ADEPT mediante la conjugacion del anticuerpo humanizado de vWF a un enzima
actividora de profarmacos que convierte un profarmaco (por €., un agente
peptidilo quimoterapautico, ver WO 1981/01145) en un farmaco anti-cancer activo
(ver, por &j., WO 1985/07378 y la Patente de los Estados Unidos N 4.97§.278).

El componente enzimatico del inmunoconjugado Gtil para ADEPT incluye
cualguier enzima con capacidad de accidn sobre un profarmaco de modo tal que
lo convierta en su forma citotéxica mas activa.

Las enzimas que son utiles incluyen, pero sin limitacién, fosfatasa alcalina
atil para convertir profarmacos que contienen fosfato en farmacos libres;
arilsulfatasa util para convertir profarmacos que contienen sulfato en farmacos
libres; citosina desaminasa util para convertir 5-fluorocitosina no téxica en =l
farmaco anti-cancer, S-fluorouracile; proteasas, tales como serratia proteasa,
termolisina, subtilisina, carboxipeptidasas y catepsinas (tales como catepsinas B y
L), que son utiles para convertir profarmacos que contienan péptidos en farmacos
libres; D-alanilcarboxipeptidasas, utiles para convertir profarmacos que contienen
sustituyentes de [-aminoacidos; enzimas que escinden carbohidratos tales como
[-galactosidasa y neuraminidasa Gtiles para convertir profarmacos glicosilados en
farmacos libres; B-lactamasa, Gtil para convertir profarmacos derivatizados con f3-
lactamas en farmacos libres; y penicilina amidasas, tales como penicilina 'V
amidasa o penicilina G amidasa, Utiles para convertir profarmacos derivatizados
en sus nitrdgenos aminicos con grupos  fenoxiacetilc o fenilacetilo,
respectivamente, en farmacos libres.  Alternativamente, pueden  utilizarse

anticuerpos con actividad enzimatica, también conocidos en la técnica como



“abzimas”, para convertir los profarmacos de la revelacidon en farmacos activos
libres (ver, por ¢j., Massey, Nalure, 222:457-458 (19€7)). Pueden prepararse
conjugados anticuerpo-abzima segan o descripto en la presente para la
administracion de la abzima a una poblacién de células tumorales.

Las enzimas pueden unirse en forma covalente a los anticuerpos
humanizacloé de VWF mediante técnicas hien conocidas en la técnica tales como
el uso de los agentes reticulantes heterobifuncionales tratados con anterioriclad.
Alternativamente, pusden construirse proteinas de fusién que comprenden al
menos la regién de unidn al antigenco de un anticuerpo de la revelacion conectada
al menoes a una porcién funcionalmente activa de una enzima apropiada, utilizando
téchicas de ADN recombinante bien conocidas en la ténica (ver, por €j., Neuberger
et al., Nature, 312 G04-603 (1984)).

Se contemplan en la presente otras modificaciones de los anticuerpos. Por
ejemplo, un anticuerpo pusdes unirse a uno de una variedad de polimeros no
proteicos, por ej., polietilenglicol, polipropilenglicol,  polioxialquilenos, o
copolimeros de polietilenglical y polipropilenglicol. El anticuerpo puede también
atraparse dentro de microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de
coacervacion o mediante polimerizacién interfacial (jror ejemplo, capsulas de
hidroximetilcelulosa o gelatina  y  microcapsulas  de  poli-(metiimetacilato),
respectivamente), en sistemas de administracién de farmacos coloidales (por
gjemplo, liposomas, microesferas de albamina, microemulsiones, nano-particulas
y nanocapsulas), o en macreemulsiones. Tales técnicas se revelan en
Remington's Pharmaceutical Sciencas, 162 ed., Oslo, A., Ed., (1980).

Los anticuerpos humanizados de vWF revelados en la presente pueden
también formularse como inmunoliposomas. Se preparan liposomas que contienen
el anticusrpo por métodos conocidos en la técnica, segun 1o descripto en Epstein
et al., Froc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:26583 (1958); Hwang &t al., Froc. Natl Acad.
Sci. USA, 774030 (1980); en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 4.485.045
y 4.544.545; y WO 1997/28731 publicada ] 22 de octubre de 1997, Se revelan
liposomas con tiempo de circulacién mejorado en la Patente de los Estados
Unidos N° 5.013.556.

Pueden generarse liposomas particularments  Gtiles por &l método de

evaporacidon en fase reversa con una composicién lipidica que comprende



fosfatidilzolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-PE).
Se extruyen liposomas a travas de filtros con tamanos de poro definidos para dar
liposomas del diametro dessado. Pusden conjugarse fragmentos Fab' de la
presente revelacion a los liposomas, segun lo descripto en Martin et al. J. Biol.
Chem., 257: 286-288 (1932) a ftravés de una reaccién de intercambio de
disulfures. Opcionalmente, el liposoma contiene un agente quimioterapéutico. Ver
Gabizon et al., J. National Cancer Insat., 81(19): 1484 (1989).

Vectores, Células Huésped y Métodos Recombinantes

La presente revelacidn provee acidos nucleicos aislados dque codifican
anticuerpos humanizados especificos para VWF y fragmentos de unién de los
mismos, vectores y células huespead que comprenden el acido nucleico, y técnicas
recombinantes para la produccion de un anticuerpo o fragmento de unién del
mismo.

Para la produccidn recombinante de un anticuerpo, puede aislarse €l acido
nucleico que lo codifica & insertarse en un vector replicable para clonacién
posterior (amplificacién del ADN) o para expresion. Puede aislarse un ADN que
codifica un anticuerpo monoclonal y secuenciarse utilizando procedimientos
convencionales (por gj., mediante el uso de sondas oligonucleotidicas capaces de
unirse especificamente a genes que codifican cadenas pesadas y livianas de un
anticuerpo). Se dispone de numerosos vectores. En general, los componentes del
vector incluyan, pero sin limitacion, uno o mas de los siguisntes: una secusncia
sefial, un arigen de replicacién, uno o mas genes marcadores, un elemento
potenciador, un promotor, y una secuendcia de terminacion de la transcripcion.

(i) Componente Secuencia Serial

Puaden producirse anticuerpos humanizados de vWF descriptos en la
presentz en forma recombinante, no sélo directamente, sino también como un
polipéptido de fusidn con un polipéptide heterdlogo, que es preferentemente una
secuencia seial u otro polipeptide que tiene un sitio de ruptura especifico en el
extremo N-terminal de la proteina o polipéptido maduro. Preferentemente, una
secuzcia sefal heterdloga puede ser una reconocida y procesada (es decir,
escindida por una peptidasa sefal) por la célula huésped. Para células huésped
procariotas que no reconecen ni pracesan la secuencia sefal nativa del anticuerpo

humanizado de VWF, la secuencia seifal pusde ser sustituida por una secuencia
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sefial procariota seleccionada, por ejemplo, del grupe de la fosfatasa alcalina,
penicilinasa, Ipp, o lideres de la enterotoxina |l termoestables. Para secrecion de
levaduras, una secuencia sefal nativa puede ser sustituida, por ej., por una
secuencia lider de invertasa de levadura, una lider del factor a (que incluye lideres
del factor a de Saccharomyces y Kluyveromyces), una lider de la -fosfatasa acida,
una lider de la glucoamilasa de C. alhicans, o una sefal descripta en WO
1990/126465. En la expresion de células de mamiferos, se dispone de secuencias
sefial de mamiferos y también de lideres secretoras virales, por gjemplo la sefal
gD del herpes simplex.

El ADN para dicha regién precursora puede ligarse en marco de lectura a
un ADN que codifica un anticuerpo humanizado de vWF.

(i) Compaonente Origen de Replicacion

Tanto los vectores de expresion como los de clonacién contienen una
secuencia de acidlo nucleico que permite que el vactor se replique n una o mas
células huésped seleccionadas. En general, en vectores de clonacién, esta
secuencia pusde permitir al vector replicarse  independientzments del ADN
cromosémico del huésped, & incluye origenes de replicacion o secuencias de
replicacion auténoma. Tales secuencias son conocidas para una variedad de
bactzrias, levaduras y virus. El origen de replicacion del plasmido pBR322 es
apropiado para la maycoria de las bhacterias Gram-negativas, <l origen del plasmido
21 es apropiado para levaduras y diversos origenes virales (SV40, polioma,
adenovirus, VSV o BPV) son Utiles para vectores de clonacion en células de
mamiferos. En general, el componente origen de replicaciéon no es necesario para
vectores de expresion de mamiferos (tipicaments, puede utilizarse el origen SV40
sélo porque centiensn el promaotor temprano).

(i) Components Gen de Seleccién

Los vectores de expresion y clonacién pueden contener un gen de
seleccion, también denominade marcador seleccionable. Los genes de seleccion
tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibidticos u otras
toxinas, por ej., ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b)
complementan deficiencias auxotréficas de o () proveen nutrizntes necesarios o
deseados no disponibles de medios complzjos, por &), el gen que codifica D-

alanina racemasa para Bacilli.



Un gjemplo de un esquama de seleccidn utiliza un farmaco para detener el
crecimiento de una célula huésped. Aquellas células que se transforman
exitosamente con un gen hetardlogo producen una protzina que  confiere
resistencia a fArmacos y asi sobreviven al régimen de seleccidén. Los ejemplos de
tal seleccidon dominante utilizan los farmacos neomicina, acido micofenélico e
higromicina.

Oftros gjemplos de marcadores seleccionables apropiados para células de
mamiferés son aquellos que permiten la identificacion de células competentes
para tomar el acido nucleico que codifica un anticuerpo humanizado de vWF, tal
como DHFR, timidina quinasa, metalotioneina-l y -li, preferentemente genes de
metalotioneina de primates, adenosina desaminasa, ornitina descarboxilasa, etc.

Por gjemplao, las c&lulas transformadas con el gen de seleccidon DHFR se
identifican en primer lugar mediant2 el cultivo de transformantes en un meadio de
cultivo que contiene metotrexato (Mtx), un antagonista competitivo de DHFR. Una
celula huesped apropiada cuando se emplea DHFR de tipo salvaje es la linea
celular de ovario de hamster chino (CHO) deficiente en actividad de DHFR.

Alternativamente, pueden seleccionarss células huésped (en particular
huéspedes de tipo salvaje que contienen DHFR enddgeno) transformadas o co-
transformadas con secuencias de ADN que codifican un anticuerpo humanizado
de VWF, proteina DHFR d= tipo salvaje, y otro marcador seleccionable tal como
aminoglicésido 3'-fosfotransferasa (APH), mediante crecimiento celular en un
medio que contenga un agente de seleccion para el marcador seleccionable tal
coma un antibidtico amineoglicosidico, por €j., kanamicina, neomicina o G418 (ver,
por gj., la Patente = los Estados Unidos N® 4.965.199).

Un gen de seleccion apropiado para usar 2n levaduras puede ser el gen
trp1 presente en el plasmido YRp7T de levadura (Stinchcomb et al., Nature, 28239
(1979)). El gen trp1 provee un marcador de seleccidn para una cepa mutante de
levadura que carece de la capacidad para crecer en triptofano, por ejemplo ATCC
N® 44073 o PEP4- 1. Jones, Genetics, $5:12 (1977). La presencia de la lesion de
trp1 en el genoma de la célula hudsped de levadura proves un ambiente efectivo
para detectar la transformacién por crecimiento en ausencia de triptofano. En
forma similar, pueden complementarse cepas de levadura deficientes en Leu2

(ATCC 20322 o 28526) con plasmidos conocidos portadores del gen Leul.



Ademas, pueden utilizarse vectores derivados del plasmido circular pKD1
de 1,6 pm para la transformacién de levaduras Kluyveromyces. En forma
alternativa, se reporta un sistema de expresion para produccidén a gran escala de
quimosina de ternero recombinante para K. lactis. Van den Bery, Bio/Technology,

5 (1990). También se han revelado vectores de expresion multicopia estables
para la secrecién de albimina de suero humano madura recombinante mediante
cepas industriales de Kluyveromyces. Fleer et al., Bio/Technolog, 9: 968-975
(1991).

(iv) Componente Fromotor

Habitualmente, los vectores de expresion y clonaciéon contienen un
promotor que puede ser reconocido por &l organismo huésped y que puéde estar
aperativamente unido al acido nucleico que codifica un anticuerpo humanizado de
VWF. Los promotores apropiados para usar con huéspedes procariotas incluyen
un promotor phoA, sistemas promotores de p-lactamasa y lactosa, fosfatasa
alcalina, un sistema promotor de triptofano (trp) y promotores hibridos tales como
un promotor tac. Sin embargo, son apropiados otros promotores hacterianos
conacidos. Los promotores para usar en sistemas bacterianos también pueden
contener una secuencia Shine-Dalgarnc (S.D.) operativamente unida al ADN que
cadifica un anticuzrpo humanizado de VWEF.

Se conocen secusncias promotoras para eucariotas. Los genes eucariotas
tienen una regién rica en AT ubicada aproximadaments 25 a 30 bases corriente
arriba del sitio donde puede iniciarse la transcripcion. Otra secuencia hallada 70 a
80 hases corriente arriba del inicio de transcripcién de numerosos genes &s una
region CNCAAT (SEC ID NO: 31) donde N puede ser cualquier nucledtido. En el
extremo 3’ de la mayoria d= los g=nes sucariotas se encusntra una secuencia
AATAAA (SEC ID NO: 32) que puede ser la sefial para la adicion de fa cola poli A
al extremo 3' d= la secuencia codificadora. Estas secuencias pueden insertarse en
forma adecuada en los vectores de expresion eucariotas. Los ejemplos de
secuencias promotcoras apropiadas para usar con huéspedes de levadura incluyen
los promotores para la 3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas glicoliticas, tales
como enclasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, hexoquinasa, piruvato

descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa-A-fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato



mutasa, piruvato quinasa, triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa vy
glucoquinasa.

Otros promotores de levadura, que son promotores inducibles que tienen la
ventaja adicional de la transcripcion controlada por condiciones de crecimiento,
pueden ser las regiones prombtoras para la alcohol deshidrogenasa 2,
isocitocromo  C, fosfatasa acida, enzimas degradativas asociadas con el
me=tabolismo el nitrégene,  metalotioneina, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa y enzimas responsables de la utilizacion de maltosa y galactosa.
Los vectores y promotores apropiados para usar en la exprasion de levadura se
describen en forma adicional (ver, por e€j., la Patente europea 73.657).
Ventajosamente, también se utilizan mejoradores de levadura con promotores de
levadura.

La transcripcion de=l anticuerpo humanizado de VWF a partir de vectores de
celulas huésped de mamiferos puede ser controlada, por ejemplo, por promotores
obtenidos de los genomas de virus tales como virus polioma, virus de la viruela
aviar, adenovirus (tal como Adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del
sarcoma aviar, citomegalovirus, retrovirus a, virus de la hepatits B y mas
preferentemente Virus de los Simios 40 (SV40), promotores de mamiferos
heterdlogos, por 2j., el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, y
promotores del shock tarmico, con la condicidn de que tales promotores sean
compatibles con los sistemas de células huésped.

Los promotores tempranos y tardios del virus SV40 pueden obtenerse en
forma apropiada como un fragmento de restriccion de SV40 que también contiene
el origen viral de replicacion de SV40. El promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano se obtiene en forma apropiada como un fragmento de
restriccion Hindlll E. Un sistema para axpresar ADN en huéspedes mamiferos

utilizando el virus de papiloma bovino como vector (ver, por &]., la Patente de los

Estados Unidos N® 4.419.446). Se describe una modificacién de este sistema, paor

i

ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos N° 4.601.973. Reyes et al., Naturz,
207:508-601 (1992) describe la expresion dzl ADNc de p-interferén humano en
células de ratdn bajo el control de un promotor de timidina quinasa del virus
herpes simplex. En forma alternativa, puede utilizarse como promotor el duplicado

del terminal largo del virus del sarcoma rous.
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(v) Companent2 Elemento Potenciador

La transcripciéon de un ADN que cadifica anticuerpos humanizados de vVWF
de esta revelacidn por parte de eucariotas superiores puede aumentarse por
insercion de una secusncia |::otenéiadora en el vector. Actualments, se conocen
secuencias potenciadoras Utiles a partir de genes de mamiferos (globina, elastasa,
alhumina, a-fetoproteina e insulina). Sin embargoe, tipicaments, puede utilizarse
una secuencia potenciadora de un virus de célula eucariota. Los gjemplos incluyen
el potanciador SV40 sobre el lado tardio del origen de replicacion (100-270 pb), el
potenciador  del promotor temprano del citomegalovirus, el potenciador del
polioma sobre el lade tardio del origen de replicacion, y potenciadores del
adenovirus. Yaniv, Nature, 297:17-18 (1982) también describe elementos
potenciaderes para la activacidn de promotores eucariotas. Un potenciadar puede
ligarse en &l vector a una posicion & o 3' a la secuencia codificadora del
anticuerpo humanizado de VWF, pero preferentemente se ubica en un sitio 5° del
promotor .

(vi) Componente de Terminacion de la Transcripcidn

Los vectores de exprasion utilizados en células huésped eucariotas (por
egjemple, de levadura, hongos, insectos, plantas, animales, humanos, o células
nucleadas de otros organismos multicelulares) pusden contener secuencias
necesarias para la terminacion de la transcripcion y para estabilizar el ARNm.
Tales secuencias se encuentran normalmente disponibles en el extremo 5,
ocasionalmente &l extremo 3', de regiones no traducidas de ADN o ADNc
eucariota o viral. Estas regiones contienen segmentos de nucledtidos transcriptos
como fragmentos poliadenilades en la porcion no traducida del ARNm que codifica
gl anticuerpo humanizado de vWF . Un componente de terminacion de la
transcripeién Gtil es una regién de poliadenilacidon de la hormona de crecimiento
bovino (ver, por ej., WO 1994/11025 y los vectores de expresion alli revelados).

(vii) Seleccion y Transformacion de Células Huésped

Las células huésped apropiadas para la clonacién o expresién del ADN en
los  vectores incluyen  diversas  células  procariotas, de  levadura, o de
eucariotassuperiores. Los procariotas apropiados para este propdsito incluyen
eubacterias, tales como organismos Gram-negativos o Gram-positivos, por

gjemplo Enterchacteriaceas tales comao Escherichia, por &j., E. coli, Enlerobacter,



Envinia, Klehsiella, Froteus, Salmaonezlla, por &j. Salmonella typhimurium, Serratia,
por &. Serratia marcescans, y Shigella, asi como también Bacilli tales como B.
subtilis 'y B. licheniformis, PFseudomonas tales como F. asruginosa, 'y
Streptomyces. Las variantes de E. coli que sirven comohuéspedes de clonacién
incluyen E. coli 294 (ATCC 31.448), E. coli B, E. coli X1778 (ATCC 31.537) y E.
coli W3110 (ATCC 27.325).

Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas tales comao hongos
filamentosos o levaduras son hugspedes de clonacién o expresién apropiados
para los vectores que codifican el anticuerpo humanizado de VvWF.
Saccharomyecas cerevisiae, o levadura de panaderia comun, es util para la
expresion. Ademas, se dispone de una cantidad de otros géneros, especies y
cepas y pueden ser Utiles, tales como Schizosaccharomyces pombe, huéspedas
Kluyveromyess tales como, por ef., Ko lactis, K. fragilis (ATCC 12.424), K.
hulgaricus (ATCC 16.048), K. wickeramii (ATCC 24.178), K. waltii (ATCC 56.500),
K. cdrosaphilarum (ATCC 236.908), K. thermotolerans y K. marxianus, yarrowia (EP
402.223); Pichia pastoris (EP 183.070); Candicla; Trichoderma rsssia (EP
244.234); Neurospora crassa;, Schwanniomyces tales como Schwanniom)ces
occidentalis; y hongos filamentosos tales como, por €j., Neuraspora, Penicillium,
Tolypoclaciom, y huéspedes Aspergillus tales como A. nidulans y A. niger.

Las celulas huésped apropiadas para la expresion del  anticuerpo
humanizado de VWF glicosilado derivan de organismos multicelulares. Los
gjemplos de células eucariotas incluyen células de plantas, insectos y vertebrados.
Se han identificado numerosas cepas y variantes baculovirales y células huésped
de insectos permisivos rrnn-:spundlcntcs de huéspedes tales como Spodaptera
frugiperca (oruga), Aedes asgypli (mosquito), Aedes albopictus (mosquito),
Drosaphila melanogaster (mosca de la fruta), y Bombyx maori. Una variedad de
cepas virales para transfeccion se encuentra pablicamente disponible, por gj., la

variante L-1 de NPV Auftographa californica y la cepa Bm-5 de NPV Bombyx mori,
y tales virus pueden utilizarse como virus de acuerdo con la prasente revelacion,
en particular para la transfeccion de células de Spacloptera frugiperda.

Pueden también utilizarse como huéspedes, cultivos celulares de plantas

de algoddn, maiz, papa, soja, petunia, tomate y tabaco.



Sin embargo, el interés ha sido mayor en células de vertebrados, y la
propagacion de celulas de vertebrados en cultivos (cultivo tisular) se ha convertido
en un procedimiento de rutina. Los sjemplos de lineas de células huésped de
mamiferos dtiles incluyen células ChK2 (Chromos Molecular Systems Inc.); linea
CV1 de rifidn de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1851); linea de
rfon embrionaria humana (células 293 o 292 subclonadas para crecimiento en
cultivo en suspension, Graham et al., J. Gen Virol,, 36:59 (1977)); células de rifién
de cachorro de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células embrionarias 293 de rifdn
humano (HEK) (Simmans, 1990 Exp Physiol. 75:209); células de fusion de bazo-
mizloma SP2 (Haas y Wakbl, 1984, FNAS 81:7138); células de ovario de hamster
chino/-DHFR (CHO, Urlaub &t al., Froc. Natl. Acad. Sci. USA, 774216 (1980), que
incluyen las linzas celulares DG4dd (Urlaub et al.,, Som. Cell and Mol Gen., 12:
555-6665 (1986)) y DP12); células de sertoli de ratén (TM4, Mather, Biol. Repraod.,
22:243-281 (1980)); células de riidon de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de
riidn de mono verde africano (VERO-75, ATCC CRL-1587); células de carcinoma
cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rindn canino (MDCK, ATCC
CCL 34); eélulas de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células
pulmenares humanas (W138, ATCC CCL 75); células hepaticas humanas (Hep

G2, HB 8065); tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCLE1); células TRI
(Mather ef al., Annals N.Y. Acad. Sci., 233:44-68 (1982)); células MRC 5; células
FS4,; y una linea de hepatoma humano (Hep G2). Se transforman células huésped
con los vectores de expresion o clonacion descriptos con anterioridad para la
produccion del anticuerpo humanizado de VWF y se cultivan en medios de
nutrientes convencionalss modificados segun corresponda para la induccidon de

promotores, seleccion de transformantes, o amplificacion de los

«<

JeENes que
codifican las secuencias deseadas.

También pueden utilizarse lineas celulares estables que expresen niveles
elzvados de anticusrpo para producir el anticuerpo humanizado de la presente
revelacion. Por gjemplo, un sistema de expresion de proteina de mamifero de alto
rendimisnto, basado en una plataforma de Expresion de Cromosomaa Artificiales
(ACE) murinos que ha sido manipulada genéticaments  para contener multiples
sitios aceptores de recombinacién especificos de sitio, pueds cargarse con

secuencias hetzroldgas de genes utilizando una lambda integrasa mutante (por



&., ACE integrasa) &n combinasion con un vector transportador de localizacion
(Lindenbhaum et al, (Nucl. Acid Res. 32 (21):¢172 (2004); Sclicitudes de Patente de
los Estados Unidos Nos. 2003/0119104A1 y 2005/0246586 A1). Este sistema
puede utilizarse para generar lingas celulas estables para la expresidn de
variantes humanizadas seleccionadas y la quimera NMC-4.

(vil) Cultivo cle las Células Huésped

Las células huésped Utiles para la produccién de un anticuerpo humanizado
de VWF pueden cultivarse en una vaﬁedad de medios. Medios disponibles en el
comercio tales como Ham's F10 (Sigma), Medio Esencial Minimo ((MEM) (Sigma),
RPMI-1540 (Sigma) y Medio Eagle Modificado de Dulbecco ((DMEM), Sigma) son
apropiados para cultivar las células huésped. Ademas, puede utilizarse cualquiera
de los medios descriptos, por ejemplo, en Ham e&f al.,, Meth. Enz. 58:44 (1979);
Barnes et al., Anal. Eiochem., 102:255 (1980); en las Patentes de los Estados
Unidos Nos. 4.767.704; 4.657.866; 4.027.752; 4.560.655 o 5.122.469; WO
1990/03420; WO 1987/00195; o en la Patents de los Estados Unidos Re. 30.935,
como medio de cultivo para las células huésped. Cualguiera de estos medios
puede suplementarse, segin sea necesario, con hormonas y/u otros factores de
crecimiento (por &j., insulina, transferrina, o factor de crecimiento epidérmico),
sales (por &, cloruro de sodio, calcio, magnesio, y fosfato), buffers (por ej.,
HEPES), nucledtidos (por =), adenosina y timidina), antibidticos (por €j., el
farmaco  GENTAMYCIN™),  oligozlementos  (definidos  como  compuestos
inorganicos normalmente presentes en concentraciones finales en ¢l rango
micromolar), y glucosa o una fuente de energia equivalente. También puede
incluirse cualquier otro suplemento necesario en concentraciones apropiadas que
seran conocidas por aquellos con experiencia en la téenica. Puede utilizarse una
variecdad de condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH, con la célula
huésped seleccionada para exprasién.

(ix) Furificacidn del Anticuerpo humanizaclo de vWF

Cuando se utilizan técnicas recombinantes, pu=de producirse un anticuerpo
en forma intracelular o en el espacio periplasmico, o secretarse directamente en el
medic. Si un anticuerpo se praduce en forma intracelular, como un primer paso,
pueden sliminarse residuos particulados, ya sean células huésped o fragmentos

lisados, por ejemplo, por centrifugacion o ultrafiltracion. Carter of al.,
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Bio/Technology, 10. 183-167 (1992) describe un procedimiento para aislar
anticuerpos que son secretados al espacio periplasmico de E. coli. En resumen, se
descongela pasta celular en presen?:ia de acetato de sodio (pH 3,5), EDTA vy
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante aproximadamente 30 minutos. Los
residuos celulares puaden eliminarse mediante centrifugacion. En general, cuando
s& secrata un anticuerpo al medio, se concentran primero l0s sobrenadantes de
tales sistemas de exprasion, incluyende el uso de un filtre de concentracion de
proteinas disponible en el comercio, por gemplo una unidad de ultrafiltracion
AMICON™ o MILLIPORE PELLICON™. Puede incluirse un inhibidor de protzasa
tal como fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) en cualquiera de los pasos
precedentas para inhibir la protedlisis, y pueden incluirse antibiéticos para prevenir
&l orecimiento de contaminantes adventicios.

Una composicidn de anticuerpo preparada con células puede purificarse
utilizando, por ejemplo, cromatografia de hidroxiapatita, electroforesis en gel,
dialisis, y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia e afinidad la técnica
de purificacion preferida. La adecuacion de la proteina A como ligando de afinidad
depends de la especie e isotipo de cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que
esté presente en el anticuerpo. Puede utilizarse proteina A para purificar
anticuerpos basados en cadenas pesadas y1, y2 o y4 humanas (Lindmark et al., J.
Immunol. Meth., 62:1-13 (1953)). Puede utilizarse proteina G para isotipos de
ratéon y para y3 humana (Guss et al., EMEO J., 515671575 (1986)). La matriz a la
que se une un ligando de afinidad puede ser agarosa, pero se dispone de otras
matrices. Matrices mecanicamente  estables tales como vidrio de poros
controlados o poli(estirendivinillbenceno permiten mayores caudales de flujo y
menores tiempos de procesamiento que los que pueden lograrse con agarosa.
Cuando un anticuerpo comprende un dominic Cy3, puede utilizarse la resina
BEAKERBEOND ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.) para purificacidn. También se
encuzntran disponibles otras técnicas para la purificacion de proteinas tales como
fraccionamient> sobre una columna de intercambio idnico, precipitacién con
etanol, HPLC de fase reversa, cromatografia sobre silice, crematografia sobre
heparina SEFHAROSE™, cromatografia sobre una rasina de intercambio anidnico

o catiénico (tal come una columna de acido poliaspartico), cromatoenfoque, SDS-



PAGE, y precipitacion con -sulfato de amonio, dependiendo del anticuerpo a
recuperar.

Formulaciones Farmacéuticas

Se provesn formulaciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo
humanizado especifico para vWF. Pueden prepararse formulaciones de
anticuerpos humanizados de VWF para conservar mezelando un anticuerpo que
tiene el grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizadores
opcionales aceptables para uso farmacéutico (Remington's Pharmaceutical
Sciences 15" ed., Osol, A. Ed. (1930)), en forma de formulaciones liofilizadas o
soluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes o estabilizadores aceptables son
no téxicos para los receptores en las dosis y concentracionss emplsadas e
incluyen buffers tales como fosfato, citrate, y otros acidos arganicos; antioxidantes
que incluyen acido ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruroe de
octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio,
cloruro de bencetonio; fenol, alcohal butilico o bencilico; alquil parabenos tales
coma metil o propil parakeneo; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol y m-
cresol); polipeptidos de bajo peso molecular (menos dee aproximadamente 10
residues); proteinas, tales como albimina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas;
polimeros hidrofilicos tales como polivinilpirrclidona; amincéacidos tales como
glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos,
disacéaridos, y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa o dextrinas;
agentes quelantes tales como EDTA; azicares tales como sacarosa, manitol,
trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio; complejos
metalicos (por )., complejos Zn-proteina); y/o tensioactives no iénicos tales como
TWEEN™  PLURONICS™ o polietilznglicol (PEG). Se describen formulaciones
liofilizadas de anticuerpo humanizado de vVWF preferidas en WO 1997/04801,
expresaments incorporada en la present: como referencia.

La formulacidn de la presente puede también contener mas de un
compuesto  activo segun sea necesario para la indicacién particular bajo
tratamiento, preferentamente aquellos con actividades complementarias que no se
afecten perjudicialmente entre si. En forma alternativa, o adicional, la composicion
puede ademas comprender un agents quimioterapéutico, un agante citotédxico, una

citoquina, un agent= inhibidor del crecimientd, un agente anti-hormonal, un



farmaco humanizado para vWF, un agente anti-angiogénico y/o un cardioprotector.
Tales moléculas estan apropiadamente presentes en combinacién en cantidades
que son efectivas para los fines buscados.

Los componentes activos también pueden encerrarse en micrecapsulas
preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion o por polimerizacién
interfacial, por ejemplo microcipsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y
microcapsulas de poli-(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas coloidales
de administracion de farmaco (por gjemplo, liposomas, microésferas de albimina,
microemulsiones, nancparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Tales
técnicas se revelan en Remington's Fharmaceutical Sciences 16" ed., Osol, A. Ed.
(1980).

Pueden prepararse preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos
apropiados de preparaciones  de  liberacidon  sostenida  incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidrofbhicos sdlidos que contienen el anticuerpo,
matrices que estan en forma de articulos moldeados, por e€j. peliculas o
microcapsulas. Los ejemplos de matrices de  liberaciéon sostenida  incluyen
poliesteres, hidrogeles (por ., poli(2-hidroxietil-metacrilato), o alcohol polivinilico,
polilactatos (Patente de los Estados Unidos N® 3.773.919), copolimeros de acido
L-glutamico y y-etil-L-glutamato, de etileno- acetato de vinilo no degradable,
copolimeros degradables de acido lactico-acido glicdlice tales como LUPRON
DEPO™ (microesferas inysctables compuestas por copolimero de acido lactico-
acida glicélico y acetato de leuprolide), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

lLas formulaciones a utilizar para la administracion in vivo deben ser
estériles. La esterilizacion puede lograrse mediante filtracion a través de
membranas de filtracion estériles.

Tratamiento con Anticuerpos humanizados de vWF

Pueden utilizarse anticuerpos humanizados de vWF o fragmentos de unién
de 1os mismoes para tratar diversas enfermedadss o trastornos relacionados con
VWF. Las afecciones o trastornos representantivos incluyen enfermedades o
trastornos trombéticos. Las enfermedades o trastornos trombéticos pueden incluir
enfermedad cardiovascular o trastornos cersbrovasculares tales como apoplejia
isquémica. En algunas rzalizaciones, una enfermedad cardiovascular puede ser

aterosclerasis, restenosis, angina, infarto agudo de miocardio, sindromea coronario
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agudo o trastornos cardiovasculares asociados con la diabetes. En algunas
realizaciones, una enfermadad tromhbotica puede ser cualquier inflamacién
vascular, trombosis venosa, enfermedad falciforme, rechazo de xenoinjerto,
enfermedad vascular periférica, purpura trombacitopénica trombaética, fibrosis
quistica, demencia vascular, enfermedad de Raynaud, artritis reumatoide o
diabetas. En algunas realizaciones los trastornos cerebrovasculares incluyen
apoplgjia isquémica, resultantz tanto de infartos cerebroarteriales caomo de
pequenos infartos lacunares, y demencia vascular. También pueden utilizarse
anticuerpos humanizados de vVWF para la prevencion de apoplejias recurrentes o
iniciacion de apoplejias desencadeanas porinflamacion cerebrovascular. En el caso
de sindrome coronario aguda, los anticuerpos humanizacos de vWF o fragmentos
de unién de los mismos son particularmente apropiados para el tratamiento de
sujetos diagnosticados con el segmento ST. Los anticuerpos humanizados de
VWF o fragmentos de union de los mismos pueden también utilizarse para
tratamiento pos-iuirGirgico para evitar la formacion de coagulos.

Mas adn, la sobreexpresién o amplificacion de VWF puede evaluarse
utilizando un ensayo de diagnéstico in vivo, por &j., administrando una molécula
(tal como un anticuerpo) que se une a la molécula a detectar y ue se rotula con
un marcador detectable (por &), un isdtopo radioactivo) y realizando un barrido
externo del paciente para localizacion del marcador.

En ciertas realizacionzs, pusde  administrarse  al paciente  un
inmunoconjugado que comprande un anticusrpo humanizado de vVWF conjugado
con un agente citotdxico. Preferentamente, un inmunoconjugado y/o anticuerpo
humanizado de VWF al que esta unido es internalizado por la célula, determinando
un aumento de la eficacia terapéutica del inmuncconjugado para eliminar la célula
cancerosa a la que se un=. En una realizacion preferida, un agente citotéxico (que
incluye, por ejemplo, maitansinoidss, caliqueamicinas, ribonucleasas, y ADN
endonucleasas) localiza o interfiere con un acide nucleico en la célula cancerosa.
En aotra realizacién, un agente citotdxico (por €., taxanos o epotilonas) puede
localizar o interferir con microtibulos y con la mitosis dependiente de microtabulos
€n la célula cancerosa.

Pueden  administrarse  anticuzrpos  humanizados  de VWF o

inmunodonjugados a un pacientz humano de acuerde con métodos conocidos,
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tales como administracion intravenosa, por ej., en belo o por infusién continua
durante un periodo de tiempo, por vias intramusculares, intraperitoneales,
intracerebroespinales, subcutansas, intra-articulares, intrasinoviales, intratecales,
orales, toépicas o inhalatorias. Se prefiere la  administracidn intravenosa,
intraperitoneal o subcutanea del anticuerpo, siendo particularmente preferidas las
vias subcutanea o intraperitoneal. Un programa de administracion preferido puede
ser una dosis Unica para un trastorno agudo o aproximadamente una cada tres o
cuatro semanas para un trastorne crénico, dependiendo del mamifero particular
bajo tratamiento, del tipo de anticuerpo y de otros factores bien conocidos por
aquellos con experiencia en la técnica. Sin embargo, otros programas de
administracion son operables en la presente.

Otros regimenes terapéuticos pueden combinarse con la administracion del
anticuerpo humanizade de vWF. Una administracion combinada incluye la co-
administracion,  utilizando  formulaciones  separadas o una  formulacion
farmacéutica Gnica, y la administracion consecutiva en cualguier orden, donde,
preferentemente, puede existir un periodo de tiempo durante el cual ambos (o
todos los) agentes activos ejercen su actividades biolégicas en forma simultanea.

En una realizaciéon, el tratamiento puede involucrar la administracion
combinada de un anticuerpo anti-vwF humanizado con agentes fibrinolitices tal
comao alteplase, desmaoteplase o microplasmina y/o agentes antiplagquetarios tales
cohwo aspirina, dipiridamol o clopidogrel para =l tratamiento de isquemia inducida
por infarto de miocardio o infarto cersbral u otros trastornos cerebrovasculares.

También puede ser deseable combinar la administracion de un anticuerpo o
anticuerpos humanizados de vVWF con la administracion de un anticuerpo dirigido
contra otro antigeno asociado con un tumeor.

En una realizacion, el tratamiento de la presente revelaciéon involucra la
administracion combinada de un anticuerpo (o anticusrpos) humanizado(s) de
VWF y uno o mas reguladores de la funcién inmune en un mamifero, tales como
citoquinas, asi como también agentes quimioterapéuticos o agentes inhibidores
del crecimiento, que incluyen la co-administracion de coctzles de diferentes
agentes quimioterapeuticos. Los agentes quimioterapéuticos praferidos incluyen
taxanos (tales como paclitaxel y docetaxel) y/o antibidticos de tipo antraciclina. La

preparacién y programaciones de dosificacion para tales agentes terapéuticos
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pueden utilizarse de acuerdo con las intrucciones del fabricante o segin lo
determinado en forma empirica por =l experto en la técnica. La preparacion y
programacionas de dosificacion de tal quimioterapia también se describen en
Chemctherapy Service, Ed., M. C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, Md.
(1992).

Un anticusrpo humanizado de vWF puede combinarse con un compuesto
anti-hormonal, por &j. un compuesto anti-estrégeno tal como tamoxifeno o un
inhibidor de aromatasa tal como anastrozol, una anti-progesterona tal como
onapristona (ver, EP 616 812); o un anti-andrégeno tal como flutamida, en dosis
conocidas para tales moléculas. Cuando el cancer a tratar s un cancer
independient= de harmonas, un paciente puede haberse sometido previamente a
terapia anti-hormonal y, luego de que el cancer se torna independiente de
hormonas, pusde administrarse al pacients &l anticuerpo humanizado de vWF (y
opcionalmente otros agentes descriptos en la presents).

Para la prevencion o tratamiento de enfermedades, la dosis apropiada de
anticuerpo dependera del tipo de enfermedad a tratar, segun lo definido con
anterioridad, de la gravedad y curso de la enfermedad, de si &l anticuerpo se
puede administrar con fines praventivos o terapéuticos, y del criterio  del
profesional a cargo. El anticuerpo puede administrarse en forma apropiada al
paciente en una vez o en una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y
gravedad de la enfermedad, y de la velocidad de depuracion del anticuerpo,
aproximadamente 1 pg/kg a 15 mg/ky (por €., 0,1-20 mg/kg) de anticuerpo es una
dosis candidata inicial para la administracién al pacients, ya sea, por ejemplo,
mediantz una o mas administraciones separadas, o mediante infusidn continua.
Una dosis diaria tipica podria oscilar entre aproximadamente 1 pg/kg y 100 mg/kg
0 mas, dependiendo de los factores mencionades con  anterioridad. Para
administraciones repstidas durante varios dias 0 mas, dependiendo de la afeccion,
el tratamiento pusde mantenarse hasta que ocurra una supresion deseada de los
sintomas de la enfermedad.

Una dosis preferida de un anticusrpo humanizado de vWF puede estar en
el rango de aproximadamente 0,05 mg/kyg a aproximadaments 10 mg/kg. Por o
tanto, pueden administrarse al pacients una o mas dosis de aproximadamente 0,3

mg/kg, 0,5 mg/ky, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kag o 10 mg/ky (o cualquier combinacién de



las mismas). Tales dosis pusden administrarse en forma intermitente, por ej. cada
semana, cada dos semanas, cada tras semanas o cada cuatro semanas (por €j.,
de modo que el paciente reciba de aproximadaments dos a aproximadamente
veinte, por €. aproximadamente seis dosis del anticuerpo humanizado de vWF).
Puede administrarse una dosis de carga mayor inicial, seguida de una o mas dosis
menoras. Un régimen de dosificacion representativo comprend= la administracion
de una dosis de carga inicial de aproximadamente 4 mg/ky, seguida de una dosis
de mantenimiento semanal de aproximadamente 2 mg/kg de un anticuerpo
humanizado de VWF o fragmento de unién del mismo. Sin embargo, otros
regimenes de dosificacién pueden ser Gtiles. El progreso de esta terapia pusde
monitorearse facilmente mediante técnicas y ensayos convencionales.

En estudios para evaluar la eficacia y seguridad de un anticuerpo
humanizado de VWF o fragmento de uniédn del misme descripto en la presente en
mandriles, sorpresivamente se ha descubierto que un anticuerpo humanizado tal
es efective en la prevencion (por &j., reduccion, disminucién o alivio) de la
agregacion plaquetaria in vivo a una dosis muy baja, por gj., en el rango hajo de
Hg/kg, lo que es un resultado inesperado e inédito para =l tratamiento de una
enfermedad o ftrastorno mediado por VWF. No se observan en estas
concentracionas signos clinicos de sangrado, con la excepcion de un aumento en
el sangrado de pequeios cortes (por €., prolongacion del tiempo de sangrado de
plantilla y/o volumen de sangrado medido en el ensayo de sangrado incisional). Lo
que es inclusive mas sorprendente, en dosis de aproximadamente 1 a
aproximadamente 260 vecas la EDqg, N0 s2 observan signos clinicos significatives
de sangrado, aunqus se observa un aumento en el sangrado de pequeios cortes.
En consecusncia, un anticusrpo humanizado de vWF o un fragmento de unidn del
mismo descripto en la presents aparenta ser efectivo para tratar una enfermedad o
trastorno mediado por vWF &n humanes.

Un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo descripto en la
presente puede entonces administrarse a un sujeto, preferentemente a un
humana, con una cantidad efectiva para usc terapéutico que oscila entre
aproximadaments 0,001 y aproximamdameante 100 mg/kyg. Preferentemeante, se
administra a un sujeto, con preferencia a un humane, una cantidad efectiva para

uso terapéutico que oscila entre aproximadamente 0,002 y aproximadamente 20



myg/kg, mas preferentemente una cahtidad efectiva para uso terapéutico que oscila
entre aproximadamente 0,002 y aproximadamente 10 mg/kg, en particular de
aproximacdamente 0,002 a aproximadamente 0,4 mg/kg, mas en particular de
aproximadaments 0,005 a aproximadaments 0,2 mg/kg, y mas en particular de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,1 mg/kg. Puede administrarse una
cantidad efectiva para usa terapéutico del anticuerpo humanizado o fragmento de
union del mismo a un sujeto en una o mas dosis efectivas para uso terapéutico.
Una cantidad efectiva para uso terapéutico administrada es habitualmente
insuficient2 para causar signos clinicos significativos de sangrado pero suficiente
para inhibir la agregacidn plaquetaria, es decir que pusde administrarse una
cantidad efectiva para uso terapéutico sin causar signos clinicos significativos de
sangrado (por €j., sin causar signos clinicos de sangrado excepto por un aumento
del sangrado de cortes pequeios).

Puede administrarse a un sujeto, preferentementz a un humano, un
anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo descripto &n la presents,
a una dosis efectiva para uso terapéutico que oscila entre aproximadaments 0,002
y aproximadaments 0,4 mg/kg o en particular entre aproximadamente 0,005 y
aproximadamente 0,2 mg/kg, mas =n particular entre aproximadamente 0,01 y
aproximadamente 0,1 mg/kg para producir un efecto terapéutico (por 2j., una
reduccion en la formacion de trombos) en un sujeto.

Puede administrarse un anticuerpo humanizado o fragmento de union del
mismo descripto en la presente en una cantidad efectiva para uso terapéutico que
oscila entre aprovimacdament: 1 y aprovimadamente 250 veces la EDjgo,
preferentements entre aproximadamente 1 y aproximadamente 200 veces la
ED1go, Mas preferentemente entre aproximadaments 1 y aproximadamente 100
veces la EDqqp sin causar signos clinicos significativos de sangrado (por &j., sin
causar signos clinicos de sangrado excepto por un aumento en el sangrado de
cartes pequeios). Puede administrarse una cantidad efectiva para uso terapéutico
de un anticuarpo humanizade o fragmento de unién del mismo descripto en la
presente como una dosis Unica o multiples sub-dosis al sujeto. Las dosis efectivas
para uso terapéutico anteriores se prefieren para administracion intravenosa. En la

administracion por via subcutanea, la cantidad total preferida administrada pusde



estar en el rango de aproximadaments una a tres veces la cantidad administrada
por via intravenosa, con preferencia aproximadaments dos veces.

Los signos clinicos de sangrado pueden referirsea la  clasificacion
BleedScore descripta por Serebruany y Atar (American Journal of Cardiology,
2007, Volumen 9%, Namero 2, 15 de Enero de 2007, Paginas 262-290) y aplicada
a modelos animales. La BleedScore se ha desarrollado especificamente para
clasificar el tipo de sangrade <que es caractzristico para las terapias
antiplajuetarias. La BleedScore se basa en la asignacién de puntos a hallazgos
clinicos que dependen de la gravedad de la hemorragia. Mediantz la adicion de
todos los puntos de todos los hallazgos, se deriva un puntaje resultante. Los
sintomas de sangrado se dividen en tres categorias de gravedad  creciente: 1)
sangrado superficial (un punto por evento) 2) sangrado interno (3 puntos por
evento) 3) sangrado alarmante, o una combinacion de estos (6 puntos por evento).
Este enfoque es particularmente atil en la determinacién y reporte de eventos de
sangradc  leves a moderados asociados con  terapias  antiplaquetarias  y
antitromboéticas modernas, misntras que también da cuenta de las complicaciones
hemorragicas mas severas. El sangrado superficial comprende los siguisntes

criterios: facilidad para la formaciéon de magulladuras, sangrado de corte

on

pequenos (por gj., tiempo de sangrado de plantilla prolongado), petequia,
equimesis. El sangrado interno comprende los siguientés criterios: Hematoma,
epistaxis, pérdida de sangre por la boca, vagina, melena, sangrado ocular,
hematuria, hematemesis. El sangrado alarmant= comprende los siguientes
criterios: Necesidad de transfusién, intracraneal, potencialmente fatal.

La inhibicidn de la agrsgacion plaguetaria (inhibicion de la agregacion
plaquetaria o suficiente para inhibir 1a agregacion plaquetaria) pusde indicar que la
cantidad efectiva para uso terapéutico administrada es suficiente para inhibir la
formacién de un trombo oclusivo en una arteria lesionaca en forma artificial en un
modelo animal de lesion arterial medido por el monitoreo del flujo sanguineo a
través de la arteria. Un enfoque para determinar la inhibicion in vivo de la
agregacion  plaquetaria de un modo cuantitative comprende la medicién de
reduccionas del flujo ciclico (CFR) en un modelo de lesion arterial. Por lo tanto, por

ejemplo, 1a inhibicién de la agregacién plaquetaria puede indicar que la cantidad



efectiva para uso terapeutico administrada es suficient2 para reducir el nimero de
CFR &n un animal.

Cantidad efectiva para uso terapéutico o cantidad efectiva puede referirse
a una cantidad efectiva para aliviar o prevenir los sintomas, o para prolongar la
supervivencia del sujeto tratado. La determinacién de una cantidad efectiva para
uso terapéutico se encuentra dentro de las capacidades de aquellos con
experiencia en la técnica, en especial a la luz de Ia revelacion detallada provista
en la presente. Una cantidad efectiva para uso terapéutico descripta en la
presente incluy2 una cantidad de un anticuerpo de vWF efectiva para tratar una
enfermedad o trastorno mediado par vWF en un sujeto. Una cantidad afectiva para
uso terapéutico del anticuerpo de VWF incluye una cantidad requerida para tratar o
inhibir la agregacién plaqguetaria (por €j., durante una trombosis en arterias
principales, arterias periféricas, arteriolas o venas).

Dosis efectiva para uso terapéutico o dosis efectiva puede referirsea una
dosis efectiva para aliviar o prevenir los sintomas, o para prolongar la
supervivencia del sujeto tratado. Una dosis efectiva para uso terapéutico descripta
en la presente incluye una dosis de un anticuerpo de VWF efectiva para tratar una
enfermedad o trastorno mediado por vWF en un sujste. Una dosis efectiva para
uso terapeutico descripta en la presente incluye una dosis que inhibe la
agregacian plaquetaria (por €j., durante una trombosis en arterias principales,
arterias periféricas, arteriolas o venas). Una dosis efectiva para uso terapéutico
incluye una EDyg que es la dosis efectiva suficiente para reducir en un 100% la
formacién de un trombo medida por la reduccion del flujo sanguineo &n un vaso
sanguin=o. La EDqy descripta en la presente incluye una cantidad de anticuerpo
de VWF suficiente para reducir a cere el nimero de reduceiones de flujo durante
un periodo de 30 minutos. Las dosis efectivas para uso terapéutico incluyen
aquellas dosis. que producen una reduccion en la formacidén de tromhos, por
gemplo una dosis suficient: para reducir en al menos aproximadamenta 15%,
preferentements en al menos 0%, mas preferentements en al manos 50%, con la
mayor preferencia en al menos 80%%, en particular en al menos 100%% la formacion
de un tromho medlida por la reduccion del flujo sanguingo en un vaso sanguineo o
por ensayos ex vivo apropiades ques miden la reduccién de la agregacion

plaquetaria.



Alternativamente, puede administrarse en forma apropiada un anticuerpo
humanizado de vVWF, &n serie o en combinacién con tratamientes radiolégicos (por
)., irradiaciéon o introduccion de sustancias radioactivas—tales coma las citadas -
en UICC (EA.), Klinischa Onkologie, Springer-Verlag (1922)).

Asi, la presente revelacion también proves un anticuerpo humano o
fragmento de unidn del mismo especifico para el factor von Willebrand (vVWF), que
puede administrarse =n una cantidad efzctiva para uso terapéutico que oscila
entre aproximadamente 1 vez y aproximadamente 250 veces la EDgo sin causar
signos clinicos significativos de sangrado. Preferentemente, el anticusrpo humano
o fragmento de unidn del mismo es especifico para el dominio A1 del vWF
humana. Preferentemente, el anticuerpo humano o fragmento de unidn del mismo
especifico para VWF es un anticusrpo humanizado o un fragmento de unidn del
mismo especifico para vwWF.

Articulos de Fabricacion

En otra realizaciéon de la revelacion, se provee un articulo de fabricacién
que contiene materiales Gtiles para el tratamiento de los trastornos descriptos con
anterioridad (por &j., un anticuerpo humanizade de vWF). El articulo de fabricacion
puede comprender un recipients y una etiqueta o prospecto sobre o asociado con
el envase. Los recipientes apropiados incluyen, por ejemplo, frascos, viales o
jeringas. Los recipientas puaden estar constituidos por una variedad de materiales
tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composiciéon que puede ser
efectiva para tratar la afeccion y puede tener un puerto de acceso estéril (por gj., el
recipiente puede ser una bholsa de solucion intravenosa o un vial que tiene un
tapdn perforable por una aguja de iny2ccién hipodérmica). Al menos un agente
activo de la compaosicién puede ser el anticuerpo humanizado de VWF descripto en
la presente. La etiqueta o prospecto puede indicar que la composicién puede
utilizarse para tratar la afeccién de eleccién, tal como cancer. En una realizacion,
la etiqueta o prospects puede indicar que la composicidon que comprende el
anticuerpo  humanizade de VWF puede utilizarse para tratar un trastorno
relacionado con vWF,

Mas aun, el articulo de fabwricacion pusde comprender (@) un primer
recipients con una composicién contenida en el mismo, donde la composicion

comprende el anticuerpo humanizada de la presente, y (b) un segundo recipiente



con una compaosicion contenida en el mismo, donde la composicidn comprende un
agente terapéutico diferente del anticuerpo humanizado. El articulo de fabricacion
de esta realizacién de la revelacién puede ademas comprander un prospecto que
indique que la primera y segunda composiciones pueden utilizarse combinadas
para tratar una enferemedad o trastorno relacionado con vWF. Tal agente
terapautico puede ser cualquiera de las terapias adjuntas descriptas en la seccién
precedents (por )., un agente trombolitico, un agente anti-plaquetario, un agente
quimioterapeutico, un agente anti-angiogénico, un compuesto anti-hormonal, un
cardioprotector y/o un regulator de la funcién inmune en un mamifero, incluyendo
una citoquina). En forma alternativa, o adicienal, el articulo de fabricacion puede
ademas comprender un segundo (o tercer) recipiente que comprende un huffer
aceptable para uso farmacéutico, tal como agua bacteriostatica para inyeccion
(BWFI), soluciéon salina bufferizada con fosfato, solucion de Ringer y solucién de
dextrosa. Este puede ademas incluir otros materiales deseables desde un punto
de visto comercial y del usuario, incluyendo otros buffers, diluyentes, filtros, agujas
y jeringas.

Usos No Terapéuticos para el Anticuerpo Humanizado de vWF

Los anticuerpos humanizados de VWF o fragmentos de unidn de los
mismos tiznen otras aplicaciones no terapéuticas. Por gjemplo, los anticuerpos
pueden utilizarse como agentes de purificacién por afinidad. En este proceso, los
anticuerpos pusden inmaovilizarse sobre una fase sélida tal como, por ejemplo, una
resina SEPHADEX™ o filtro de papel, utilizando métodos bien conocidos en la
técnica. El anticusrpo inmovilizado pusde ponerse en contacto con una muestra
que contiene la jroteina VWF humanizada (o un fragmento de la misma) a
purificar, y de alli en mas el soporte puede lavarse con un solvente apropiado que
eliminara sustancialmente todo &l material de la muestra excepto la protsina VWF
humanizada, que puede unirse al anticuerpo inmovilizade. Finalments, el soporte
puede lavase con otro solvente apropiada, tal como buffer de glicina, pH 5,0, que
liberara la proteina vVWF humanizada del anticusrpo.

Los anticuerpos humanizados VWF pueden también ser Gtiles en ensayos
de diagnéstico para la proteina VWF humana, por 2. para la deteccion de su

exprasion en células especificas, tejidos o suero. Para aplicaciones diagnésticas,
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el anticuerpo puede marcarse con un resto detectable. Se dispone de numeroscs
marcadores que pueden en general agruparse en las siguientes categorias:

(a) Radioisdtopos, tales coma *°S, C, %, *H y ™. El anticuerpo puede
marcarse con el radioisétopo utilizando las técnicas descriptas en, por gemplo,
Current Frotocols in Immunclogy, Volumes 1 and 2, Coligen et al., Ed. Wiley-
Interscience, New York, N.Y., Pubs. (1991), y la radioactividad puede medirse
utilizando un contador de centslleo.

(b) Se dispone de marcadores fluorescentes tales como quelatos de tierras
raras (quelatos de europio) o fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus
derivadas, dansilo, Lisamina, ficoeritrina y Rojo Texas. Los marcadores
fluorescentes pueden conjugarse al anticuerpo utilizando las técnicas reveladas
con anterioridad en, por eemple, Current Protocols in Immunology. La
fluorescencia puede cuantificarse utilizando un fluorimetro.

(c) Se dispons de diversos marcadores enzima-sustrato (ver, por €j., la
Patente de los Estados Unidos N° 4.275.149). En general, estas enzimas catalizan
una alteracién quimica del sustrato cromogénico que puede medirse utilizando
diversas técnicas. Por sjemplo, la enzima puede catalizar un cambio de color en
un sustrato, que puede medirse espectrofotométricamente. Alternativamente, la
enzima pueds alterar la fluorescencia o quimioluminiscencia del sustrato. Las
tdcnicas para cuantificar un cambio en la fluorescencia se describen con
anterioridad. El sustrato quimioluminiscente se  excita electrdonicaments por una
reaccion quimica y luego puede emitir luz que pusde medirse (por &j., utilizando un
quimioluminémetro) o dona energia a un aceptor fluorescente. Los ejemplos de
marcadores enzimaticos incluyen luciferasas (por gj., luciferasa de luciérnaga y
luciferasa bacteriana; Patente dz los Estados Unidos N® 4.737.456), luciferina, 2,3-
dihidroftalazindionas, malato deshidrogenasa, ureasa, |:ner0xidasé tal como
perovidasa de rabano picante (HRPO), fosfatasa alcalina, p-galactosidasa,
glucoamilasa, lisozima, sacarido oxidasas (por gj., glucosa oxidasa, galactosa
ovidasa y glucosa-A-fosfato deshidrogenasa), oxidasas hetsrociclicas (por €.,
uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa y microperoxidasa. Se describen
téenicas para conjugar enzimas a anticuerpos &n O'Sullivan et al, “Methods for the

Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Immuncassay,” en



Methods in Enzym. (Ed., J. Langone & H. Van Vunakis), Academic Press, New
York, 73:147-166 (1981).

Los ejemplos de combinaciones enzima-sustrato incluyen, por ejemplo:

(i) peroxidasa de rabano picante (HRPO) con perdxido de hidrégeno como
sustrato, donde el peréxido de hidrégeno oxida a un precursor de un colorante (por
j., ortofenilen diamina (OPD) o clorhidrato de 3,3',5,%'-tetrametil bencidina (TMB));

(i) fosfatasa alcalina (AP) con fosfato de para-nitrofenilo como sustrato
Cromogeénico, y

(iiiy p-D-galactosidasa (p-D-Gal) con un sustrato cromogénico (por €j., p-
nitrofenil-p-D-galactosidasa) o el sustrato  fluorogenico  4-metilumhbeliferil-p-fp-
galactosidasa.

Se encuentran disponibles otras numerosas combinacionas enzima-
sustrato para aquellos con experiencia en la técnica (ver, por gj., las Patentes de
los Estados Unidos Nos. 4.275.149 y 4.318.980).

A veces, el marcador pueds conjugarse indirectamente con el anticuerpo.
Aquel con experiencia en la técnica tendra conocimiento de diversas técnicas para
lograrlo. Por gjemplo, el anticusrpo puede conjugarse con biotina, y cualquiera de
las tres amplias categorias de marcadores mencionadas con anterioridad puede
conjugarse con avidina, o viceversa. La hiotina se une en forma selectiva a la
avidina, y asi, el marcador puede conjugarse con &l anticuerpo de esta manera
indirecta. Alternativamente, para lograr la conjugacién indirecta del marcador con
el anticuarpo, el anticuerpo puede conjugarse con un pequeio hapteno (por gj.,
digoxina) y uno de los diferentes tipos de marcadores mencionados con
anterioridad puede conjugarse con un anticuerpo anti-hapteno (por €j., anticuerpo
anti-digoxina). Por lo tanto, puede lograrse la conjugacién indirecta del marcaclor
con &l anticuerpo.

En otra realizacién de la revelacién, el anticuerpo humanizade de vWF no
requiere ser marcado, y la presencia del mismo puede detectarse utilizando un
anticuerpo marcado qus se una al anticuerpo humanizado de vVWF.

Los anticuerpos de la presentz revelacién pueden emplearse en cualquier
método de ensayo conocido, tal como ensayos de unidn competitiva, ensayos

sandwich directos = indirectes y ensayes de  inmunoprecipitacién.  Zola,



Monoclonal Antiboclies: A Manual of Technigues, pp. 147-158 (CRC Press, Inc.
1987).

Para inmunohistoqquimica, la muestra del tumor puede ser fresca o estar
congelada o puede incrustarse en parafina y fijarse con un conservante tal como
formalina, por gjemplo.

Los anticuerpos también pueden utilizarse para ensayos diagnésticos in
vivo. En general, el anticuerpo puede marcarse con un radionticlide (tal como ''In,
¥ e, MC, N, %1, *H, P o *8) de modo que, por gsmplo, un tumor pueda
localizarse utilizandao inmunos «=nt-=||og|af|a

Por cusstiones de conveniencia, los anticusrpos de la presente revelaciéon
pueden proveerse en un Kit (por ., una combinacién empacada e reactivos en
cantidades predeterminadas con instrucciones para llevar a cabo el ensayo
diagnéstico). Cuando el anticuerpo estd marcado con una enzima, €l Kit puede
incluir sustratos y cofactores requeridos por la enzima (por €j., un precursor de
sustrato que provea el cromoforo o fluordforo detectable). Ademas, pueden
incluirse otros aditivos tales como estabilizadores, buffers (por €., un buffer de
blogqueo o buffer de lisis) y similares. La cantidades relativas de los diversos
reactivos puedsn variarse ampliamente para praveer concentraciones en solucion
de los reactivos que optimicen en forma sustancial la sensibilidad del ensayo. En
particular, los reactivos pueden proveerse como polves secos, usualments
liofilizados, que incluyen excipientes que tras la disoluciéon proveeran una solucién
reactiva con la concentracion apropiada.

Los anticuerpos humanizados de vVWF pueden también ser dtiles para la
obtencién de imagenes in vivo, donde el anticuerpo marcado puede administrarse
a un huésped, preferentemente al torrente sanguineo, y donde se determinan la
presencia y localizacidon del anticusrpo marcado en el hussped. Esta técnica de

abtencién de imagenes pusde utilizarse en forma adecuada en 1a localizacidn de
embolias vasculares o en la determinacion del estadio y tratamiento de
neoplasmas. El anticuerpo puede marcarse en forma adecuada con cualquier
resto que sea detectable en un huésped, incluyendo, por ejemplo, indicadores no
radioactives detectables, por gj., por rescnancia magnética nuclzar u otres
métodos conocidos <n la técnica. Sin embarge, preferentements, el marcador
131|

puede ser un marcador radioactivo, incluyendo yodo, por . 2%l y 3, selenio,



quelatos bifuncionales, cobre, por &j. ®’Cu, tecnecio, por &j. *®*mTe, y renio, por €j.
"®Re y "**Re. El radioisotopo puede conjugarse a la proteina por sualquier medio,
que incluye, por ejemplo, compuestos quelantes de metales o lactoperoxidasa, o
técnicas yodogénicas para yodacién.

Depdsite de Material:

Los siguientes materiales se han depasitado con el Deutsche Sammiung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Inhoffenstr. 7 B, 28124
Braunschweig, Alemania:

Microorganismo (E. coli) depositado con DSMZ el 23 de enero de 2008, que
tiene el N® de acceso DSM 21059, que comprende el vector GS264 que
comprende un acido nucdleico aislado que comprende la secuencia de acido
nucleico que codifica la cadena liviana de la variantz humanizada HIL9I9G4 de
NMC-4. Microorganismo (E. coli) depositado con DSMZ el 22 de enero de 2008,
que tiene el N° de acceso DSM 21080, que comprends el vector GS2646 que
comprende un acido nucleico aislado que comprende la secuencia de acido
nuclzico que codifica la cadena pesada de la variante humanizada HOL91gG4 de
NMC-4. Estos depésitos se realizaron segan las provisiones del Tratado de
Budapest sobre &l Reconocimiento Internacional del Depésito de Microorganismos
a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes y las Normas que lo
Reglamentan (Tratado de Budapest).

Sin descripcion adicional, se presume que la persona con experiencia en la
técnica puede, utilizando la descripcidn precedente y los siguientes ejemplos
ilustrativos, preparar y utilizar los agentes de la presente revelacion y practicar los
métodos reivindicades. Los siguientes ejemplos de trahajo se provesn para
facilitar la practica de la presente revelacion, y no deban considerarse limitativos
hajo ningun concepto del resto de la revelacion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Construccion de Anticuerpos Quiméricos

Generacion de una quimera NMC-4-Fc humana: Se construye un
anticuerpo quimérico que comprende regionss variables del anticuerpo NMC-4 de
ratdn y una regién Fo hurmana, segan se describe a continuacién. En un método
representativo, el anticuerpo anti-vwF, NMC-4 (por €j., una lgG1k con secusncias

de aminoacidos de regidn variable que han sido publicadas) se utiliza como molde



para generar secuencias genéticas sintéticas para las regiones VH y V0L de NMC-4

(Celikel et al, 1997, Blood Cells, Molecules and Diseases

23:122-124). Por

ejemplo, se generan secuencias genéticas sintéticas para VH y VL de NMC-4

tomando las secuencias de amincacidos descriptas en Celikel 2f al. y generando

una secuencia nucleotidica correspondiente utilizandeo el software VECTOR NTI.

Tabla 1. Cehadores utilizados para generar 10s plasmiclos de exprasion de

la quimera NMC-4.

Cebador

e Cehador = :
chzlanters Sestendia TRt Secuencia
delantéro i L nversa :
Cadena
pesada
NMZ-VH- 5'- NMC-VH- 5-
EcoPI-F GACSUOAATTOGASETISNAS l951-F S BATGSG ST TSETGEALS
CTEAASGAGASC -2 COCTOOTCATGETCACGC TGS
(SEC 1D NO: 34) T-3
(SEC 1D NO: 35)
hlgG-F 30T T ACCAAGIZSC Filgys-F L CAGAGACA GG GAGAGGC
CATCOG -3 TCTTCTS -3
(SEC 1D N 36) (SEZ 1D N 37)
I19G1-BamiHI- 5'-
F ATTAGSATCCTTATCATTTALC
CABAGACAGGEAGAGGIT -3
(SEC 1D N 38)
hFe-L2258E- B- hFo-L235E-R 5
F CT o SASG T SSSACCSTCASTS AAGAGGAAGACTZACESTOOC
T CC
TOOTCTT -3 CTOGAG =3
(SEC 1D MO 39) (SE‘: ID N 40)
CHZ-CAq(-)- B CHZ-C1q(-)- 5.
F GECGTACGCETGOGCGETCT R COBCBCALSCETACSCCTTES
CCAACAALGT -3 CATTCAGGTA-S

(SES 1D ND: 41)

(SEC 1D N 42)

4-52 lidsr- e lg31-BamHl- | 8- TALGGATCCTTATCATTTAS
':lil\f/‘li':'“- ATTA "‘~'3'C"TT‘iIC'»CGCClA.CCLA.TG‘ P SOGGABACAIBAGAS-T
-4 AA . N
CATCTGTEETTCTTCCTTOTOC (SECID NG 44)
TGSTEGCAGCTOOCASGGTIEEG
TCOTGETOCCAGGTGCAGCTGA
AGGAGAGC -3
(SEC 1D NO: 43)
Cadena
liviana
NMC-VL- | 5-GACSCEAATTOGGACATOCA | MMG-VL- 5.
EcaoPl-F SATGACCCASGAGCE -3 b appa-F SAAGACAGATGEETECAGICAC
EC 1D NG AGT
SEC - 45 __AGT
(SEC 1D NG 45) TCECTTCACGTOCAGCTTGOT
GCC -3
(SEC 1D NO: 4R)
Fappa-F 5 -CGAACTETESC TSI ACCAT Fappa- 5.
CTGTCTT -3 BamiHI-R BATTCSGATLCTTACTAACACT
CTO T TSETTGAAGCTCTT -3

(SEC ID N 47)

(SEC 1D N 48)




En un método representativo, puaden llevarse a cabho reacciones de PCR
utilizando el Accuprime PFX DNA POLYMERASE KIT (Invitrogen). Por gjemplo, se
ensambla una mezcla de reaccidn de 50l que incluye: buffer 1<PFX, mezcla de
dNTP 0,2uM, 1 unidad de PFX polimerasa, cehador delantero 1uM, cebador
inverso 1M y 100ng de molde(s) de ADN. Un programa de PCR estandar
30
30

consiste en desnaturalizacion inicial a 94°C durante 1 minuto, seguido por
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ciclos, siendo cada ciclo de 94°C durante 30 segundos, 55°C durante
segundas, 88°C durante un minuto y un paso de extension final a 63°C durante 10
minutos. Los productos de PCR se purifican por electroforesis en gel de agarosa
sobre un gel de TAE 0,8% y se recortan una 0 mas bandas del tamario deseado y
se purifican con un GEL EXTRACTION KIT de Qiagen. Se ligan fragmentos de
ADN durante 30 minutos a temperatura ambiente 2n un volumen de 10pl que
incluye buffer de ADN ligasa 1- T4 (NEB), ADN Ligasa T4 0,5ul (NEB) y 100ng de
cada ADN. Luego, s= utiliza 1 pl de la reaccion de ligacion para transformar
células de E.coli IM109 y los insertos generacdos por PCR se verifican por
secuenciacion utilizando un DNA ANALYZER Beckman CEC 8000Q.

Tales anticuerpos quiméricos que comprenden una VH y/o una VL del
anticuerpo murino NMC-4 y una Fo humana se sintetizan por PCR de acusrdo con
protocolos estandares conocidos en la técnica. En un método representativo, se
fusiona una VH y/o una VL de NMC-4 a una Fc humana por PCR con un cebador
especifico para NMC-4 y un cebador especifico para Fc humana.

Opcionalmente, s introducen sustituciones de  amincacidos (por ¢,
mutaciones) en la regidn IgG1 Fc para abolir la Fc y unir sitios de complemento
para eliminar la citotoxicidad que supuestamente estd mediada por la regién
constants y1 de Fo de tipo salvaje (ver, por gjemplo, SEC ID NQ: 143). Por
ejemplo, se amplifica una rzgién constants de IgG1 humana (por &j., Fec) derivada
del clon LMA.GE. #4734579 de ADNc (ATCC) (SEC ID NO: 33) utilizando los
cehadores hlgG-F (SEC ID NO: 38) y hlgG-R (SEC ID NO: 37) (Tabla 1). Se
introducen sustituciones de aminoacidos (por gj., L235E (el sitio de unién FcR) y
E318A, K320A, K332A (=n &l sitio de unién de complemento C14q)) en la regién

IgG1 Fc mediante, por gemplo, mutagénesi

!

3 sitio-dirigida (Duncan y Winter,
Nature, 332(5136):735-40 (1983). Por ejemplo, se introduce la mutacion L235E en

la regién constante utilizando un par de cebadores hFc-L235E-F (SEC ID NO: 29)

«



y hFc-L235E-R (SEC ID NO: 40); y se introducen mutaciones al sitio de
complementeo utilizando el par de cebadores CH2-C1q(-)-F (SEC ID NO: 41) y
CHz-C1q(-)-R) (SEC ID NO: 42) (Tabla 1). Los productos de PCR resultantss que
comprenden las cuatro mutaciones se conectan utilizando dos  cebadores
exteriores, hlgG-F (SEC ID NO: 26) & lgG1-BamHI-R (SEC ID NO: 38) para
producir un producto de PCR que codifica una regidn 1gG1 Fo modificada
(denominada lgG1(dm)).

En un método representativo, la regién variable de cadena pesada de NMC-
4 se fusiona a una region lgG1 Fc modificada (por €j., IgG1(dm)) mediante
técnicas recombinantes conocidas en la técnica. Por ejemplo, la secuancia
nuclectidica que codifica la region variable de cadena pesada de NMC-4 (SEC ID
NO: 1) se amplifica con los cebadores NMC-VH-EcoRI-F (SEC ID NO: 34) y NMC-
VH-IgG1-R (SEC ID NO: 35) que introducen un sitio de clonacién EcoR1 corriente
arriba del extremo N-terminal de NMC-VH. En resumen, el producto de PCR se
conecta con una region constante de cadena pesada (por €j., 1IgG1(dm)), mediante
PCR recombinante an dos pasos, utilizando primero el par de cebadores NMC-
VH-EcoRI-F (SEC ID NQ: 34) y hlg3-R (SEC ID NO: 37), seguido de una reaccidn
de PCR utilizando el par de cebadores NMC-VH-EcoRI-F (SEC ID NO: 34) & IgG1-
BamHI-R (SEC ID NO: 38). El producto de PCR final se digiere con EcoRl y
EamH| y se clona en los sitios EcoR1 y BamH1 del vector pIRES2-EGFP-Igk
(Clontech, Palo Alto, CA), que esta modificado para comprender una secuencia
lider lgx (METDTLLLWVLLLWVPGSTGD) (SEC ID NO: 107) (codificada por el
polinucledtida de SEC ID NO: 140) clonada en los sitios Ahol y EcoRl.

En un métado representativo, la regién variable de cadena liviana de NMC-
4 se fusiona a una regién IgG1 Fo modificada (por =), 1gG1(dm)) mediante
técnicas recombinantes descriptas a continuacion. Por ejemplo, la regidn
constante de cadena liviana Ige (por €], xC1 (SEC ID NO: 141)) se amplifica con
ADN preparado a partir del clon .M.A.G.E #4704493 (ATCC) (SEC ID NO: 108)
utilizando Ios cebadores Kappa-F (SEC ID NO: 47) y Kappa-BamHI-R (SEC ID
NO: 43) que ademas introaducen un sitio de restriccion BamH1 en el extremo &' de
la region constante de cadena liviana. En forma similar, la regién variable de
cadena liviana se amplifica a partir del gen VL sintetizado con los cebadores NMC-

VL-EcoRI-F (SEC ID NO: 45) y NMC-VL-Kappa-R (SEC ID NO: 43) (Tabla 1) que

&



introducen un sitio EcoR1 en el extremo 5°. Luego, la regidn variable NMC 4 y los
fragmentos «C1 se conectan mediants PCR recombinante utilizando los
cebadores NMC-VL-EcoRI-F (SEC ID NO: 48) y Kappa-BamHI-R (SEC ID NO:
43). El producto de PCR final se digiere con EcoRl y BamH| y se clona &n el vector
PIRES2-DsRerl2-Igk en los mismos sitios.

El nivel de expresidon de la cadena pesada en el vector pIRES2-EGFP
pusde ser bajo en comparacion con el plasmido pIRES-DsRed que expresa la
quimera de ratén-humano de cadena liviana, no obstante el hecho de que la
misma secuencia lider Igk se utilice tanto para la cadena liviana como para la
pesada. Por consiguiente, para mejorar el nivel de expresidn de la cadena pesada,
se reemplaza la secuencia lider Ige por la secuencia lider del 4-59 VH de linea
germinal humana (MKHLWFFLLLVAAPRWVLS) (SEC 1D NO: 109) utilizando el
par de cebadores 4-59 lider-HindlI-NMC-4 (SEC ID NO: 43) e lgG1-BamHI-R
(SEC ID NO: 39) actuando =l vector pIRES2-EGFP-NMC4-1gG(mut) como molde
(Tabla 1). El fragmento se digiere con Hincdlll y Pmel y se subclona en los sitios
Hindlll'y Pmel del vector pcDNAG-cMyc-A (Invitrogen, Carlshad, CA).

Construccion de un Anticuerpo de Referencia AJW200: AJW2Q0 es otro
anticuerpo dirigido contra el dominio A1 d= VWF, con la capacidad de bloquear la
interaccion del dominio A1 de VWF con GPiba. Se genera un anticusrpo de
referencia AJW200 por manipulacion genética de las secuencias VH y VL
descriptas en la Patente de los Estados Unidos N” 6.228.360 para que incluya, por
gjemplo, una secuencia Kozak funcional adicional para expresién mejorada. Por
ejemplo, el gen AJIW200 VH sintético se amplifica utilizando los cebadores Hind HI-
Ko-AJW-F (SEC ID NO: 49) y HuFab-H-R (SEC ID NO: &§0) (Tahla 2) y se clona en
el sitio Hincllll y Apal del vector pecDNAB-cMyc-A digerido con Hindlll-Apal- que
comprends la regidén constante de cadena pesada de IgG1 humana (dm)
(reemplazando de este modo a la VH del NMC-4). La VL de AJIW200 se amplifica
utilizando &l par de cebadores Xhol-ko-AJW-F (SEC ID NO: &1) y Kappa-BamHI-R
(SEC ID N©O: 48) y se suhclona &n los sitios Xhol y EamH1 del vector pIRES-
DsRed que porta la quimera de cadena liviana de NMC (reemplazando de este
maodo a la VL del NMC4).

Tabla 2. Cebhaclores utilizaclos para generar los plasmidos de 2xpresicn AJW200
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“Cebador : T Cebador o o
¥ : SeciEncia . , SEcLenci
delanters j:,’.l«",:liqm | inversn - Senuencia
Hiric 111-K- [ HuFab-H-R 5.
AJW-F STTAAGCTTGCCGCCACCAT GAATGGGCCTTEETEGAAS
GGA EETE
TTTTGEGCTEATTTTTTTTAT AGEALATEETCACGAGEETA
TGTT-3' 3
(SEC 1D Mo 49) (SEC 1D NCx: 50)
¥ hol-Fio-8JW- 5'- Kappa- &-
F AATETCGABGEOIGCATCAT | BamHI-R | AATTCGGATLCTTACTAARAC
GA | T
GTETECCCACTCAGETCOTS CTOOLCCTETTASGCTOTT -3
@3 (SEC 1D NO: 48)
(SEC ID NO: 51)

Produccién de anticuerpos. Pueden producirse anticuerpos quimericos
mediante cualquier método conocido en la técnica. En un método representativo,
se cultivan células HEK293F en medio de expresién Freestyle 293 (Invitrogen) en
matraces de agitacion a 120 rpm, 37°C, §%CQ; Las células se peletizan a 100xy,
se resuspenden en 30ml de MEDIO DE EXPRESION FREESTYLE 293 , y se
agitan con vértex durante 20 segundes para obtener una suspensidén unicelular.
Se cuentan las células y se siembra un matraz de agitacién de 2L con 3,3%108
células en un volumen total de 330ml de MEDIO FREESTYLE 293. La mezcla de
transfaccién esta compuesta por partes iguales de ADN/OptiMEM (por €j., 165 ng
de plasmido de expresion de HC, 165ug de plasmido de expresion de LC, y
OptiMEM a temperatura ambiente (Invitrogen) hasta un volumen total de 11ml) y
292fectin/OptiMEM  (por  ¢j., 433pl de 293fectin (Invitrogen) y OptiMEM  a
temperatura ambiente (Invitrogen) hasta un volumen total de 11ml). La mezcla de
ADN se agrega a la mezcla de 293fectin, luego s mezcla & incuba durante 20
minutos a temperatura ambiente, y se agrega a los medios existentes que
contienen las células 293F. Las células se incuban a 37°C, 27%C0O: con agitacion a
120rpm. 72 horas después de la transfeccion, la suspension se centrifuga durante
& minutos a 100xg para peletizar las c&lulas y el sobrenadante que contiene Mab
se filtra a través de un filtro de 0,2 ym y se purifica utilizando una columna de
afinidad de Proteina A.

Se aplican volimenes pequeios de medio acondicionado (CM) de células
HEK-292F temporalments transfectadas a una columna de goteo de SEFAROSA
con 0,3 ml de Proteina A que ha sido equilibrada con PBS. La columna se lava
con 10 ml de PBS y se eluyen las protzinas con Glicina 0,1 M, pH 2,7. Se

recolectan fraccionas de un mililitro en 0,1 ml de Tris-HCI 1M, pH 8,0 siendo la



mayor parte del anticuerpo eluida en las primeras dos fracciones de =luato. Estas
dos fracciones se combinan y concentran a un volumen final (por gj., 0,2-0,3 ml)
utilizando, por gjemple, un dispositivo centrifugo Vivaspin de 0,5ml. Durants este
paso de concentracién, se llevan a cabo diluciones intermedias con PBS para
intercambiar 2l buffer de Tris-Glicina a PBS. El concentrado final se esteriliza por
filtracién a través de, por ejemplo, un filtro de jeringa de 0,2um y se determina la
concentracion de proteina de la muestra que contiens anticuerpo utilizando un
ensayo de proteinas de Lowry (BioRad DC Protein Assay).

Para purificacidon a gran escala, se concentran 2L de medic acondicionado
(CM) de células adherentes temporalmente transfectadas (por €j., HEK-293T) por
ultrafiltracidn en un cartucho de fibra hueco (por )., Amersham Biosciences
30.000 NMWC/columna de fibra hueca de 290 cm® UFP-30-C-3X2MA) hasta que
el volumen se reduce a ~200ml. Esta material concentrado o, para transfeccionas
menores, CM puro, se bombea sobre una columna de SEFAROSA con Proteina A
de 12 ml que ha sido equilibrada con Tris-HCI 0,1M, pH8,0. La columna s2 lava
con Tris-HC! 0,1M, pH 8,0 hasta que la lectura de UVzgy haya establzcido un valor
basal. El anticusrpo se eluye con Glicina 0,1 M, pH2,7 y se recolectan fracciones
de 3 ml. Bl pH de las fracciones que contienen el maximo de proteinas se ajusta
por adicidon de Tris-HCI pH 8,0 a una concentracion final de 0,1 M. Las fracciones
de maximo contenido se mezclan, se concentran a un volumen menor que 7mil por
ultrafiltracién (por €j., en un dispositivo de centrifugacion de 15 ml Amicon Ultra), y
luego se desalinizan en PBS utilizando dos corridas separadas sohre una columna
PD-10 (Amersham Biosciences/GE-Healthcare).

Se cuantifican las proteinas obtenidas de los sobrenadantes de cultivo y se
analizan mediante cualquier método conocido en la técnica (por €j., ensayo de
proteinas de Lowry (BioRad DC Protein Assay). En un método representativo, se
analizan los sobrenadantes de cultivo mediante SDS-PAGE. En resumen, se
transfieren proteinas a una membrana ds nitrocelulosa, se bloquean con 5% de
leche/PBS durantz 1 hora a temperatura ambiente, y se incuban con IgG anti-
humana de ratén conjugada con HRP (por &), - especifica de cadena y, 1:10000) y
kappa anti-humana de ratén (por €j., especifica de cadena «, 1:1,000) (Southern
Biotech, Cat# 9042-05 y #9220-05, Birmingham, AL) y las sefales se detectan con

un kit ECL.



Actividad inhibitoria in vitro en el ensayo de aglutinacién plaquetaria
inducida por ristocetina: En un método representativo, se ensayan para
determinar su actividad anticuerpos quimeéricos NMC-4Fc humana |, que incluyen
por ejemplo, especificidad de unién para vWF. Por ejemplo, se llevan a cabo
ensayns de aglutinacién plaquetaria con un agregdbmetro estandar (Bio/Data,
medelo PAP-4) utilizando plaquetas humanas liofilizadas (Bio/Data, Horsham PA).
En resumen, se agregan 50ul de ristocetina (por €., concentracion de solucién
madre =18 mg/ml) (Bio/Data) y 48,5 ul de TBS o anticuerpo de ensayo a un tubo
que contiene 1x10° plaquetas liofilizadas en un volumen de 400 pl . Se registra la
lectura hasal durante 10 segundaos antes de la adicién de 1,5 pl de VWF purificado
(por &j., concentraciaon final de 1,5 pg/ml) en &l tubo para iniciar la aglutinacion. El
valor de ECg del anticuerpo de ensayo se estima como la concentracion que
inhibié el 0% de la aglutinacion plaquetaria. En comparacion con el anticuerpo
monoclonal progenitor, la quimera demonstré una potencia equivalente a la del
anticuerpo NMC4 murino progenitor.

Ademas, para determinar en forma mas precisa los valores de ECe, se
ensayan anticuerpos quimeéricos utilizando, por gjemplo, un método de lectura de
placas adaptado del método de microplacas. En un método representativo, se
agregan 4,5x107 plaquetas fijadas con paraformaldehido- en 150 ul de TBS (pH
7,5) por poaillo, utilizando una placa COSTAR 3603 de 95 pocillos y se agrega
VWF humano purificado (Calbiochem, San Diego, CA) a una concentracion final de
1,% pug/ml por pocillo. Se agregan concentraciones seriadas de anticuerpos de
ensayo seguido de la adicion de ristocetina a una concentracién final de 1,5 mg/mi
por pocillo para iniciar la aglutinaciéon y se monitorea la turbidez (por ej.,
absorbancia a 405 nm) utilizando un LECTOR DE PLACAS SPECTRAMAX PLUS
(Molecular Devices) ajustado a 37°C durante 6 minutos con 20 segundos de
agitacion en el plano entre ciclos de lectura. Se agrega compuesto inhibidor o el
MAD de referencia (por gj., AVW-3) (por &j., 20 pl/pocillo) y las mézclas se& incuban
y monitorean durante 2 minutes. Por ultimeo, se agrega ristocetina o botrocetina (20
ul/pacille) y las mezclas se incuban y monitorean durante 40 minutes. La sefal de
aglutinacién se monitorea como la proporsion de la reduccion en absarbancia (por

€., -AAbsorbancia).



La quimera NMC-4-Fc humana se compara con &l anticuerpo monoclonal
original NMC-4 asi coma con el anticuerpo AJW200 clonado. Comeo se mueastra n
la Figura 1, la quimera NMC-4 es similar en actividad al mAh NMC-4 original y
ligeramente mas potentz= que AJW200 en el ensayo de aglutinacién plaguetaria
inducida por ristocetina, con valores de ECs de 0,1, 0,17 y 0,27 nM,
respectivamente.

Ejemplo 2: Construccion de Anticuerpos Humanizados

Seleccion de entramados aceptores humanos: Pueden utilizarse hases
de datos (por )., una base de datos de una linea germinal humana, bhase V, o la
hase de datos Kahat) o publicaciones (por &j., Kabat et al., Sequences of Proteins
of Immunaclogical Interest, 1992) para identifizar las subfamilias a las que
pertenecen las regiones V murinas de cadena pesada y liviana y determinar el
entramado de linea germinal humana mas apropiado para utilizar como molécula
aceptora. La seleccidn de la cual pueden utilizarse secuencias de VH y V0L dentro
de estas subfamilias como secuecias receptoras, pueds hasarse en la homologia
de secuencias y/o en una coincidencia de la estructura candénica de las regiones
CDR1 y CDR2 para ayudar a preservar la presentacion relativa apropiada de las
seis CDR luego del injerto.

Por gjemplo, €l uso de la base V indica que la cadena liviana « de NMC-4
gs de la subfamilia kappa 1 dado que se identifica una buena homologia entre el
entramado VL de NMC-4 y los miembros de la subfamilia - 1 (VK1). La maxima
homologia y mejor preservacién de las estructuras canénicas de los bucles de
CDR se observa para la secusncia de linea germinal 018 (SEC ID NO: §), que
tiene una identidad de secuencia del 78% para toda la secuencia hasta CDR3 y
una identidad de secuencia del 849% para las regiones de entramado. La
alinzacién de la cadena liviana de NMC-4 y la cadena liviana humana 018 (SEC
ID NO: 5) y AAKS4303 (un anticuerpo maduro derivado de O18, utilizado para
proveer una LCDR32 y secuencia de entramado 4 para la comparacién con NMC-4
en esta region) (SEC ID NO: 8) se muestra en la Tabla 3, indicandose las
diferencias entre 2l anticuerpe NMC y el humano en negrita (numeracién hasada
en &l esquema de numeracién de Kabat (Kabat, 1973)).

En forma similar, el uso de la base V indica que 1a secuencia de VH hasta el

entramado 3 cae dentro de la subfamilia IV de VH. Dentro de la subfamilia IV de



VH, la VH de NMC-4 muestra la maxima hamolagia de secuencia con la secuencia
de linea germinal 4-59 (SEC ID NO: 3) que exhibe una identidacd de secuencia del
H568% para con la VH de murine para la totalidad de la VH hasta la CDR3 y una
identidad del 67% sélo para las regiones de entramaddo (Tabla 4). Sin aferrarnos a
una teoria de la revelacion, se selecciona AAC18165.1 (SEC ID NO: 4) para
proveer una HCDR3 y una secuencia comparadora del entramado 4 dado que
comparts secuencias de aminoacidos idénticas en los entramados 1 a 3 y en
HCDR1 y HCDR2 a la VH de linea germinal humana 4-59 (SEC ID NO: 3). No se
incluyen las regiones HCDR3 y de entramado 4 en las secuencias de linea
germinal de VH en la base de datos de la hase V, dade que las regionas HCDRS
son altamente divergentes y que el FW4 es un dominio distinto derivado de un
producto génico (J) separado. Las diferencias de aminoacidos entre la VH de
NMC-4 y AAC18155.1 (SEC ID NO: 4) se resaltan en negrita y sus posiciones se
indican con asteriscos en la Tabla 4.

Tabla 3. Alineacion de la VL de NMC-4 con el anticusipo humano AAK94808 que
tiene secuencias de aminoacidos de enframacdo y secuencias de CDR1 y CDR2

ichénticas a la VL de linea germinal humana 018.

Nombre FWH1 CDRA FWZ CDR2
_________-I ____7';____2_'}._ Z o 37‘:___ _____ 4'.‘:?:_'.1:____& 5*_*_**

H° Falbat: 12345E7 3901 224567390122 5675001254 BE73012545E730 0123485

VL NMC-4
(SECID D 2 DIOMTOGSPSSLSASLGDRVTISC SASGDINK LH WiQb FDGAVELLIF YTSSLHS
C12(AAKD4303)
(SECID D &)y DIOMTOQSPSSLIASVGEDREVTITS QASGDISNGLH Wil PGKAPKLLIY DASNLET

Noralre FW3 CDR3 Fw4

e Bommmemene Jnk kR RO
H° Fabat: 7801254867 EA0 1 254567 3001 2348675 DOIZNAEG7  GI0I123AEGT

VLHMC-4 GVYPSPFSSSGEETOYSLTISNLEFEDIAT Vv Gy VEKLFWT FGSGTELEVE.
O13(AAFA4202) GVPSRFSSSESSTOFTFTISSLQRPEDIAT vC Q@ VDNLFLT FiSGETHVEIR

Tabla 4. Alincacion de la VH de NMC-4 con &l anticuernpo humano AACT18165.1,
gue tiene secuancias de aminoacicdos de entramacdlo,de CDR1 y CDR2 idénticas a

la linea germinal humana 4-59.

MHombre FWH CORA Fwz CDRZ
B mE__K_____ A xR _wen L R Bkwh___#_grn___
H° Fabat: 1L54EG7 5001 2045675901 2545 G7EL01Z5AE  BTLA0 25456730 CI23d5275D012348
NMC-4 VH

(SECIDHD: 1) QVOLKEZGRGLVAFEQSLAITCTVE GFELTDGVD WVRGFPGHGLEWLG MIWGDSGSTD (HISALE S
4-5(ACCISIEE. )
(SECID N4 OVOLQEZGRGLVKPSETLELTCTVE GGEISSTYWS WIRQFFGHGLEWIS  YIVYSGSTNTIPSLES

Nombre FW3 CORS FW4
Ry AR B L L (v L T 11
HE Foabat: E78201 2345672901 2abe 345675001224 EE75A0 b 12 SEETIO01LD
{IMG-4 VH FLSITKDONZHSQVFLFMNSLQTDOTAR 'CVF. DPADYGNYDYALDY WGQGSTSVTVES

4-59(ALC1S165.1)  FVTISVDTEZINQFSLELSEVTAADTAV Y YCAF.  GYRPGVAAHSPFDY WGQGTLVTVES



Dado que se presume que el injerto directo de CDR de un anticuerpo de
ratén a entramados de anticuerpo humano da lugar a una pérdida de la afinidad
por la unién al antigeno (Foote y Winter J. Mol. Biol. 224: 487-499 (1992); Xiang et
al. d Mol Eiol. 253:385-90 (1995); Homes et al, J. Immunal. 167:262-301 (2001)),
puede ser deseable mutar ciertos residuos en los entramados nuevamente a 10s
residuos de ratén en esas posicicnes, un proceso denominado “retromutacion”).
Por ejemplo, la Tabla 5 muestra los residuos que pueden afectar las
cenformacionss de CDR y que pueden ser candidatos potenciales para la
retromutacion al residuo murino (por gj., las diferencias de aminoacidos entre el
NMC-4 y los entramados humanos en esas posiciones se resaltan en negrita
cursiva).

Tabla 5. Residuos de entramaco que afectan la conformacion de las CDR;

comparas in entre NM(‘-4 y las reg JIOI'I'-'.) \:cu/ahl s aceploras humanas

Posicion NMIC 1 ~_«;1 FW | Posicion Kabat | WMCd | 450 FW
Kabat | e ~ -~ 1
2 | o 2 v v
4 M M 47-49 W, L G W, 1, G
2636 W, ¥ W, v 57 L v
46-47 LLLF | LLLY &9 | |
64 G €] 71 K "4
&6 G 73 N T
B2 G T G T 78 v F
71 F 93-94 VR A R
on F F 103 W W

Se han identificado residuos de aminoacidos que pueden estar involucrados
en &l aparcamiento de las cadenas pesadas y livianas para coordinar la
presentacion de CDR (Holmes et al, J Immunol. 157:293-301 (2001) y puaden ser
candidatos para la retromutacién. Sin aferrarmos a una teoria 1a revelacidn, dentro
de la region VL, se presume que los residuos 44, 95 y 98 son de importancia, con
contribuciones adicionales de los residuos 34, 36, 38, 46, &7, 89 y 91. De estos
residuos, &l anico que difiere en forma considerable entre NMC-4 y el aceptor O18
para la region VL es el residuo 44, que &s una valina en VL de NMC-4 y una
prolina en el entramado de Q18 humano. Sin aferrarncos a una teoria de la
revelacién, para la VH, los residuos 45 y 103 son de importancia, contribuyendo

I3 d

tambien los residucs 28, 27, 39, 47, 91, 95, y 95 para el empaque en interfaz de la




P
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VH con la VL. La Unica diferencia en estos residuos de interfaz para VH de NMC-4
y los entramados aceptores de 4-59 esta en el residuo 93, donde existe una
diferencia consatvativa de una valina 2n NMC-4 en comparaciéon con alanina en 4-
59 (Tabla 5).

La comparacion de las secuencias de entramado de las secuencias VH
murinas y de la linea germinal humana 4-59 revela que muchas de las diferencias
en los residuos que se presumen importantes para la presentacién de CDR y del
empadue en interfaz se agrupan en el entramado S (residuos 67, 71, 73, 78, 93),
con diferencias adicionales en los residuos 37 y 48 en el entramado 2. Estos
residuos son candidatos putativos para retromutacion en la secuencia humanizada
prototipo. Sin embargo, las diferencias para los dos rasiduos de entramado 2 (37
vs 371 y 48L vs 48]) son conservativas; por lo tanto el primer prototipe de
secuencia VH puede centrarse en las diferzncias en la regién de entramado 3 y
trasnferir las siguientes retromutaciones de humano a ratéon: VB7L, V71K, T73N,
F78V y AQ2V (Tabla 4). EI gen sintético es  sintetizado a medida por Retrogen
(San Diego CA) y denominado H2 y se clona en los sitios Nha1 y Xhotl del vector
bacteriano pRSFDuet (Novagen, Madison WI) vy se utiliza come molde para
amplificar el inserto utilizando los cebadores 4-59-huNMC-F (SEC ID NO: 54) y hu-
VH-R (SEC ID NOQ: &5) (Tahlas 7 y 9). El fragmento resultante se digiere con
Apal. El plasmido ADNpeB-NMC-HC, que contiens la cadena pesada de la
quimera NMC-4 generada en el Ejemplo 1, se digiere con Hindlll y Apal y &l
fragmento de ADN que contiene el fragmento de ADNpc-lgG1dm se finaliza 2n un
extremo romo con un fragmento de Klenow en presencia de NTP. Se liga el
producto de PCR que contiene la VH al fragmento de ADNpc-19G1dm de extremo
romeo. Luego, se utiliza &l ADN plasmido para transformar la hebra huésped de
E.coli JIM 109. Se secusncian clones individuales utilizando un sscuenciador de
ADN Beckman CEQ 8000 para identificar un clon que exprese el inserto en la
orientacidn correcta y con la secuencia correcta (clon ADNpe-huVH-IgG1dm). Este
vector se utiliza como molde para las variantes H4, H5, H6, H7 y H8, que se
diseian para evaluar el efecto de la reversidn individual de cada residuc al residuo
humano (resumida en la Tabla 6). Estas variantes se construyen utilizando los
pares de cebadores indicados en la Tabla 7 (se& muestran las secuencias

correspondientes en la Tabla 9).



Tabla 6. Mulaciones de residucs de entramado incorparaclas en las secuencias

aceptoras de linea germinal 4-59 y linea germinal Q18 para las diferentes

variantes VL y VH.

Retromutaciones ... Retromutaciones (Humana a
VH (Humana a Murino) ~VL - | (Humana a Murino) |  Humana
, s * comtin)

HZ VE7L, V71, T72ZH, F7T3V, A%V L5 P4V, V3R, F70Y F72L, 1002
H4 VETL, V71, TT3H, F73V L4 W4OF, FTY F73L, 31000

3 V7IE, T7IN, F78V, A22V Lé Fa4V, F7THY F7:L, G1000
HE VETL,  T73H, F7LV, ADRV L7 P44V, v40F F7aL, 31000
H7 VETL, VT1E,  F78V, ALV L3 Sin retromutaciones F73L0, G100
H& VE7L, V71, T73H,  AasV LD Sinretromutaciones F75L, 152

G100Q

H2 Sin retromutaciones

Tabla 7: Rasumen de moldes y cek

haclores utilizaclos para construir las variantes

humanizadas de cadena pesada.
Variantas Cebadorez de Cebadores Cebadores Sitios de
de VH Mol PCP del de PR del de PCF de Vectar Clonacian
Fragrmsnto 1 Fragmento 2 VH Finales
ADNM ok - . .
4-59-hulMGC- | ADNpsG- Hindlll
H2 sintetizado Fl y - |g(.-; |EdIEI.'I) AI: |
DA
de hu-VH-R '
Retrogen
HZ en ADHpG-F VHVO2A-For | ADHpoS-F ADHpG- Hindll
H4 ADNpeh- y y y 19G1(<lm) Apal
1951 (cdmn) VH-VG3A-Rev | hFe-LI25E-F | hFo-LZ28E-R
H2 en ADMNpcE-F HC-LGTV-F ADHpG-F ADHpeG- Hindlil
HA ADN[6- y y y laEHdm) | Apal
1951 () HC-LE7V-R hFc-L225E-R | hFo-LZ3EE-R
HZ &n ADNpce-F HC-F71V-F ADHpoa-F ADH - Hindlll
H6 ADNpch- y y y fgG1(dm) Apal
19G1(drm) HC-F71V-P hFc-LZ2EE-F | hFo-L235E-F
HZ zn ADHNpr&-F HC-H7:T-F ADHpee-F | ADHpoé- Hinchll
H7 ADNp6- y y y 3G1EM) | agal
195 (dim) HC-H73T-F hFc-L2SEE-P | hFc-L225E-F
HZX en ADHpes-F HZ-V7EF-F ADNHpoo-F ADI - Hinsliil
H8 ADNpcs- y y y g5t (dm) Apal
1951 (dim) HC-V7EF-F hF-L2Z5E-F | hFc-L2EEE-R
_ADN 4-EG-hulMC- | ADNpc@- | Hindill
H9 sintetizado F 1aG1 (dl"l)
- y g ! Apal
de hu-VH-R
Retragen

La comparacion de los residucs que se presume afectan la estructura

candnica y el empaque =n interfaz indica que evisten tres diferencias entre la V0L

de NMC-4 V0L y el entramado aceptor de V0L de O18

humano (por &j., residuos 44,

49 y 71). Por lo tanto, puede disefarse una variante de prototipo humanizacda, LS,




que transfiera tres retromutaciones al residuo murino (por €j., P44V, Y49F y F7 1Y)
(Tabla B). Ademas, esta variante se disefa para cambiar 2l residuo 73 de
fenilalanina a leucina, dado que la leucina es un residuo mas comin en esta
posicién en el repertorio de anticuerpos humanos. Para generar esta variants, se
sintetiza a medida (Retrogen) una variante denominada V0L4, que porta cambios
en el entramado (por &j., Y49F, F71Y y F72V), y se clona en el vector pETDuet
utilizando los pares de cebadores indicados en la Tabla 8. El vector L4-pETDuet
resultante se utiliza come molde para introducir la mutacion P44V de LS utilizando
los pares de cebadores enumerados =n la Tabla 8. Luego, la variante L5 se
subclona en los sitios EcoR1 y BamH1 del vector pIRES DsRed2 en lugar del VL
del NMC-4 murino. Luego, el vector L5-pIRES DsRed s& utiliza como molde para
generar los vectoras L6 y L7 utilizando los cebadores indicados en la Tabla S.

Tabla 8. Resumen de moldes y cebacloras utilizados para construir las variantes

humam?ada\ «Ie cacdlena liviana

Variantas , Cebadores de | Cebadores de | Cebadares de Zitios de
e V1. Mr;»lr,le:‘ PR Al PCR del PCRde VL. | Vedor | Clonacion,
: | Fragmento-d | Fragmento2 Final=s \ TR

ADN NMC4-VL-
L4 sintetizado EcaRI-F PIRES- EcoRl
de y DsRed2- BamHi
Petrogen ¥appa-BamHI- 1N
R
L4 en Fak-L-For LC-P44V-F Fal-L-Fory Ml
L5 PETDu=t-1 y y Fal-L-Rev RETDust- | Xhaol
LC-F44V-R Falb-L-Rev 1
L5 en NMC4-VL-
L5 pETDust-1 EcoRI-F RIRES- EcoRlI
y DsRed2- BamHI
Kappa-BarmiHI- gk
R
L% en pIFES- HMCA-VL- LC-Fda7v-F HMZA-VL-
L& DsRed2-lgh EcoRI-F y EcolRI-F pIRES- EcoRl
y Fappa-BamHI- y R 2T EarnHI
LC-F43-F F Fappa-BariHI- lgl
R
LS en pIFES- HMCA-VL- LC-«71F-F HMC4-VL-
L7 DsFedZ-19k EcoRI-F y EcoFl-F pIFES- Ecall
y Fappa-BamHI- y DaRed2- EaniHI|
LC-v71F-R R Kappa-BarmHI- Igh
R
L7 &n pIRES- FIRES HuLC- FIRES
Le DsPed2-1gh y VA4PFA9Y-F y pIFES- EcoRl
HuLC-V44P- y DIRES DsRed2- BamHI
. F49v-R ZIRES Igk
ADN NMC4-VL-
L9 siritetizac EcaRI-F pIRES- EcaoRl
de y DsRed2- BarnHI
Petrogen Vappa-BamHI- gk
R
Tabla 9. Secuencias de cebaclores utilizados para conetruir las cdiversas regiones

variables.
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¥ C DA L s . B n A Of B . L S T
dji::t:;; Sacyencia S "il,’zi;' : CSeousncia
4-59-huNMC- £- Hu-VH-R 5'-
F STTAAGCTTSLOSSOAZCAT SOATSSGCOTTEGETEGAAGC
GAA : A
ACATCTGTGGTTCTTCCTTCT FRASGARALGE TLACGARGETA
COTEETEGCAGCTOCCAGGT e
GEETCCTETOOCASETEUAG (SEC 1D N 55)
CTGOAGGEAATCCEHE-3 (SES
ID NO: 54)
ADNp&-F 5. WFi-L23EE-R e
CACTSOTTACTGGCTTATCS AAGAGGAAGACTSACGETCCOS
AAATTA-3 c
(SE: 1D N 56) CTOEAS -3
(SEC ID N 40)
VH-03A-Far | E-ZACACCECTSTTTACTACT | VH-Va3A- o ’5’}, A
GOSCTOETIZACIOEGC SAG Rev AGTCAGC OGS TOACALGEC,
PLRETLATEAL SR TR © GTAGTAAACAGLEGTGTE -3
(SEC ID N 57) (SEG 1D NO: 55)
HC-LG7V-F g HC-LE7V-R 5'-
CTSAMATCCCGTSTTACCATC GTCTTTGGASATGEITAALACGG
TCCAAAGAT -3 G y
(SET ID NO: 50) ATTTCAG -3
(SEC ID NO: 60)
HC-N73T-F - HG-NT3T-R | B-GTTTTTGGASETGTITTTGEA
ACCATCTCCAARZACACOTCS GATGGT -3
AAABAG -3 (SEC 1D N a2)
(SEC 1D NO: &1)
MO-V7SFF | S-AACTCCAAAMAGCAGTTCT | HOG-V7EF-R B

COCTGAAAC -3
(SEC 1D NO: 63)

GTTTCAGSSAGAACTGGTTTTT
GGAGTT -3
(SEC 1D NO: 64)

HC-FT71V-F

=4

pil)

CTTACCATCTCOGTAGAGAA
CTOCAARAAC -3
(SEC 1D NO: 65)

HC-E71V-F

- GTTTTTGEAGTTETCTAGEEA
GATEHSTAAG -3
(SEC 1D NO: 66)

hu-vH-F71V- 5- fu-VYH-F71V- | &-TTTGSAGGTSTCTACSSAGAT
F (H9) COTOTTACCATCTOGETASA P (H9) SOTAACACT -3
CACCTLCAAR WY (3EC 1D NO: G&)
(SEC 1D NO: 67)
5'- Fab-L-Rev 5'-
Fab-L-For ATACATATGSACATICOAGATS ASACTOGASTTATCAACACZTLTC
ACCCAGAGT -3 C
(SEC D NO- 69) CCTSTTSAAGCT -3
(SEC 1D N: 70)
NMC4-VL- 8- Fab-L-Rev A
EcoPI-F GAGGOGAATTCGGACATIIGA AGACTCGASTTATCAACACTOTS
GATGACCCAGAGCC -3 c
(SE(:; ID N(:) 7.‘) C;(,;T(jTT'jAA(j(-'T '3
(SEC 1D NQ: 70)
EPES B AGCTIGTTTAGTSA -3 F-IPES E-CAAGCEECTTOG GO -
(SEC 1D N 72) (SEC 1D N 73)
LC-r49F-F 5. LO-v49F-F | B -TEETETAGLAGATCAGCAS

COAAGCTOCTGATCTTCTAC
ACCA -3

CTTGG -3




¢

(SEC D NO: 74) (SEC 10 N 75)
LC-Fa3I-F - LC-Fa3l-R 5-
CAGCCOBAGGACTATIECCAS GCAGTAGTAGGTHHCGATGTIC
CTACTACTGE -3 T
(SEC 1D NCx: 76) | CEGEETE -
(SEC 1D NO: 77)
LC-P44V-F BLOAG SIS AAGSCCSTS LC-P44V-F 5-
ALGCTGECTGATC -3 GATC:AGC:AC«::T(‘;rusAc.chc:TTG

SEC ID NO: 78
( ) CoGGCTT -3

(SEC ID NO: 79)

LC-F4av-F £ LC-F497-R g
GCCETCAASCTGCTGATITA CTOGTGETASTAGATCAGCAGIT
CTACACCAS -3 TSACSG -3
(SEC 1D N 30) (SEC 1D NQi: 81)
LC-v71F-F 5- LC-v71F-R 5'-
SGUASCSGOASCGACTTCA GATSETCASSETEAAGTOOGTG
COCTSACCATC -3 CCSCTISC0 -3
(SECID N 32) (SEC D WD 83)
HuLC-V44F, B HuLC-V44P, | B-CTEOTETAGTAGATOAZCAGS
Fd9y'-F SSOAMSSLICCITAASCTSCT F43v-F TTEESSSCCTTGOO -3

GATCTACTACACCAG -3
(SEC 1D NO: 84)

(SEC 1D NO: 85)

En paralelo a la clonacién de estos primeros conjuntos de variantes, se
prepara un modelo tridimensional generado por computadora de la secuencia
aceptora de linea germinal 4-59 utilizando la estructura 1DNO.pdb (por €j.,
resolucion de 2,3 A (angstrom)) identificada en un busqueda BLAST como
portadora de la mayor identidad de secuencia (88%) para toda la secuencia hasta
HCDRS3 y una identidad de secuencia 89% para las regiones de entramado. La
estructura 1AOK.pdh se selecciona como molde para la secuencia humanizada de
VH con una identidad de secuencia del 81%. Se dispone de dos estructuras
cristalograficas del NMC-4 Fv murino: 10AK pdb (par €j., resolucién de 2,2 A), que
se ha unido al antigeno (Celikel ef al, Nat. Struct. Biol. 5:139-194 (1993)) y
también se selecciona como la mas apropiada en el dominio VH para el prototipo
de variante humanizada, y 1FNS.pdb (resolucién de 2,0 A), que se ha unido al
antigeno mutante. B10AK.pdb y 1FNS.pdb tienen practicamente angulos de
interfaz VH/VL idénticos, de modo que 10AK. pdbh se utiliza para la superposicién
de los modelos de las secusncias VH y VL aceptoras humanas y humanizadas.

Cuando se superponsn las estructuras de esqueleto de NMC-4 VH y 4-59,
pueden observarse tres areas de diferencias. En primer lugar, existen diferencias

desde los residuos H27 a H33, que incluyen parte de HCDR1. Sin aferarnos a una



teoria de la revelacion, estos residucs ponen en contacto HCDR2 y HCDRGZ, que
forman en conjunto parte del sitio de unidén al antigeno. Se prevé que 2l residuo
34, Val en &l NMC-4 VH murino y Trp 2n la secuencia 4-59, es potencialmente
responsable de la conformacion alterada del bucle H27-23 y por lo tanto un
candidato para retromutacion. En segundo lugar, existen diferencias desde los
residuos H52 a H55, que forman parte del bucle de CDR 2. Se considera que el
residuo 71 del entramado (Lys en raton, Val en 4-59) potencialmente desempeia
un papel en esta diferencia y que es un candidato para retromutacion. Se
identifican tres residuos adicionales en la estructura 4-59 con el potencial de
dificultar la unién al antigeno. H37, que es un cambio conservativo de lle en
comparacién con Val en raton; H73 (que representd un cambio moderado, Thr en
4-59 comparado con Aspr en raton) y H78, que representd un gran cambio (Phe en
4-59 comparado con Val en ratén). En tercer lugar, existen diferencias en CDRS,
donde se espera diversidad.

Para el modelada de los dominios de la linea germinal 018 y del prototipo
de VL humanizada, la estructura 11IGM.pdb (por &j., resolucién de 2,3 A) tiene una
excelente identidad de secuencia (por €j., 95%) con 018, con 4 diferencias en los
residuos L34, L46, L4 y L92. La estructura O1BJ1.pdb (por €., resolucion de
2,4A) se selecciona como molde para el prototipo de VL humanizada, dado que
aquipara los residuos 97/107 (jror )., 91% de= identidad de secuencia).

La adecuacion de los esquelztos de VL de las estructuras de VL de NMC-4
y 018 es consistente con la identidad de secuencias. La uGnica diferencia
estructural significativa esta en el bucle compuesto por los residuos L39-L45, que
contactan la VH y que por lo tanto podrian influir en &l empaque y, a su vez, la
forma del bolsillo d= unién. Sin aferramos a una teoria de la revelacién, es
probable que el residuo 44 (por ¢j., Val en ratén, Pro en 4-59) sea responsable de
esta diferencia y, por lo tanto, también es un probable candidato para
retromutacion basacda en un modelo de computadora.

Actividad inhibitoria in vitro en el ensayo de aglutinacion plaquetaria
inducida por ristocetina. Para determinar si las predicciones d=l modelo de
computadora pudieron predecirl os efectos sohre la actividad, la variante
prototipica VH2 s& compara con una variantz de VL0, (porej., Ld, 5, 6y 7) yla Lb

prototipica se combina con una variante de VH (por &j., H2, H4, H5, HE, H7 y HB).



La variantes de anticuerpo se producen por transfeccion transitoria de células
HEK293T y se purifican a partir del sobrenadants de cultivo filtrado seguan lo
descripto para el anticuerpo quimérica NMC-4 en el Ejemplo 1.

Los ensayos de aglutinacion plagquetaria inducida por ristocetina se llevan a
caho utilizando plaguetas licfilizadas segun lo descripto en el Ejemplo 1. El cambio
an la absorbancia (por gj., turbidez) se mide para diluciones seriadas del
anticuerpo por duplicado utilizando un lector de placas Spectromax (Molecular
Devices) y se analizan los datos utilizando software Prism para determinar los
valores de ECgo para las diversas variantes de anticuerpo purificado (ver, por €j., la
Tabla 9).

La primera versién del anticuerpo humanizado, compuesta por H2 y LS,
mostré actividad equivalente (por gj., 'EC50 de 0,13) con la quimera original (por gj.,
ECs de 0,18nM) (Tabla 10). Luego, se ensayaron las variantes de cadena pesada
con mutaciones puntuales sucesivas reconvertidas a los residuos de entramado
humano (por ej., variantes H2 a HB6). Las variantes mostraron actividad muy
_similar, con la excepcién de la variante L5-H8 que mostrdé una ECg 1,5 veces
menor (Tabla 9). Resulta interesante que el rendimiento de esta variante fue
menor (por &j., 1/10 de otras variantss), lo que sugiere que la interaccidn entre la
cadena humanizada pesada y liviana pudo haberse visto afectada
perjudicialmente por esta combinacidon de mutaciones, dado que la estahilidad del
anticuerpo es dependiente del ensamblado correcto de las cadenas pesadas y
livianas. En forma similar, se generaron y ensayaron anticuerpos de variantz L5 vy,
en apariencia, ninguno de los cambios a humano afectd la actividad, lo que
sugisre que, sorpresivaments, no se requirieron cambios en &l entramado. Estos
resultados indican que ninguna de las diferencias entre los entramados aceptores
y los entramados de regién variable de NMC-4 que se anticiparon como
problematicas, tuvieron efecto alguno sobre la potencia, incluyendo las diferencias
mas marcadas que se oreian subyacentes a las diferencias estructurales
observadas por el madelo de computadora, ‘inc.luyendo las diferencias marcadas
como inductoras de las mayores diferencias conformacionales (por gj.,, Vi1K y
T72N de VH y P44V de VL), Dados estos resultados, se construyd una variante de
cadena pesada (por ej., H9) portadora de un entramado completaments humano,

que representaba un VH injertado con CDR simplz. Luego, esta variante se
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ensay6é en combinacién con las variantes de cadena liviana asi como con una
variante adicional, L9, que representaba un injerto de CDR simple sobre un
entramada completamente humano. Sorpresivamente, el anticuerpo injertado en
forma directa con CDR retuvo la actividad completa (ECsp de 0,08 nM;, Tabla 10).
Estos datos demuestran que, inesperadamente, el injerto directo de las CDR del
anticuerpo murino sobre los entramados humanos seleccionadeos retuvo la
actividad del anticuerpo murino original, a pesar de que los datos cristalograficos
publicados indican que maltiples CDR contribuyen a la union del antigeno (Celikel
et al, Elood Cells Mol Dis.25:123; Celikel et al., Nat. Struct Bial 5:159) y que, por lo
tanto, se anticiparia que cualquier perturbacion en la presentacion relativa de las 6
CDR afecta la afinidad.

Tabla 10: Comparacion de los valores cda ECsg para la quimera NMC-4 original en
comparacién con las variantes humanizadas en el ensayo de aglutinacion

plagquetaria meadiacla por vWF inducica por ristocetina

Antizuzrrs —T'M, Eso CAntizusrp ‘ . ECso
(1 conjunto) | - (nM) (2" conjuntn) (rM)
quirnera MHMCH 0,1”810,03 (n=9) | HY, L4 0,11
L&, HZ 0,1% (n=2) Ha, LE 0,14
L5, H4 0,15 H9, L& 0,13
L&, HE 0,18 H9, L7 0,11
L5, HE6 0,13 H%, L& 0,09
L5, H7 0,16 H3, L9 0,1z (n=2)
L5, HE 0,28
L4, H2 0,14
L6, HZ 0,14
L7, H2 0,15

Humanizacion de las Regiones CDR: El modelado molecular sugirid que
puedsn tolerarse cambios adicionales, diseiados para humanizar la CDR1 de la
cadena liviana y pesada en la LCDR'1 de NMC-4 (por €], residuos 24, 30y 21) y la
HCDR1 de NMC-4 (por ej., residuos 27, 29, 30 y 34). Ademas, tambien se
considera que dos residuos en la secuencia HCDR2 (por )., 81 y 62) representan
cambios que pueden tolerarse (por €j., Ser a Pro para <l residuc 61 y Ala a Ser
para &l residuc 62). Por lo tanto, se construye una serie de variantes denominadas
‘super-humanizadas” (Tan et al, 2002 J Immunol. 1689:1119-1125) a partir de los

moldes y pares de cebadores indicados en la Tabla 12 (por =, L10 que



representa la variante con una LCDR1 enteramente humana; H12 y H13 que
representan regiones HCDR1 parcialmente humanas) (Tabla 11).

Tabla 11: Mutaciones que cambian residuos murinos de CDR & sus

contraparticlas ce 4-59

= : Super-humamzada . Gt Slibetfhun1aniza(ia
VH- (murlna -a humana) S VL .o (murina a humana)
H1Z FZ275, LZol, T30S L10 S04, HEGS, FAIN
H1% F2705, L2ol, T205, VadW L1 S24G, HEOE, F2H, V80D, TE1A,
SRIN, HEEE, SEET

H14 | F273, L28l, TZ0S, V34W,
SE1P, AGZS

H15 F273, L29l, T30S, DS, G2y
34W, 5355, ‘:;(.-1P, ARZS,

H1& F&7:5, Laal, T“OS, V°4W
MEOY, WEZY, SE3Y, DE4S, DREEN
SE1P, Ath

En un método representativo, se ensayan las predicciones del modelado
por computacora llevando a cabo uno o mas ensayos para determinar la actividad
del anticuerpo humanizado. Por gjemplo, la variante L11 se co-transfecta con H9,
y el anticuerpo se ensaya en el ensayo de aglutinacién plagquetaria inducida por
ristocetina. Como s& muestra en la Tabla 14, se tolera la intraduccion de las tres
mutaciones para convertir la LCDR1 y sea en su totalidad la de 018 y no causd
pérdidas significativas 2n la potencia. Cuando se combinan las variantes H12, 13 y
14 con L9, el anticuerpo de la variante H12-L9 muestra una ligera pérdida en la
potencia pero la mutacién V34W adicional restauré la potencia total y la adicion de
las mutaciones S61P y A62S tuvo un pequeio efecto sobre la potencia, lo que
indica que estos residuos podrian convertirse a la secuacia 4-59 sin influir sobrer
la actividad. Luego, se evalla la importancia d= LCDR2 en el mantenimiento de la
actividad de blogueo de vVWF mediants la construccién de una variants de la
cadena L10 donde toda la LCDR2 completa (YTSSLHS) (SEC ID NO: 11) se
reemplaza con la LCDRZ de la linga germinal humana O13 (DASNLET) (SEC ID
NO: 118) utilizando el plasmido que codifica la variante L10 de VL como moelde y
los pares de cebadores indicados en las Tablas 11 y 12. Luego, esta variante
recién construida (L11) se aparea con H14 para producir la variante de anticuerpo
L11-H14. Aunque adn exhibs potencia nanomolar, esta variante mostrd una
actividad 10 veces menor en comparacion con la quimera en el ensayo de
aglutinacion plaquetaria (ECso 1,83nM), lo que sugiere que pusde requerirse

LCDR2 para la actividad éptima del anticuerpo humanizado.



Tabla 12. Resumen de la construccidn de las variantes “super-humanizadas”

| Cebaderes de | Cebadores de | Cebadores de

Varianbss Mobb: PCRasl | PR del CPCRAE VN, | Weoter | TR EEL
S o T T T Glanacibn s
. : oI Fragments-1 Fragmanto-2 Finales R B el

H% en ADNpeG-F FuH12-F ADUps-F ADHysnd- Hindlll
ADNpc6- y y y 1351(dm)
19 1(dm) nhuH12-P hFo-L225E-F hFc-L225E-R

H12
Apal

H9 2n ADHpcG-F huH1&-F ADHNpa-F ADH G- HircdllI
H13 ADNpi6- y y y K31 (dm)

Apal
19051 (dm) FuH12-F hF2o-L225E-F: hFo-L225E-R P

HI12 en ADNpee-F "huH14-F ADHpoe-F ADHpet- Hin<Hl
H14 ADNpeH- y y y 19G1(dm)

2. g, Apal
19G1(dm) RhukH14-F hFc-L235E-R hFco-L225E-R

H1d 2n ADNpii-F huH15-F ADNpe6-F ADNpeé- | Hindil

o Y y ~ 4t
ADNpci- i y_ , e e D o dere | 1ASEM) | ARg)
IgG(drm) fuH15-R RFc-L235E-R hFo-L235E-R !

H1E &n ADN[cG-F hwHA&-F ADNpciE-F ADNpa6- Hirdll

e Y y L
ADNpf- Y A o | g3 (Em) Apl
IgGI (dm) ||LIH “_)'F', hFL;'L:.-)E’E"F\A her‘L:_'.!‘.:VE‘R rJ

H16

NMC4-VL- LC-17T1F-F NMC4-VI- e .
Lten EcoRI-F v EccRI-F PIRES- | EcoRl
RETDu=t-1 = DsRedz- BamHlI
y Kappa-BamHI-R y ok
LC-v71F-R Kappa- =
BamHI-R

L9

L5 en pIRES FIRES huL10-F FIRES

DsRedZ-lgh

LIRES- EcoRI

DsPRed2- BamHI

L10 v v y
hul1o-R FIRES JIRES lax

pIRES- y o YC. . y DsRedz- BarnHl
DsRedlZ-1gk) hul 1-# HIRES “IRES lgr -

L11

Tabla 13. Cehadores utilizados para construir las vatiantes de CDR humanizadas

Cebador - Cebador SecuEncia

Seausn.iz .
delantare P invirao
E-IFES BAGCTOGTTTAGTGA -2 J-FES E-CAMSCOEoTTCO GO CAG ¥

(SECID Nz 732) (SECID N 73)




hul10-F & hul10-R 5'-
ACCATCACCTSOCAAGLCASC CCAGTTCAGSTAGTTGOTGATS
CAG T
GACATCAGCAACTAZCTGALC CCTGERCTEGECTTGECABSTSA
TGG-3 TGGT -3
(SEC 1D MG &8) (SEC 1D NC: 27)
hut11-F 5'- huL11-R R A
CCCAAGCTGCTGATCTACGAC GEGUACGCOGETTTCOAGSTT
GCCA GCTGG
GUAACCTGHEAAACIGGGETGO COTCGTAGATCAGCAGCTTGE
cc-3 G--3
(SEC 1D NOD: 82) (SEC 1D M 59)
pobhlaé-F | 8- CACTGCTTACTSSITTATCG | hFe-L22EE- -
AAATTA-S R AAGAGGAAGACTGAZGGTCIC
(SEC ID NO: 58) e
CTCGAG -3
(SEC 1D NO: 40)
huH12-F | 5-GTTTCOGSTEECTOCATCTC huH12-F 5-
CEOACTACGSETSTTGACTSGA - TCCAGTCAACACGTAGTCGS
3 AG

ATGOAGZCACCGE0847 -3

(SEC 1D NO: 91y

(SEC D NO: 90)

huH13-F 5- huH13-R 5-
GTTTCCSETGGEC T ATOTCS CTGCAGGATCCASTCCCAADS

GAT GT
ACHETTOHEACTRGATCGTC AGTCSEASATEGAGCOATCHD

AG -3 ALAC -3
(SESID HD: a2) (SEC D HG: 23)

huH1d-F | 5-GTTCCACCGACTACALTZCC huH14-R R

TCTOTSAAATCOCGT-3 ACGEGATTTOAGAGAGEGSTT

GTASTCOETSGAAL -3
(SEC 1D NO: 95)

(SEC 1D NO: 94)

huH15-F BGTTTOGS TGS TOCATCTC huH15-R o '5} o
CTCCTACTATTGGTCCTGEATC CTGACGGATCCAGGACCAATA
COTCAG -3 GTA
GOAGGAGATGGAGCCACCEEA
(SECID MO 9e) AAG -3
(SEC 1D NO: 97)
huH16-F & huH16-R 5'-
GAATSEATOSGTTATATCTATT AGAGSGETTGTASTTISETSGA
ATTC ACCG
G TT AT A AT T AT AACTD GAATAATAGATATAACCGATCO
CTCT =3 ATTC -3
(SEC 1D NOr 9d) (SEC 1D MO 99)

Luego, se examina la importancia de los residuos murinos restantes (por
gj., H31, H33, y H35) @n la HCDR1 humanizada en la variante H14, mediants el
cambio de estos residucs a sus contrapartidas humanas 2n la secuencia 4-59 de
la linea germinal de VH (por gj., un cambio D315, G33Y y D3&S). La construccion
resultante, H15, tiene una secuencia de GGSISSYYWS (SEC ID NO: 110) para
HCDR1 comparada «con la secuencia parcialmente humanizada de
GGSISDYGWD (SEC ID NO: 111) en H14. Por ultimo, la HCDR2 completa de H15
se convierte a su contrapartiddla humana en VH4-59 (d= MIWGDGSTDYNSALKS



(SEC ID NO: 8) a YIYYSGSTNYNPSLKS (SEC ID NO: 119), un total de 7
diferencias de residuos) para crear otra variante, H13, que tiene HCDR1 y HCDR2
completamente humanas. Las variantes H15 y H16 se apar=an en forma individual
con la variante L10 de cadena liviana para producir las variantes de anticuerpo
H15-L10 y H16-L10, respectivamente.

Estas variantes se evalian en L||1 ensayo de aglutinacion plagustaria para
determinar sus actividades. Los datos presentados en la Tahla 14 sugieren que el
reemplazo de la HCDR1 entera con secuencia humana anula la actividad anti-
VWEF. Esto sugiere que los tres residuos restantes en la HCDR1 (por €j., D en la
posicién H31, G en la posicién H33 y D en H35) son importantes para retener la
actividad, incluso si estos residuos no pueden hacer contacto con &l antigeno en
forma directa, como Io sugiere la estructura cristalina reportada por Celikel, et al
(Nat. Struct Biol 5:189). El reemplazo completo de la HCDR2 con la HCDR2 de 4-
59 humana no restaurd la actividad perdida de H15, hecho consistente con las
indicaciones de los estudios cristalograficos de Celikel et al., que sugiersn que tres
de los residuos de HCDR2 (por gj., H53, H54 y HES) interactian en forma directa
con &l antigeno vVWF.

Tabla 14: Valores de ECs de las variantes ‘super-humanizadas”

An“bU"‘ﬂ S0 . ‘ EC 5o(nM)
Quimera NMC-4 0,134£0,03 (n=9)
H9, L9 (zon injerta d= 0,12 (n=2)
CDR)

H12, L9 0,29

H13, L9 0,16 (n=2)
H14, L9 0,13 (n=2)
H13, L10 0,20

H14, L10 0,220,068 (n=5)
H14, L11 1,63

H15, L10 ND

H16, L10 ND

Ejemplo 3: Reformateo de Isotipos de Anticuerpos

En un método representative, puede ser deseable reformatear variantes de
VH del formato 19G1 mutado a un formato 1gG4 dado que 19G1 &s un isotipo activo
con respecto a la activacidon de complemente y la produccidn de respuestas
efectoras, mientras que 1gG4 es relativamente inactiva. Por ejemplo, las variantes

de VH candidatas se convierten del formato IgG1 mutade a un formato 19G4 (ve

N



por ejemplo, SEC ID NO: 144) para generar candidatas para desarrollo. Ademas,
se redisefan los marcos de lectura ahiertos de cadena liviana y pesada para
incorporar sitios de ruptura de endonucleasas de restriccién en los extremos &’
(por ej., sitios Xhal y Hindlll) y 3 (por ej., sitios BamHI y Nofl), para facilitar la
subclonacidén en el sitio de clonacidon multiple del vector de expresién pSTO318
para el desarrollo de lineas celulares corriente abajo y produceidon de anticuerpos
a gran escala (Tabla 15).

Por gjemplo, se convierten dos de las variantes de VH humanizadas, H9 y
H14 a un formato lgG4 mediante el reemplazo de la regién constante de 19G1 con
una region constante de 19G4 & introduccion de sitios Xhol y BamH| en &l extremo
&y sitios Hindlll y Natl en el extremo & del casete de expresion de cadena
pesada. Tanto 19G1 como 19G4 contiznen un sitio Apal natural cerca d= la unidn
de las regiones variables y constantes. Este sitio se utiliza para clonar el 19G4 en
lugar del 13G1. Se colocan sitios de restriccidon BamH| y Notl en el extremo 3’ de la
secuencia para facilitar la subclonacién posterior en el vector pSTO518. La
secuencia de la regidn constante de IgG4 de intrén suprimido del sitio Apal al
coddn de terminacidén, con los sitios BamH| y Nofl agregados, es sintetizada a
medida por Blue Heron Biotechnology (Bothell, WA). Mas aldn, se cambia la
secuencia sefal en el vector pSTOS18 a una secuencia lider lgx realizando una
PCR con solapamiento con cebadores disefados para incarporar sitios Xhal y
Hinclll en el extremo & de las regiones variables de cadena pesada y para insertar
la secuzncia sefal Igk.

Las secusncias de cadena pesada HO y H14 son idénticas en las regiones
cebadoras, por lo tanto se utilizan los mismos cebadores y esfrategias de
clonacidn en ambas. Se producen dos productos de PCR separados, incorporando
cada uno una de los cambios requeridos en la regidn variable de cadena pesada
de huNMC4-HS (y huNMC4-H14). Se lleva a cabo una reaccion de PCR que
incorpora sitios de restriccion Xhal y Hindlll en el cebador delantero y amplifica el
péptido sefal Igk, utilizando pIRESdsRed-HUL10 como molde y los cebadores
lgKLF (SEC ID NO: 100) & I[gKHnmcR (SEC ID NO: 101) (ver Tabla 15a y Tabla
15h). Esto es seguido por un segundo paso de reaccién que utiliza ADNpCG-HS (o
ADNpCe-H14) como molde y los cebadores 14VHF (SEC 1D NO: 102) y 14VHR

O

(SEC ID NO: 103) y que coincide con la primera reaccion de PCR &n 30

2



nucleétidos. El producto de PCR contiene la regidn variable H9 (0 H14) asi como
los primeros cinco aminoacidos de la region constants de IgG1 a través del sitio
Apal. Los primeros cinco aminoacidos de la region constants no difieren entre
lgG1 e 1gG4. La reaccidn también agrega un sitio Nofl posterior al sitio Apal para
facilitar la clonacién de la region variable antes de la insercion de la region
constante de 1gG4. El lider kappa se agrega coriente arriba mediante el tercer
paso de PCR que utiliza los productos de reaccién de los dos primeros pasos
como molde con el cebador delanterc de la primera reaccion (IgKLF) y &l cebador
inverso de la segunda reaccion (14VHR). El producto de esta reaccién se digiere
con Xhol/Nofl y se inserta en &l esqueleto del plasmido principal pCineo
similarments digerido. Esta ligadura produjo el intermediario de clonacion pCl-
NMC4-VHOvar o (pCI-NMC4-VH1dvar), que contiene el lider Igk y la regidn
variable de NMC4-HQ (o H14). El plasmido de Blue Heron Biotechnology, que
contiene la region constante de 9G4 sintetizada de nove, se digiere con Apal y
Nofl, el fragmento de la regién constante de 1gG4 de 1kb se purifica con gel y se
liga en <l pCI-NMC4-VHavar o (pCI-NMC4-VH 14var) digerido con Apal/Noll. Esto
produjo  los  plasmidos  pCI-NMC4-VH9 y  pCI-NMC4-VH14., Luego de la
transformacion en células DH5a, se secuencian los insertos de plasmidos de
clones individuales para verificar que sean correctos.

Tabla 15a. Cebadores utilizaclos en las reacciones de PCR de cadena pesada.

/&/a

Nombre Secusncia

Ig¥LF BCCTATCTCOAGAAGCTTCCACCATGGASACAGACACACTCCT (SEC D M. 100)

[QFHImeP | 8 ACCOSEACCEGATTCOTECAGCTOCACCTSTCCASTOGAACCTIEAACCOAGAGT

(SEC 1D NO: 101)

TAVHF | BCAGGTGAGL TGLAGEAATCOGG TN (SEL D HD: 102)

14VHP. BCCTATGOEGORGOEEGCCCTTEGETESAAGIGESASBAAACGET (SEC 1D MO 103)

Tabla 15b. Reaccionss de PCR utilizadas para la construccidn de cackenas
pesadas

PCR | Cehador Cebadaor Molde Producto
delantero | inverso

Tera. gk LF lgk HrimcP | pIFESdsFed-hul 10 “hol, Hindllf, péptide  sefal
IgK

Zda. T4VHF 14VHF ADHpZE-huMg, Fegicn varialtde hu-H2, Apal,

(o ADNpCE-huHT4) Hotl (@0 regidn variable  hu-

H14, Apal, Notl)

ara. gk LF TIVHF Productos de las dos reaccionss | Fagidn variakde Hu-VHY (o
de PCR anteriores VH14)




Los cambios en las cadenas livianas L9 y L10 se obtienen por PCR. Dado
que las cadenas livianas L9 y L10 son idénticas en las regiones cebadoras, se
utilizan los mismos cebadores y la misma astrategia en ambas. Se producen dos
moldes de PCR separados para cada cadena liviana. El primer paso de PCR
incorpara sitios de restriccion Xhol y Hindlll en <l extremo 5. El segundo paso de
PCR coincide con el primero en 30 nucledtidos & incorpora sitios BamHl y Nofl en
el extremo 3’ del fragmento. Estos dos productos de PCR separados solapacos se
utilizan como moldes en la tercera reacciéon de PCR para producir un producto
final de PCR con solapamiento que incorpora estos cambios mediante la
amplificacién de los mismos utilizando =l cebador delantero del primer paso de
PCR y &l cebador inverso del segundo paso. El producto de la tercera reaccion de
PCR se digiere con Xhol/Nofl y se inserta en &l plasmido pCl-neo (Invitrogen)
similarmente digerido, produciendo los plasmidos pCI-NMC4-VLS y pCI-NMC4-
VL10 (ver Tabla 16a y Takla 16b para cebadores representativos y estrategia

utilizada para la construcccion de cadenas livianas).

Tabla 16a. Cﬁbaduwc ut/I:La« I« S en l as ! /unex (./t“ PCR cle caclkzna liviana.

Nombre: Secusncia

lg¥LF E’CLCTATC.TCGAG.AAGCTTC;CACLCATGGiAGAC.AJEi/5\.!3.’3.‘3/-‘.'3TCCT (SEC 1D M 100)

IgFLMMCE | 55T SCTGSSECTCTORETOATCTGEAT S TCT O AG T A GAAC S TS EAAD T AGAIGT

(SEC D NO: 104)

10VLF 5GACATCOASATSACCCAGATCS (SEC 1D MO 105)
ek ECOTAT GO GGOCGOIBATCC TATCAAC ACTC TRCCC TEATTRAAGITCT (3EC 10 N
106)

Tabla 16h. Reacciones de P ? p ara la conatruccidn de cadenas livianas.

FOR | Cebador | Cebader | Molde | Producto
delantero. [ ihversa 00 0 Lol ‘ :
1ars 1 2 pIFESdsFED-hul 10 “hol, Hindl, peaptids sedal
20z B 4 pIFESdsPED-hulg o Fagidn variahle hul9 o hul10
pIRESdsRED-hul10 y region  constantz  hlgk,
BartH1, Not1
Jera 1 e ler. y 2do. productos de POR | Cazetes  de sscusncias  de
9G4 HMC4-VLI o HMC4-
VL10

Los isotipos 19G4 de H9-L9 y H14-L10 se generan a partir de células

HEK293T segun lo descripto con anterioridad en el Ejemple 1 y se purifican
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mediante cromatografia de afinidad con Proteina A. Luego, se ensayan los
anticuerpos purificados en el ensayo de aglutinacion plaguetaria mediada por vWF
para determinar la potencia relativa. Como se muestra en la Tabla 17, la

conversion al isotipo 1gG4 no tuvo efecto sobre la potencia.

Tabla 17. Camparacion de la actividad ce aglutinacién plaquetaria inducida por

ristocetina de las variantss liderss de IgG1 e IgG4 anti-vWF.

Variante de: \ Isotipo _Aglutinacién plaquetaria
anticuerpo Sy e Valor medio de EC;, (de 2
: - . expts. independientes)
Quirmera HMC-d suimera 13951 1,26 nM (1,2nM, 1,2nM)
H9-La I 1,30 nM (1,3nM, 1,2nM)
H9-L9 1954 1,40 nM (1,3nM, 1,51M)
H14-L1d 1931 1,20 nM (1,1nM, 1,3nM)
H14-L10 1G4 2,15 nM (2,2nM, 2,0nM)

Ejemplo 4: Union de Anticuerpos a vWF o al Dominio A1.

Clonaciéon del antigeno dominio A1 marcado con His: Sin aferrarse a
una teoria de la revelacién, se presume que NMC-4 se une al dominio A1 de vVWF,
que normalmente es accesible sélo cuando se activa el VWF (por ¢j., bajo
condiciones de alto cizallamiente). Como un enfoque alternativo, puede ser
deseable expresar el dominio A1 aislado de vVWF, del cual se reporta se une a
GP1ba con potencia equivalente a la del VWF activado intacto (Celikel et al, 1997).
Por lo tanto, &l dominio A1 se clona para servir como sustrato para estudios de
unién a micro-pocillos. Se adquiere un clon plasmido que contiene el ADNc
humano de VWF de longitud completa de ATCC (Cat#67122). El dominio A1 de

VWF (por €], residuos 499-729) se amplifica a partir de este clon con los

JJ

cehadores VWF-A1-For (§-CCCAGGAATTCCTCGGAACCGCGTTGCAC-3) (SEC
ID NO: 112) y VWF-A1-Rev (8- CCGATGCGGCCGCTCACCTCTTGGGCCCCAG-

&) (SEC ID NO: 113). El producto de PCR se purifica con gel, se digiere con EcoR



Iy Not |, y se clona en el vector pETDuet-1. El producto ligado se transforma en
células competentes DHS o para producir la forma oxidada del dominio A1.

Para construir un plasmido que expresa el dominio A1 de rata, se aisla ADN
gendmico de rata de higado de rata con reactivo ADNzal siguiendo el protocolo del
fabricante (Molecular Research Center, Inc., Caté DN127, Cincinnati, Ohio).
Luego, €l ADN genédmico se utiliza para una reaccién de PCR con los cebadores
(Rat-vWF-A1-F (5-AGCGAATTCCCCCGAACCCCCCCTGCACAACTTC-3) (SEC
ID NO: 114) y Rat-vWF-A1-R (5'-
AGTGCGGCCGCTTATCACCTTTTGGGTCCTGGTSATGAAACC-3Y) (SEC ID NO:
115). El producto de PCR se digiere con EcoRIl y Nofl y se clona en los mismos
sitios del vector pETDuct-1. Los productos ligados se transforman en células
DH&a competentas.

Se inocula un litro de medio de cultive bacteriano (LB o 2#YT) que contiene
los antibidticos Carbkenicilina, Kanamicina y Tetraciclina, con un cultivo bacteriano
de 25 ml hasta el dia siguiente (por gj., cepa Origami B que porta los plasmidos
35 [pET-Duet-Rat-A1] o p3s [pET-Duest-human-A1]). El cultivo se desarrolla a
37°C =n un agitador hasta una DOgg de 0,6-0,3. Se induce la expresién de las
proteinas recombinantes mediante la adicidn de IPTG a una concentracién final de
1 mM y luago continlia el crecimiento del cultive a 37°C durante 4-5 horas
adicionales previas a la cosecha de las bacterias por centrifugacién a 6000 rpm en
una centrifuga JA-10 (Beckman). El pelet celular se congela a —-80°C o se procesa
inmediatamente por re-suspension del pelet en 20ml de PBS  que contiene dos
comprimidos disueltas de inhibidores de Proteasa completos (Roche), sometiendo
la suspension celular resultante a dos ciclos de dos minutos de desgarro celular
(por ej., Branson Sonifier 250 equipado con una micropunta, con un ajuste de
ciclos de funcionamiento constantes y ajuste de control de salida de 1-2) mientras
se encontraba sobre hielo. El lisado celular se centrifuga a 16000 rpm &n una
centrifuga JA-20 (Beckman) durantz 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se filtra a
travas de un filtro de jeringa de 0,45 pm antes de la aplicacién a una columna de 2
ml empacada con gel “His-Select HF Nickel Affinity” (Sigma) que ha sido
equilibrada en buffer de uniéon (imidazol & mM, NaCl 0,2 M, Tris-HCI &0 mM, pH
8,0). La cromatografia se lleva a cabo utilizando una homba de jeringa que regula

el caudal a 1 ml/minuto. Luegao, la columna se lava con 20 ml de buffer de unién,



las protzinas se eluyen con imidazol 250 mM, NaCl 0,3 M, Tris-HCI 50 mM, pH
8,0, y se& recolectan fracciones de 1 ml. La mayor parte de las proteinas eluye
dentro de las primeras 4 fracciones de la elucién. El tamario (~28 kD) y la
integridad de las proteinas se moniterea con un gel de SDS-poliacrilamicda con
tincion de Coomassie. Se mezclan las fraccionas de contenido maximo, se
concentran a 2,5 ml, si es necesario, y se desalinizan en PBS utilizando una
columna PD-10 (Amersham/GE-Healthcare). La concentracién de proteina se
determina utilizando un ensayo de proteina de Lowry (BioRad DC Protein Assay).

Cinética de Unién: Para gvaluar los valores de K, Kor Yy Ka, se llevan a
cabo ensayos de sensibilidad para lo cual se sintetizan y purifican conjugados de
anticuerpos con Europio (quelato N1). Se mide la unidn de estas quimeras NMC-4
marcadas con Eu y anticuerpos control de isotipos al antigeno A1 inmovilizado,
utilizando un fluoroinmunoensayo de lantanido mejorado por disociacién (DELFIA).

Por gjemplo, &l anticuerpo control (por &j., control de isotipo MOPC-21, una
IgG1/k de plasma de mieloma humano; Sigma-Aldrich, St Louis MO) y la quimera
NMC-4 se marcan con Eu. En resumen, se agrega anticuerpo a un buffer de
fosfato de sodio filtrado estéril (96 mM, pH 7,4) y se dializa =n forma extensiva en
Solucién Salina Bufferizada con Fosfato (PBS; KH:POy4 1,47 mM, Na:HPO, §,1
mM, pH 7,4, NaCl 138 mM y KCI 2,67 mM) para eliminar aminas primarias bajas
de bajo PM. Los anticuerpoes dializados se concentran en un concentrador
MicroSep lavado a 9500 RPM (7000::y) en una centrifuga JA-20 durante 20
minutos a 4°C. El anticuerpo se ajusta a 4,0 mg/ml con PBS que contiene una
concentracion final de NaHCO; 100 mM, pH 9,2. La mezcla de mAb/bicarhonato
(0,250 ml) se mezcla en un vial que contiens 0,2 mg de acido N'-{f-
isotiocianatobencil)-distilzntriamina-N', N2, N® N3-tetraacético quelado con Eu®* (Eu-
N1-ITC; Perkin Elmer Life Sciences, Waltham MA) mediants pipeteado cuidadoso
hacia arriba y abajo. La mezcla de anticuerpo y quelato reactivo con aminas se
deja reaccionar hasta el dia siguiente a 4°C sin agitacion.

Se aplica una mezcla de anticuerpo marcado a una columna NAP-10
separada (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) pre-equilibrada con PBS. Se
recolectan fraccionss (por <j., 0,5 mi) utilizanda PBS como huffer de columna. Se
analizan musastras para determinar la proteina total (por €j., reactivo de Bradford;

Bio-Rad Laboratories, Ine., Hercules, CA) utilizando un lecter de placa de

F



absorbancia SpectraMax 384 y se analizan para determinar Eu, luego de una
dilucidn 1:10000 en Solucion de Potenciacién DELFIA  (P=rkin-Elmer), por
fluorescencia resuelta en el tiempo (TRF) utilizando un lestor de placa Victor2
multi-marca (Perkin-Elmer). Se mezclan las fracciones positivas para proteina y
marcador de Eu, y se aplican a nuevas columnas NAP-10 pre-equilibradas con
Buffer de Corrida (Tris 50 mM, pH 7,4 y NaCl 138 mM). Se mezclan las fracciones

|

T

» estas columnas positivas para proteina y marcador de Eu, y se aplican a

D

columnas PD-10 pre-equilibradas con Buffer de Corrida y las fracciones positivas
para proteina y marcador de Eu se mezclan y analizan para determinar el
contenido de proteina total y Eu mediante TRF calibrada contra una solucién
estandar de europic  (Perkin-Elmer).  Luego, se calcula la  relacion
fluorescencia:proteina.

Se recubren pocillos de placas Immulon-4 con dominio His-A1 de vVWF
humano (por gj., 2‘3 ng en 100 pl/pocillo en Tris 30 mM, pH 7,4 y NaCl 300 mM o
PBS lihre de cationes divalentes) o de rata (por )., 50 ng/pocillo) por incubacién
hasta &l dia siguiente a 4°C. Las placas s= lavan tres veces con Buffer de Lavado
(por €j., HEPES 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween-20 0,5%:), s& bloquean con
300 pl/pocillo de Buffer de Blogqueo (por €], e.g., Buffer de Lavado que contiene
3,0 mg/ml de BSA libre de lgG y 0,1% de azida de sodio) durante 1 hora a
temperatura ambiente y se lavan 5 veces con Buffer de Lavado antes del uso.

Se llevan a cabo ensayos de union en equilibrio como sigue. Se pre-diluye
Eu-anticuerpo en Buffer de Unién (por )., buffer de Lavade que contiene 100ug/ml
de BSA libre de IgG vy azida de sodio 0,1%) y se aplica a los pocillos (por gj., 10
pl/pocillo) de una placa de 96 pocillos y las placas se sellan con una pelicula
SEALPLATE. Las placas se agitan (por €., ajusts de velocidad de Agitacién de
Placas de Titulacidn de 4 durante 215 segundos o 60 segundos a TA), s2 colocan
en cajas de nalgeno que contienen teallas de papel himedas, y se incuban en las

cajas carradas durante 2 horas a 37°C. Para la medicion del marcador libre, se
transfieren muestras de sobrenadants (4,0 pl) de los pocillos que contienen
mezclas de unidn a un grupo paralelo de pocillos que contiensn Solucion de
Potenciacion DELFIA (100 pl/pocillo). Para evaluar el anticusrpe unido, las pocillos
cubiertos con A1 con las mezclas de unidn restantes se lavan cinco veces con

Buffer de Lavado, se secan por presidn sobre las toallas d= papel y se agrega



Solucion de Potenciacién DELFIA (100 pl/pocillo) a los pocillos vacios para la
medicion delmarcador unido. Para la calibracién del ensayo, se agrega Solucién
de Potenciacion DELFIA (100 pl/jpocillo) a pocillos no utilizados y se agrega
Estandar de Europio (1,0 pl/pocillo). Las placas se agitan (por ¢gj., ajuste de
velocidad del Agitador de Placas de Titulacién de & durante 10 min’iltos a
temperatura ambients), y se leen intensidades fluorescentes resueltas en el
tiempo (TRF) utilizando un lector de placa Victor2 multi-label (Perkin-Elmer Wallac,
Boston, MA). La unién s= normaliza para el contenido de Eu-quelato mediante la
relacién fluorescencia:proteina (F:P) para los anticusrpos respectivos. La unidn
especifica se calcula deduciendo la unién no especifica (por <j., unién promedio
por el contral de isotipo marcado con Eu) de la unidn total (por ej., unién por Eu-
NMC-4). El nimero de sitios de unidn y los valores Ky se calculan mediante el
método de Scatchard (1949). Se realizan graficos de Hill para evaluar la unidén
graficando log(v /(n-v)) vs. el log de la concentracion de Eu-NMC-4 libre, donde
n=numero de sitios de unidn de alta afinidad/pocillo, v = nimero promedio de Eu-
NMC-4 mAb/pocillo especificamente unido, y la quimera de Eu-NMC-4 libre se
calcula a partir de las lecturas de TRF medidas en la fase solucion.

Este analisis reveld dos clases de sitios de unién, un sitio de alta afinidad
de Ky 0,37 nM y un sitio de baja afinidad de Ky 5nM. En forma similar, la unién a
His-rA1 de VWF de rata capturado por mAb anti-His también exhibié dos clases de
sitios de unién, con valores Ky de 0,19y 2,4 nM (Tabla 17).

Las cinéticas de asociacién se determinan utilizando el mismo protocolo,
con la excepcion de que se reemplaza el buffer de lavado en distintos momentos
con anticuerpo marcado con europio en las concentraciones indicadas (100
pl/pocilio). Las placas se sellan de inmediato, se agitan (por ¢j., ajuste de
velocidad del Agitadorde Placas de Titulacion en 4 durante 15 segundos a
temperatura ambiente), y se incuban durant= los tiempos indicados a 37°C. Las
placas que contienen mezclas de unidn se lavan cinco veces con Buffer de
Lavado, se secan por presién sobre las toallas de papel, y se registra el tiempo de
lavado de cada placa. Se agrega Solucién de Potenciacion DELFIA (100 pl/pocillo)
a los pocillos vacios para la medicion  delmarcaderunida  descripta  con

anterioridlad. La constants de asociacion aparente, Kon app, para cada concentracion



de anticuerpo se mide ajustando la unién especifica vs. tiempo con la siguiente
ecuacion utilizando software Prism (GraphPad Software Inc., San Dizgo, CA).
-k, napp”
B=B, (- """

max

La velocidad de asociacion aparente (Ku ax0) s€ grafica vs. la concentracion

de Eu-mAb. Los datos se ajustan a la ecuacion lineal
= k,,[mAb] + k

on,app

donde la constante de asociacion ko, s la pendiente ajustada, [mAb] es la
concentracion de Eu-NMC-4, y la velocidad de disociacion key €s la ordenada al
origen ajustada.

La vida media calculada para la disociacidn de la quimera NMC-4 unida a
His-A1 de VWF humano o de rata se calcula mediants la siguisnte ecuacion:

In(2)

1/2,dissoc — k

off

La unién especifica de Eu-NMC-4 a His-A1 de vWF humano o de rata se
ajusta a una ecuacion de asociacion exponencial simple, de la que se obtienan las
velocidades de asociacidon aparents Koy a0 (POr €., la constante k de la curva de
ajuste de asociacién exponencial) para cada concentracién de anticuerpo
marcado. Las velocidades de asociacion aparente a ambos antigenos son
dependientes de las dosis, segin se muestra en los graficos de  Konapp VS.
concentracidon de Eu-NMC-4. Los resultados se resumen en la Tabla 17 y
revelaron que la quimera NMC-4 tuvo una Ky de 0,32+0,07 nM para €l dominio A1
humano y 0,28+0,01 nM para el dominio A1 de rata. En ambhos casos, estos
resultados se encuentran en estrecha sintonia con los valores de Ky determinados
por la unién en equilibrio. Los resultados también sugieren que el complejo
antigeno-anticuerpo es de larga vida para A1 de ambas especies, con vidas
medias in vitro para disociaciéon de 44 minutos y 89 minutos para antigenos de
humanos y ratas, respectivamenta.

Tabla 18. Cinética y unicn en equilibrio de la quimera Eu-NMC-4 al dominio His-A1

e vVWF humano y de rata a 37°C.

! i i His4A1_l(h$|'1ma|{o) ' His-A1 (rata) }
Constantes cinéticas
Fon (MY min™) 4.1%107 1,4%107
Ko (MT)T 16107 1,010

Vida media de= dizociacion (min) 14 £9



g

Kon ! Kot 0,39 nM 0,70 nM
Unidén en equilibrio (Ky)
His-A‘ 0,316 0,063 nM't 0,276 0,011 nMt
(n=10) (n=15)
‘Competencia Homéloga (K))
. 0,275 =0,064 nM 0,297 0,128 nM
His-A1 (n=4) (n=3)

TOrdenada al arigen de dependencia de dosiz de Ko, sparsnte

Ty para unicn de EU-HMG-4 A ANTISENG FECUBIERTO EN FOPMA DIFECTA (HUMAHID
VE. F_A.TA) NG ESTADIETICAMENTE SIGHIFICATIVA CE ACUEFDO SOt EL EHZAYO T DE
SIGHIFICANICIA (F = 0,6392).

LO2 ERFFOFES ESTAN DADGT EN EEM.

Pueden llevarse a cabo estudios de unidn competitiva para determinar
valores de Ki (por &j., una medida de afinidad relativa por un antigeno). Los
ensayos se llevan a cabo de acuerdo con lo descripto con anterioridad para la
cinética de asociacion con excepcion de que, en este caso, se aplican 30 pl/pocillo
de Buffer de Unidn (por )., Buffer de Lavado qgue contieng 100 ug/ml de BSA libre
de 1gG, 0,1% de azida de sodio) seguido de 10 pl/peocillo de Eu-NMC-4 o
competidor no marcado con Eu y 10 pl/pocilo de anticusrpo competidor no
marcado en una serie de dilusiones seridas por duplicado que oscila entre 107'°M
y 107M. La concentracion final de anticuerpo marcado con europio s de 100 pM.
El nivel de unién bhasal no especifica se ve significativamenta reducido en
presencia del agente quelante DTPA (1 pM) de modo que éste se incluyen en los
ensayos de unién competitiva. Ademas, el recubrimiento de los pocillos se
optimiza mediants el uso de His-A1 que ha sido puwificado con gel de iodoacstilo
para cualquierar cualguier A1 reducido de la preparacion de protzina. La mezcla
se incuba durante 3,75 horas para permitir que la reaccidn alcance el equilibrio
total, se lava y une a un anticuerpo marcado determinado por TRF segin lo
descripto con anterioridad. Las curvas de inhibicidn se ajustan con &l modelo de
“‘competencia de un sitio” utilizando software Prism (GraphPad, Inc.) para obtener
valores de ICs y calcular la K; utilizando las ecuaciones de Cheng y Prusoff (1973
Biochem Pharm. 22:2099) utilizando los valares de Ky medidos por analisis de
Scatchard del experimento de unibdn =n equilibrio.

La estandarizacidn del ensayo de unién competitiva se demuestra mediante
la comparacién del valor de K obtenido de competencia homéloga por la quimera
NMC-4 no marcada con la afinidad (Kg) medida para la unidén de Eu-NMC-4 al

antigeno. Para la competencia homéloga a His-A1 humana, la quimera NMC-4 es



un potente inhibidor de la unidén a EU-NMC-4 con una K; de 0,28 +0,06 nM (Tabla
19), que es consistente con la Ky observada de 0,32 +£0,07 nM. En forma similar,
para la competencia homologa a His-A1l de rata, la quimera NMC-4 tuvo una K; de

297 0,128 nM (Tabla 18), que es consi stente con la Ky de 0,273 0,011 nM. En
contraste, el control de isotipo no maru,aclo, IgG1/k de plasma de misloma

humano, no tuvo efecto inhikitorio scbre la unién de Eu-NMC-4 al antigeno A1.

Tabla 19. Comparacion de la actividad e unidn (Ki mediante ensayo de

competencia) de variantes de NMC human/_ad sse/ cionaclas.

Variante de . | Isotlpo . L K

\antlc‘ue‘rpo S __ \:' g (media‘ + EEM)
rnAL HMC-4 m|gG‘1 0,60 _ |Zl,:l 30M (n=3)
Quimera HViG-4 wuimera 1gsl 0,28 = 0,06 nM (n=4)
1905 contral 1951 Ho detectabla
Hz-LE Iges1 0,96 = 0,27 nM (n=3)
H2-L2 lg=1 351 1,21 nM (n=4)
H9-L9 9G4 2,53 nM (n=1)

Luego, se utiliza el ensayo de unién competitiva para probar la potencia de
las variantes humanizadas NMC-4 HIL9 IgG1 y 4. Los dos isotipos de& la variante
HOLY injertada con CDR mostraron idéntica actividad nanomolar, aungue menos
potents que la de la quimera NMC-4 homéloga (Tabla 19).

El anticuerpo AJW-200 se prueha en el ensayo de unidn compstitiva. En
contraste con las variantes humanizadas de NMC-4, que compitieron por la unidn
de Eu-NMC-4 a His-A1l, la unidon de Eu-NMC-4 a His-Al es potenciada por
AJW200 con una ECsy de 210 pM (Figura 2). Los graficos de Hill plots de la unidn
de Eu-NMC-4 a His-A1 muestran pendientes de Hill cercanas a la unidad (ny =
0,984 y 0,957), consistentes con la unidn a una Gnica clase e sitios de union sin
coaperatividac. En contraste, los graficos de Hill de la unién de Eu-NMC-4 a His-
Al en presencia de AJW200 1,8nM o 20nM (Figuras 2C y 2D, respectivaments)
muestran pendientes de Hill mayores que uno (ny = 1,548 y 1,201), que indican
cooperatividad positiva. Se observa cooperatividad positiva mediada por AJW200
an dos evperimantos indzpandientes ofectuados en dos dias diferentes. Estos
resultados no solo confirmaron que NMC-4 s une a un sitio de unidn separado de

AJW200 en el dominic Al de VWF sino que también indican que, al menos para

=



fragmento de A1 aislado, AJW200 potencia la union de NMC-4 al sitio de unidn
GP1boa.

Ejemplo 5: Capacidad de los Anticuerpos para Bloquear la Adhesion
Plaquetaria

Una confirmacion de que un anticuerpo bloquea el sitio de unidn al receptor
GP 1ba en VWF es su capacidad para antagonizar las interacciones VWF-GP1b en
condiciones de flujo nativas. Un enfoque que ha sido desarrollado por Moake y
colegas (1993, J Clin Invest. 78:1456-61) se ocupa del hecho de que cuando se
activan células endoteliales con histamina, éstas secretan una forma ultra-grande
de VWF (ULVWF), donde el dominio A1 esta en la conformacion abierta (por ej.,
activa). Esta rapidamente se degrada luego de la introduccion de plasma, debido a
la ruptura medida por ADAMS13 del ULVWF (Dong et al., 2002 Blood 100:4033-9).

En un método reprasentativo, se dividen HUVEC de primer pasaje (P1) y se
siembran en placas de 35 mm a una densidad de 1x10° sélulas/placa, se cultivan
durante 7 dias, y se utilizan &l dia 7 (2-3 dias después, tienen una confluencia del
100%). Las plaquetas humanas marcadas con CFSE se adhieren facilmente a los
HUVEC a un caudal de flujo de 1,2 ml/minuto (Figura 3A). S& unen muchas mas
plaquetas a las HUVEC cuando las células se pre-tratan con  histamina 25uM
durante 10 minutos a temperatura ambiente (Figura 3B). Esta adhesion de
plaguetas s2 inhibié completamente cuando las placquetas se perfundieron sobre la
monocapa en huffer que contznia NMC-4, a una concentracion de 10 pg/ml
(Figura 3C) y se blogued parcialmente cuando las plagquetas se perfundieron en
presencia de un anticuerpo anti-GPIba (por &j., AK2), a una concentracién de 18
pg/ml (Figura 3D). En contraste, la lgG control de ratdn a una concentracion de 13
pg/ml no previno la adhesion plaquetaria a polimeros de vWF (Figura 3E), lo que
sugiere que la adhesion de plauetas a los HUVEC es en efecto mediada por la
interaccion entre el VWF derivado del endotelio y la GPlha plaguetaria. Cuando el
area cubierta por plaguetas de las 20 imagenes capturadas por corrida se
midisron y cuantificaron utilizando software Compix, NMC-4 redujo la adhesion
plaquetaria en >95% en comparacion con un efecto despreciable provisto por &l
anticuerpo de control.

Ejemplo 6: Capacidad de los Anticuerpos para Prevenir la Oclusién

Vascular



Se utiliza &l modelo de cloruro férrico de trombosis arterial para evaluar la
actividad antitrombética de la quimera NMC-4 y &l derivado humanizado (por ).,
H14,L10) en comparacidon con AJWZ200. Se aisla la arteria carétida contralateral a
través de la relocacion de la glandula salival y tejido adiposo acompafante al
sector craneal de la incision. La arteria carétida se expone y coloca sobre un trozo
de filtro de papel (por €j., 4 mm x 5 mm) que se pliega para cedir la arteria carétida
y proveer una superficie para la solucion de cloruro férrico  (7,5%). Luego de la
aplicacion de la solucion de FeCly durante 4 minutos, se coloca una sonda de flujo
alrededor de la arteria cardtida y se mide <l fujo utilizando un sistema de flujo
Transonic Systems Inc. (Ithaca, NY) hasta el momento de la oclusion (tipicamente
10 minutos en ratas control) o hasta los 45 minutos. Se administra a grupos de 4
ratas (n=6 para solucién salina) dosis IV que oscilan entre, por gjemplo, § y
0,01mg/kg de gquimera NMC-4, V14,L10, AJW200 o IgG control a un volumen de
1ullg de peso corporal de rata. Las preparaciones de anticuerpo se esterilizan por
filtracién y se analizan para asegurar un bajo contenido de endotoxinas utilizando
el kit de ensayo LIMULUS AMOEBOCYTE ASSAY KIT (BioWhittaker) siguiendo el
protocolo del fabricante y también se evallian para determinar la mono-dispersion
mediante analisis de HPLC antes de su uso para estudios con animales.

Como se muestra en la Figura 4, tanto NMC-4 como AJW200 inhibieron en
forma significativa la oclusién de los vasos. NMC4 mostré una EDsg, a una dosis
de 0,03 y 0,1 mg/ky, similar a la de AJWZ200. El derivado humanizado, H14,L10,
tambi&n mostrd actividad similar con una EDsgg también entrz 0,03 y 0,1 mg/kg de
dosis (Figura 4B).

Ejemplo 7: Efecto de los Anticuerpos sobre el Tiempo de Sangrado y
la Pérdida de Sangre

A veces, la pérdida de sangre puede ser un efecto colateral adverso
asociado con los agentes antiplaquetarios (por &j., anticuerpos  anti-vWF). Por
consiguients, puede ser necesario evaluar los anticuerpos NMC-4 humanizados
para determinar su potencial de contribuir a las complicaciones de sangrado. Para
esto, se lleva a cabo un ensayo de tiempo de= sangrado sstandar, donde se
administra anticuanpo control |, quimera NMC-4 o AJW200, 30 minutos antes de
llevar a cabao un corte transversal en la caola. Para el corte transversal de 1a cola,

se corta 2l extremo final (por &), 0,5mm) de la cola y la cola se coloca @n un



volumen conocido de solucion salina tibia y se mide el tiempo requerido para que
se detenga el sangrado. La pérdida de sangre tambidn se mide evaluando el
contenido de hemoglobina de las células sanguineas recolectadas en solucién
salina durante el ensayo del tiempo de sangrado. Para ésto, se peletizan glabulos
rojos mediante centrifugacion a baja velocidad, se resuspenden =n solucién salina
que contiene TritonX100 1%, que se ajusta a un volumen final de &ml, y la
concentracién de  hemoglobina de la solucion se mide determinando la
absorbancia a 420nm.

La quimera NMC-4 mostrd la misma dosis de EDzp de 0,09 mg/kg para un
aumento significativo en el tiempo de sangrado que el derivade humanizado H14-
L10. En la dosis de 0,03 mg/ky asociada con la eficacia para estos dos
anticuerpos en el modelo FeCly de trombaosis arterial, no se observd una
prolongacion significativa del sangrado ni un aumento de la pérdida de sangre.
NMC-4 vy su derivado humanizado exhiben una respuesta a la dosis por EDsp
ligeramente mejorada con respecto a la de AJW200, cuya dosis de EDzg en la rata
para el aumento del sangrado se encusntra mucho mas cerca de su dosis de EDsg
para actividad antitrombdética, lo que sugiere que NMC-4 ofrece una ventana
terapéutica mejoracda en comparacion con AJW200.

Tabla 20. Efscto de la quimera NMC-4 y su derivacdo humanizads, H14,L10,

comparada con AJW200 sobre el tiempo de sangrado y la pérdida de sangre en

rata. - _
i Anticuerpo - Tiempo de Perdlda de sangre ?
e . sangrado(min,) = (ML) -
’ - Mediiz + EEM (n) Media 3 EEM (n) J
Salucion Salina 3,0 %0,3 (’Ib) 0,237 0,088 (9)
MNMC-4 (quirnsra) EDse = 0,09 mg/kg
0,01 mg/ky _,7 0,3 (;) 0,052+ 0,009 (2)
0,03 my/kg 41202 (#) 0,076 £ 0,014 (4)
0,10 mg/kg 19,7 = Ug(;) 1,503 £ 0,488 (2)
0,30 mg/kg 52,7 £ 4,4 (3) 1,501 £ 0,212 (3)
2,00 ma/ka 323223 (2) 1,106 = 0,243 (4)
H1d, L0 (hurmanizado)  EDg = 0,02 mg/kyg
0,03 mg/kg 2,02 0,35 (3) 0,094 = 0,035 (3)
0,10 mafky 18,30 = 1,70 (4) 0,620 20,294 (4)
0,30 mg/ty 26,45 4 209 (4) £ 0,312 (4)
AJWz00 ED50 = 0,05 mg/ky
0,01 mg/kg 240,25 (2) 0,177 = 0,052 (2)
0,02 mylky 321,567 0,250 = 0,052 (4)
0,10 ma/k3 26,1+ 0,4 (5) 1,942+ 0,420 (D)
0,20 mig/ka 292 0,72 (5) 2,074 20521 (2)
3,00 malkg 20,9 % 0,62 (3) 2,220,242 (4)

\
\



Otro parametro de los efectos colaterales adversos de estos anticuerpos
sobre la hemostasis es la pérdida de sangre, que se ensaya sobre la sangre
recolectada mientras se determinan los tiempos de sangracdo. Nuevamente, con
dosis superiores a 0,1 mg/kg, estos anticuerpos indujeron una pérdida de sangre
significativa. Sin embargo, con dosis de 0,3 y 3 mg/kg, AJW200 causé pérdidas de
sangre considerablemente mayores que la quimera NMC-4 con las mismas dosis,
aunque  estas diferencias sélo se aproximaron a valores estadisticamente
significativos para los grupos de 3,0 mg/kg donde n=4 en vez de 3 (Tabla 20). El
anticuerpo variante H14, L10 no mostré diferencia significativa con la quimera
NMC-4 original.

Ejemplo 8: Efecto de los Anticuerpos sobre las Plaquetas Circulantes y
el Recuento de Glébulos Blancos

Se presume que algunos agentes antiplaquetarios inhiben la formacion de
tromhbosis mientras que al mismo tiempo pusden causar trombocitopenia (Hansen
et al., J Fharmacol Exp Ther. 298:185-71 (2001)). Para determinar =l efecto de
NMC-4 sobre el nimero de globhulos blancos circulantes (WBC) y plaguetas en
animales tratados, se inyecta un grupo de cinco ratas (por €j., por via intravenosa)
con pesos de 230-2630g, con NMC-4 a razdn de 1 mg/ml y se inyecta un grupo
control de 3 ratas con un vehiculo de control (por ej., PBS de grado quirtirgico).
Antes de la inyeccion, se utiliza sangrado de cola para medir Ios recuentos
basales de células sanguineas , utilizando, por ejemplo el HEMAVET
HEMATOLOGY ANALYZER™(Drew Scientific). Se recolectan muestras de sangre
enpuntos de tiempo pre-especificados de hasta 48 horas (por €j., 30 minutos, 2, 4,
24 y 48 horas) luggo de la iny=ccién de anticuerpo o solucién salina, de ratas no
anestesiadas mediantz extraccion retroorbital utiizando una pipeta capilar. Luego,
se transfieren aproximadamente 40 pl de sangre a un tubo que contiene & pl de
solucion anticoagulante de citrato-dextrosa acidificada (ACD) y se muestrean
inmediatamente &n un contador celular HEMAVET para determinar el nimero de
plaguetas y glébulos blancos. Para cada extraccion de sangre, s& toman muestras
de ojos alternados.

NMC-4 tuvo un pedquefio efecto sobre el recuento plaguetario en cualquiera
de los puntos de tiempo analizados. Se ohservd una reduscion temporal en el

recuento de los gldbulos blancos del 37,5% (jp=0,016) 30 minutos después de la

a‘[n



inyeccidn, pero también se ohservd una raduccion similar tras la inyeccion de
vehiculo de PBS. Los niveles de los glébulos hlancos regresaron a los valores
basales entr= 2 y 4 horas despuss de la inyeccién en los grupos tratados con
NMC-4 y vehiculo control. |

Ejemplo 9: Establecimiento de Lineas Celulares para la Expresion de
Anticuerpos

Pued= desarrollarse un sistema de alto rendimiento ds expresion de
proteinas de mamiferos, hasado 2n una plataforma de Expresion de Cromosomas
Attificiales (ACE) murina que ha sido manipulada genéticamente para contener
multiples sitios aceptores de recombinacion sitio-especificos, que pueden cargarse
con secuencias génicas heterélogas utilizando una lambda integrasa mutante (por
gj., ACE integrasa) en combinacién con un vector lanzadera de localizacion
(Lindenbaum ot al, (Nucl. Acid Res. 32 (21):&172 (2004); Solicitudes de Patente de
los Estados Unidos Nos. 2003/0114104A1 y 2006/0246585 A1). Este sistema se
utiliza para generar lineas celulares estables para la expresion de variantes
humanizadas seleccionadas y la quimera NMC-4.

Los insertos de los plasmidos pCI-NMC4-VL10 y pCI-NMC4-VH14 se
digieren con Not 1 mas Hindlll (vector de cadena liviana) o Xho1 'y BamH1 (vector
de cadena pesada) y se clonan en fcnrma secuencial en el MCS 1 (cadena liviana)
y MCS 2 (sadena pesada) del vector pSTOS18. El vector pSTOS12 que porta los
insertos de cadena pesada y liviana en tandem sirve de vector lanzadera para la
transferencia en los Vectores de Localizacién ACE (ATV) con diferentes genes de
resistencia, derivados de los vectores de localizacion descriptos por Lindenhaum
et al, (Nucl. Acid Res. 32 (21):2172 (2004); Sclicitudes de Patente de los Estados
Unidos Nas. 2003/0119104A1 y 2006/0243583 A1), Para transferir &l casete que
contiene ambas cadenas de anticuerpo pesadas y livianas en los ATV, el vector
pSTO518-VH14, VL10 se digiere con las endonucleasas “homing” I-Ceul y Pi-Scel
(New England Biolalys, MA). ElI VH14 mas el fragmento VL10 se purifica con gel y
se clona en los sitios equivalentes del pZeo y pHygro-ATV pre-digeridos con las
mismas endonucleasas |-Czu1 y PIl-Scel. Esto da los plasmidos pNHTG05-
H14L10-lgG4 (gen hyg™) y pNHTROT-H14L10-1gG4 (gen p zeo®).

En forma similar, se construyen vectores de localizacion pSTOS18 que

portan la quimera NMC-4 1gG4, y el inserto tandem subclonade en los vectores



ATV pZeo y pHygro, que dan los plasmidos pNHTG23 (quimera humana lgG4 mas
&l gen hyg®) y pNHT524 (quimera humana lgG4 mas el gen zeo").

Para la integracién localizada en la plataforma ACE, se siembran células
huésped de la plataforma ACE ChK2 a una densidad de 0,4-10° células por
pocillo de una placa de cultivo de 6 pocillos y se cultivan hasta el dia siguiente.
Tres horas antes de la 'transfeccién, se reemplaza el medio de cultivo con medio
libre de suero y luago de 3 horas se transfecta con 1 pg del vector y 1 pg del
vector de expresion de ACE Integrasa complejado con reactivo LipofectAMINE
PLUS (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Veinticuatro
horas después, se expanden las células sobre placas de cultivo de 15 cm y, al dia
siguiente, se agregan 3,0pg/ml de zeomicina o higromicina (dependiendo del
vector utilizado) al medio de sultivo. Luego de 14 dias de seleccidn, se aislan las
colonias resistentes a los farmacos utilizando anillos de clonacidn y clones
individuales amplificados para el analisis de la produccién de anticuerpos.

Ejemplo 10: Eficacia y Seguridad in vivo del Anticuerpo NMC-4

Se ensayan la eficacia y seguridad del anticuerpo humanizado NMC-4 en
un modelo animal in vivo (por )., mandril).

En un método representativo, se anestesian mandriles con clorhidrato de
ketamina (Anaket-V™ de la Premier Pharmaceutical Company) (10 mg/kg IM/30
minutos o cuando se requiera para mantenar la anestesia general) y se mantiene
su temperatura corporal a 37°C con una camilla calefactora. Luego, se dissca
cuidadosamente un segmento de 4-5 cm de los vasos femorales libre de tejido
circundante. Se ligan todas las ramificaciones cercanas a la arteria femoral y vena
femoral. Luego, s& realiza una pequeia incision en la arteria femoral y en la vena
femoral y se insertan conectores vasculares que se aseguran con hilo de seda
quirargico. Luego, se unen tubos de silicona a los conectores vasculares para
entubar la sangre arterial en la vena femoral. El entubado directo de la circulacidn
arterial a la venosa mientras s= hace un bypass de los capilares aumenta el flujo
sanguineo a aproximadaments 150-300 ml/minuto. Se une una sonda de flujo
ultrasénica de tipo tubular (Transonic Systems Inc, Maastricht, Holanda) al tubo de
silicona  y se pemite  la  estabilizacién  del flujo  sanguineo  durante

aproximadamente veintz minutos. Se mide el flujo sanguineo promecdio y fasico en



forma continua a lo largo del experimente con el tubo utilizado para la
administracion de farmacos y para el muestreo de sangre.

Luego, se lesiona &l endotelio de la arteria femoral junto al conector
vascular con un portaagujas Martin (Hegar-Baumgartner TC Gold 14cm, Cédige
del producto 20.634.14) ejercizndo una presién intensa sobre el endotelio durante
10 segundos a maxima deprasion. Se realizan dos lesiones solapadas y se coloca
un precinto plastico ajustable sobre el sitio de la lesidn para reducir el flujo
sanguineo en un 10 a 20% del valor hasal. Se observa una reduccién gradual en
el flujo sanguineo a causa de la formacion de tromhos. Cuando se reduce el flujo
sanguinen a < 5 ml/minuto, se abre el precinto para retirar el trombo rico en
plagquetas. Luego, se aplica nusvamente la estenosis externa y se reinicia el
proceso de formacion de tromhos. Este patrén repetitivo de reduccion del flujo
sanguinen seguida por restauracién mecanica se denomina reducciones del flujo
ciclico (CFR). Se mide el nimero de CFR en funcién del tiempo. Se registran las
reducciones del flujo ciclico basales (CFR) durante 30 minutos. Se inyecta
solucién salina y se monitorean las CFR durant= 20 minutos adicionales. Se utiliza
la variante humanizada H9L9 9G4 de NMC-4 descripta en el Ejemplo 2
(denominada de aqui en mas GBR 600).

Pueden utilizarse dos métodos para evaluar el sangrado tras la
administracion de farmacos. En un primer método, se determina el tiempo de
sangrado de la pizl, con el usa de una plantilla, en la superficie del antebrazo. Se
aplica un tensidmetro alrededor del brazo y se infla a 40 mm Hg, luego de lo cual
s induce una herida con el dispositive Surgicut (ITC, Edison, NJ). El tiempo de
sangrado de la pizl se define como el tiempo entre la induccion de la herida y la
cesacion visual del sangrado. La sangre se toca cuidadosamente cada quince
segundos con papel de filtro sin hacer contacto con la herida. Las mediciones se
detienen cuando el tiempo de sangrado de la piel excedié los 900 sagundos (por
&j., 15 minutos) y se considera de 900 segundos.

En el segundo método, se evalla la pérdida de sangre de una incision
mediante una anexina V recombinante en un modelo de lesién de la arteria
cardtida de un conejo (ver, por ¢j., P. Thiagarajan et al. (1997) Cirsulation
93(7):2339-47). Se realiza una incision de 2 cm ¥ 0,3 em en la ingle y s& insertan

hisopos de gasa pre-pesados que se reemplazan luzgo de cada periodo de



infusion de dosis de treinta minutos o cuando estan saturadas con sangre. Todas
las gasas se pesan al final del estudio péra determinar la cantidad de sangre
perdida. El valor para cada dosis se expresa como una relacion respacto de la
‘gasa de fase control de solucién salina. Se monitorean el ritmo cardiaco y la
presion sanguinea en forma continua durante todo el estudio, a intzrvalos de diez
minutos.

Al final de cada periodo de dosificacidn, se extrazn un mililitro de sangre
con EDTA, y diez mililitros de sangre citrada, y se determinan el recuento de
plagquetas FBC, el tiempo de protrombina, el tiempo de tromboplastina parcial
activada, el Factor VIl y vWF. Se congelan dos alicuotas de 300 pl ¢/u a -80°C
para enviar a los investigadores para pruehas de laboratorio in vitro adicionales,
de ser necesario. En forma similar, se extrae sangre, 0,5, 1, 2, 8, 24 y 43 horas
daspués de finalizadol los estudios de flujo. Al final de la dosis final, se llevan a
caho ensayos de agregacion plagquetaria con muestras de ensayo y control.

Luego de la dosis acumulativa (por &j., cuando se observa inhibicion
completa de las CFR), se infunde epinafrina (Intramed) con una dosis de 2,2
pg/kg/min durants veinte minutos y se miden nuevamente las CFR. La epinafrina
no praduce agregacion plagquetaria en mandriles por si sola, paro puade restaurar
las variaciones de flujo ciclico anuladas mediante la potenciacién de otros factores
de agregacion plaquetaria (ver, por &j., G. Anfossi et al. (1993) Eur J Clin Invest.
26:3583-370).

Estudios de Eficacia y Seguridad de GBR 600: S= r=alizan los estudios 1
a 4, descriptos a continuacion, para determinar la eficacia y seguridad de GBR600.

Estudio 1: S& lleva a cabo un estudio piloto con n=1 animal para establzcer
una curva de respuesta a la dosis con cantidades crecientes de GBR 600 e
identificar la dosis efectiva donde se observe la inhibicién maxima de las CFR. Se
determinan el tiempo de sangrado con plantilla y el sangrade incisional para todas
las dosis ensayadas. Se toman muestras de sangre hasta cuarenta y ocho horas
para establecer la farmacocinética del anticusrpo en su dosis mas elevada.

Se inyectan las siguientes dosis crecientes de GBR 600 a intervalos de
treinta minutos y se registra <l flujo mientras dura ¢l estudio: Dosis 1,0,03 mg/kg,;

Dosis 2, 0,1 mg/ky; Dosis 2, 0,3 ma/kg; Dosis 4, 1 ma/kg; y Dosis 5, 10 mg/ky.



Luego, s llevan a cabo ensayos de sangrado diez minutos después de la
inyeccion de cada dosis.

La Figura 5 y la Tabhla 21 describen el efecto de dosis crecientes de GBR
A00 sobre las CFR. La arteria se re-lesiona cerca del fin de la fase basal de treinta
minutes, dado que, aparentemente, las CFR no eran establzs. Una dosis de 0,03
myg/kg de GBR 600 redujo el nimero de CFR a §/30 minutos en comparacion con
los 8/30 minutos para la fase con solucion salina. La infusion de una dosis
adicional de 0,1 mg/kg inhibibd completamente las CFR. Esto es confirmado por el
hacho de que una re-lesion de la arteria no causéd un regreso de las CFR. Se
observa la inhibicion para todas las siguientes dosis crecientes. Luego de la
infusion de la dosis maxima de GBR 600 (10myg/ky), se infunde epinefrina a una
velocidad de 2,2 pg/kg/minuto para establecer si se logra una inhibicién fuerte o
débil de la deposicion plaquetaria. La infusién de epinefrina dio lugar a un aumento
temporal del flujo sanguineo debido a su efecto sobre la presion sanguinea, pero
no revirtié la inhibicion de las CFR.

Tabla 21. Efectd de dosis crecientes de GBR 600 sobre las CFR (0,03 -10 mg.hg)

Daozis (mg/kg) | Dasis Asumulativa (mg/hy) | Hamers de CFF
Basal 0 8
Solucidn Salina | 0 3
0,03 0,03 5
0,1 0,13 0
0,3 0,43 0
1 1,43 0
10 11,43 0

Estudio 2. Se lleva a caho &l Estudio 2 de un modo similar al Estudio 1, con
la excepcién de que s2 incluye una dosis de 0,01 mg/kg al comienzo del
escalamiento de dosis, previa a la dosis de 0,03 mg/kg, dado que s& ha ohservado
en el Estudio 1 una inhibicién parcial de las CFR a la dosis de 0,03 mg/kg.

En el Estudio 2 (ver, por )., 1a Figura 5 y la Tabla 22), se ohserva un efecto
sobre las CFR con una dosis de 0,01 mg/kg de GBR 200 (7CFR/Z0minutos,
comparada con 9CFR/30minutos rara la solucién salina). Sin embargo, la infusién
de una dosis adicional de 0,03 mg/kg (desis acumulativa = 0,04 mg/kg) causo la
inhibicién completa de las CFR. Por lo tanto, la EDyg de GBR 800 es 0,04 my/kg.
La re-lesion de la arteria no revirtio la inhibicion de las CFR, 1o que indica una

inhibicién real. El efecta inhibitorio se mantiens con las dosis mas elevadas hasta

IO
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en la dosis maxima de 10 mg/kg. La infusion de epinefrina dio lugar a una
reduccion temporal del flujo sanguinec debido a su efecto sobre la presion
sanguinea, pero no revirtié la inhibicién de las CFR.

Tabla 22. Efecto de dosis crecientes de GEBR 600 sobre las CFR (0,01 — 10

mg/kg)
Dusis (ma/kyg) | Dosis Acumulativa (mg/bg) | Hamero de CFR
BRasal 0 9
Solucién Salina | O 9
0,01 0,01 7
0,03 0,04 0
0,1 0,14 0
0,3 0,44 0
1 1,44 0
10 11,44 0

Estudio 3: Se lleva a cabo el Estudio 3 de un modo similar al Estudio 1 con
la excepcion de que se administra una dosis inicial de 0,005 mg/kg seguida de otra
dosis de 0,005 mg/kg (dosis acumulativa=0,01 mg/kg) y luago se aumenta en 6
incrementos cle 0,01 my/kg.

En el Estudio 3 (ver, por &., la Figura 7), se observa un &fecto sobre las
CFR (reduccion de 8 CFR/30Q minutos versus 7 CFR) por la infusién de una dosis
de 0,005 mg/kg de GBR £00. Las CFR disminuyeron en forma lineal con dosis
crecientes de GBR 800. El nimero de CFR por periedo de dosificacion se muestra
en la Tabla 23 y en la Figura 8. La Figura & representa la reduccidn lineal en el
nimero de CFR asaciadas con dosis crecientes de GBR 600. La relacion entre el
namero de CFR vy la dosis de GBR 800 se expresa mediante la siguients acuacion.
l.os datos se ajustan a esta ecuacidn con R2= 0,9901.

Namero de CFR.periodo de dosificacion = -109 X dosis de GER 600 (mg.kg)
+7,4517.

En el Estudio 3, 1a EDqgp &8 de 0,07 mg/kg =n comparacién con la inhibicién
completa en =l Estudic 2 causada por una dosis acumulativa de 0,04 mg/kg. El
tiempo transcurrido entre las dosis cracientes es de treinta minutos en el Estudio
3. Esta discrepancia en las ED;gp observadas puede ser causada por una
reduccion de la concentracién de GBR 600 en sangre como consecuencia de la
depuracion inicial del farmaco. La infusién de epinefrina revierte la inhibicion de las
CFR. Esto podria estar relacionado con la forma de la curva de CFR para la dosis

acumulativa de 0,07 mg/kg. La inhibicién se revierte lentamante con una dosis
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acumulativa de 0,07 mg/ky, lo que es un indicador de un tromho en cracimiento.

En estas condiciones particulares, la epinefrina parece ser capaz de revertir la

CFR.

Tabla 23. Efecto de closis acumulativas de GER 600 sobre las CFR (0,005 — 0,07

mg/kg)

Dozis (my/kg)

Dosziz Acumulativa (mg/bg)

MHarmera de CFR

Basal 0 8
Solucidn Salina | 0 8
0,005 0,005 7
0,005 0,01 8
0,01 0,02 5
0,01 0,03 4
0,01 0,04 3
0,0 0,05 2
0,01 0,06 1
0,01 0,07 0

Estudio 4: Se lleva a cabo el Estudio 4 de un modo similar al Estudio 1, con

la excepcion de que se utiliza Clopidogrel como control positivo en tres Mandriles

para comparar la eficacia y la tendencia al sangrado de GBR 600 administrada a

razén de 1, 1,5, 2,5, 5y 10 mg/ky contra clopidogrel.

En el Estudio 4, el clopidagrel inhihié completamente las CFR con una dosis

acumulativa de 10 mg/kg en el Mandril 1y &5 mg/kg en los Mandriles 253, seguin se

muestra en la Tabla 24 y en la Figura 9 que ilustra los resultados del Mandril S en

la Tabla 24. La infusion de epinefrina revirtié 1a inhibicion de las CFR.

Tabla 24. Efecto de dosis crecientes (1 — 10 mg/hy) de clopidogrel en mandriles.

Dosis (mg/ltyg) | Dosis Acumulativa | Hamero Az | Hlomiers de | Homers de
(rru3fkiy) CFR CFR CFR
Mandril 1 Mandril 2 Mandril 3

Basal 0 13 b4 3
Solusién 0 13 7 8

Salina

1 1 8 8 7

1.5 2,5 & 2 2

25 5 2 0 0

5 10 0 1] 0

10 20 0 0 0




Tiempos de Sangrado con Plantilla: En los Estudios 1y 2 los tiempos de
sangrado con plantilla tiensn una duracién mayor a los quince minutos con todas
las dosis supericres a 0,04 my/kg. En el estudio de contral positivo con clopidogrel
(Bristol-Myers  Squibk/Sanofi Pharmaceuticals), los tizmpos de sangrado con
plantila se prolongan en la misma proporcion obhservada con las dosis
acumulativas mayaores que 2,5 mg/kg. En &l Estudio 3, los tiempos de sangrado
con plantilla nunca se prologan mas alla de los quince minutos. Los tiempos de
sangrado con plantilla no son una medida muy precisa d= la tendencia al sangrado
ya que muastran una alta variabilidad basal (ver, por €j., los valores basales de
clopidogrel en los Mandriless 1, 2, 3). Como talss, los tiempos de sangrado con
plantila no se consideran modelos demasiado predictivos para sangrados
clinicamente relevantes, tal como en un ambito preoperatorio (ver, por ¢j., Lind et
al. Platelets, seq. ed., p485-493, Michelson AD &d., Academic Press.). El ensayo
cde sangrado incisional muestra una variacidon menor dado que cuantifica la
cantidad real de sangre perdida a través de la incision y que tiene un mayor rango
dinamico. Por 1o tanto, el ensayo de sangrado incisional se realiza ademas del
ensayo de sangrado con plantilla. Estos datos se resumen en las Tablas 28 y 26.

Tabla 25. Tiempo de Sangrado con Flantilla para GBR 600 [minutos]

Dosie (mgftg) | Dosis SAcurnutaliva (mg/hyg) | Estudio 1 | Eatudio 2 Estudio 3

Basal 0 g5 6,25 2

Soluciédn Salina | 0 2.5 7 4,45

0,005 0,005 n.a. ni.a. 5,25

1,005 0, n.a. n.a. 5,25

0,01 0,02 n.a. n.a. 6

0,01 0,03 rn.a. n.a 7,45

0,01 0,04 n.a. f.a 25

0,01 0,05 n.a . 3,5

0,01 0,06 n.a. n.a. 7,45

0,01 0,07 n.a. In.a. 5,45

0,01 0,01 n.a. 2,45 rn.a.

0,03 0,03/0,04 K25 =15 n.a.

01 0,15/0,14 >15 >15 n.a.

0,2 0,473/0,44 >15, >15 rn.a.

1 0,143/1,44 >15 =15 n.a.

10 11,43/11,44 >15 =14 n.a.
Tabla 26. Tiempo de Sangraclo con Flantilla para Clopidogrel [minutos]

Cioziz (mg/lg) | Dosis Acurmulativa (mg/tsg) | Mandril 1| Mandreil 2 1 Mandril 3

Bagal 0 >15 556 13

N



Solucién Salina | 0 n.d. rn.d. r.d.
1 1 3,5 n.d. 7

1,5 2,5 >15 >15 >15
25 5 >15 >15 >15
5 10 >15 >15 >15
10 20 >15 >15 >15

Las Tablas 27 y 28 muestran los resultados obtenidos con &l ensayo da
sangrado incisional para clopidogrel y GBR $00. La cantidad de sangre absorbida
por la gasa aumentd en un principio con la dosis y es autolimitativa en dosis
elevadas. En todos los estudios, &l mayor sangrado observado se produjo con la
cuarta dasis, luego de 1o cual se reduce el volumen de sangre absorbido por la
gasa y parece que tiene lugar el sanado de la herida. En los Estudios 1y 2, el
sangrado maximo &s similar al del clopidogrel, aunqjue el clopidogrel se ensaya
con un maltiplo de 2-4 veces &l valor de EDqge y GBR 600 cn un mdltiplo de hasta
250 veces ese valor. En el Estudio 3, se observa un sangrado insignificante con

todas las dosis inyectadas.

Tabla 27. Ensayo de Sangracl Incisional para GBR 600 [multiplos clel valor e la

solucion salina]

Dosis (mg/kg) | Dosis Acumulativa (mg/kg) | Estudio 1] Eatudio 2 | Estudio 2
Baszal n n.a. n.a. rn.a.
Salucian Salina | O 1 1 1
0,005 0,005 n.a. n.a. 0,13
0,005 0,01 n.a. n.a. 0,08
0,01 (0,02 n.a. na. 0,05
0,01 0,03 n.a. n.a. 0,05
0,01 0,04 n.a. n.a. 0,02
0,01 0,05 n.a. n.a. 0,03
0,01 0,08 n.a. f.a. n.d.
0,01 0,07 n.a. n.a. ri.d.
0,01 0,01 n.a. 2,5 n.a.
0,03 0,03/0,04 0,125 0,5 n.a.
0,1 0,1:3/0,14 0,625 4,75 r.a.
0,3 0,43/0,44 3125 7,75 n.a.
1 0, 143/1,44 7,625 5,75 n.a.
10 11,43/11,44 4 1,75 n.a.




Tabla 28. Ensaya de Sangracky Incisional para Clopidogrel [maltiplos del valor de

la solucidn salina]

Dosis (ma/kg) | Dosis Acurnulativa (mg/hg) | Mandril 1| Mandril 2| Mandrit 2
Basal 0 .2 n.a. n.&
Solucidn Salina | 0 1 1 1

1 1 1,58 1,21 1,28

1,5 2,5 1,06 I 1,1

25 5 1,41 @64 2,32

5 10 582 15,64 0,245

10 20 3,12 2,64 0,22

Ventana Terapéutica y Bleedscore de GBR600: En la Figura 10, se
grafican los resultados del ensayo de sangrado incisional del Estudio 1y 2 y los
tres estudios con clopidogrel en funcién de las dosis de GBR 600 y clopidogrel (las
dosis se expresan como multiplos de sus EDyy y se grafican en escala
logaritmica).

GBR /00, aun con dosis mayores gue 100 veces su EDqgg provoca
sangrado a un nivel observado en clopidogrel con sélo hasta 4 veces su EDqgo.
Inesperadamente, GBR 600 tiene una ventana terapdutica de seguridad sin
precedentes en tarminos de riesgo de sangrado.

El Gnico aumento clinicamente relevants en ol sangrado observado &n aste
estudio es un aumento en el sangrado autolimitativo de cortes superficiales, segun
lo determinado por los métodos de sangrado con plantilla y sangracio incisional.
Los animales son observados detenidamente durante un periodo de cuarenta y
ocho horas después de la intervencion quirGrgica y no se detectan signos

adicionales de sangrado superficial tale

o

como facilidad para la formacion de
magulladuras, petequia o equimosis. Lo que &s aun mas importante, no se
observan signos de sangrado interno tales como hematoma, epistaxis, pérdida de
sangre por la boca, vagina, melena, sangrado ocular, hematuria, hamatemesis. La
herida de la operacidn no sangréd y sand normalmente.

Tanto clopidogrel como GBR 600 tienen una puntuacidn de 1 en el
esquema de calificaciones BleedScore, que se muestra en la Tabla 29. Ademas
del aumento del sangrado en las heridas superficiales, no se detectan ofros
sintomas en los animales durante &l experimanto ni durante un periodo de

observacion de cuarenta y ocho horas luego de la conclusidn de los estudios.

&
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Tabla 29. Determinacion del BleedScore para clopidogrel y GER 600

Determinacion del BleedScore

Gravedad del Sintomas Puntuacién | Clopidogrel GBR600
Sangrado
Sangrado Facilidad para la formacion de 1 0 N
Superfizial magulladuras
Sangrado de corles pequenoss 1 1 1
Petequia 1 0 0
Equimosis 1 0 0
Sangrado Interna Hematorna 3 0 0
Epistavis 3 0 0
Pérdida de sangre dpor [a 3 0
boca, vagina
Melena K] 0 0
Sangrado ocular 3 0 0
Hematuria K] 0 Q
Hematemesis 3 0 0
Sangraio Transfusian requerida & ] 0
Alarmante
Intracran=al @ 0 0
Potencialments fatal A 0 0
BleedScore 1 1

Hallazgos de los Estudios de Eficacia y Seguridad: Las Tablas 30-32
muestran el efecto de GBR G00 sobre los niveles de vWEF, los niveles del Factor
VIII, el recuento de Glébulos Blancos, la concentracion de Hemoglobina (Hb), el
recuento de Plaguetas (Plt), el tiempo de Protrombina (PT) y el Tiempo de
Tromhboplastina Parcial Activada (aPTT) en los Estudios 1 a 3.

En cuanto a los niveles de von Willebrand obtenidos en los Estudios 1 a 3,
no se abserva patran alguno en el Estudio 1, pero en los Estudios 2 y 3 se chserva
una clara raduccion en los niveles de vion Willebrand. En =l Estudio 2, donde se
utilizan dosis mucho mas elevadas, el efecto s mas pronunciado que en el
Estudio 3, donde se utilizan dosis relativamente bajas. En el estudio con un
anticusrpo 1gG4 monoclonal humanizado de control que no s& une a vWF, no se
observa efecto alguno sobre los niveles de von Willehrand. Este efecto y las
implicancias del mismo deben monitorearse detenidamente en estudios futuros.
GBR 600 no tuvo un efecto marcado sobre los niveles del Factor VIII en ninguno
de los Estudios.

Aungue se observa un aumenta en WBC, éste es un efecto conocido del
procedimiento invasivo y se correlaciona adecuadaments con los rasultados
observados para el anticuerpo 1gG4 monoclonal de control que no se une a VWF y

para todos los farmacos ensayos hasta aqui en este modelo. No puede



observarse un efecto marcado sobre la concentracion de Hemoglobina causado
por la infusiéon de GBR 500. Como un efecto de la infusion de GBR 600 sobre el
recuento de plaquetas, se consumen plaquetas durante estos procedimientos
dado que la deposicion placuetaria es responsable de la oclusion de la arteria
durante las CFR. Por lo tanto, la inhibicion efectiva de las CFR reducira la
proporcion del consumo de plaquetas. Esto explica & mayor consumo de
plagquetas ohservado con el anticusrpo 1gG4 monaclonal humanizado de control
que no se une a VWF, donde no se observa inhibician de CFR.

Aparentemente no existe un efecto marcado de GBR 600 sobre PT y aPTT,
que son indicadores de la integridad de las proteinas de coagulacion. Se cbservan
resultaclos similares para el anticusrpo lgG4 monoclonal humanizado de control

que no se une a VWFE.

Tabla 30. Estucdlio 1

Valor Solucién 0,03 0,1 mglkg | 0,3mglky | 1,0 mglkg | 10 mglkg
Basal Salina mg/kg

WBC x 10711 748 6,92 7,59 9,32 11,57 12,09 11,52
RBC x 107/ 5,7 585 575 5,56 5,82 £79 5.8
Hemoglobina g/di 13,4 14,5 14,1 14,1 14,4 14 14
Hematocrito Ul 10,5 43,5 425 42,5 24 04 41,4
MCV fl 711 74,0 73,9 74,2 74,4 74, 71,4
MCH pg 285 24,2 24,5 24,1 24,7 240 2401
MCMC g/dl 25, 32,2 3,2 224 35,2 o4 33,5
Plaguetas x 10°/11 206 243 254 2o 45 o5T 262
Neutrdéfilos x 1071 36 2 4,35 K £, 16 2,89 2,44
Linfocitos X 107/ 3,62 04 2,50 75 2,50 2,22
Monocitos x 1071 0,36 0,46 (R 0,61 0,50 0,73
Eosinéfilos x 1071 1,03 0,02 0,04 w03 0,05 0,01 0,02
Baséfilos x 10°/1 0,01 0,01 0,01 0,00 a0 0,01 0,01
PT 9 10 10 10,00 10 10 10
aPTT 4z 2 e 43 42 42 46
F Vil 107 39 35 g& 20 72 73
Concentracion de 25 46 39 1% 26 3 17
vWF

% de agregacién (X0 (10 o (10 Vi N 10

\
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Tabla 31. Estudio 2

Valor Solucion 0,01 0,03 0,1 0,3 1,0 10 mg/kg
Basal Salina myg/kg mg/kg mg/kg my/kg mg/kg |

WBC x 107/l 11,98 12,45 12,49 9 | 14 ] 10 11,0 15,92

RBC x 10"/l 5,24 5,26 534 g3+ | Bd42 | BET ne7 5,04

Hemoglobina 12,2 12,7 12,8 12,3 12,9 13,2 12,4 17,2
| gidl

Hematocrito I/l 34,1 249 M5 | 35,1 i

MCV fl €51 6o, 65,0 | G, 3 Gd, 2

MCH pg : 237 24,0 | 237 24,1

MCMC g/dl 36,4 W65 | a8 301

Plaguetas x 213 ae 276G 2&3 255

10%

Neutrofilos x 9,37 9,44 a1z .60 3,03 7,08 R B 11,33

10°

Linfocitos X 220 R 254 o0z 2ES 251 2 e 20

10%

Monocitos x 0,54 0,40 0,47 0,42 0,57 0,36 0,52 0,33

1011

Eosinsfilos x 0,01 0,02 0,05 0,04 0,04 0,05 0,08 0,10

10°

Basofilos x 107/ 0,01 0,01 0,01 o0z | 00l 0 00l 0,01

PT 9 a a B | B | 9 9 9

aPTT 55 120 53 | B30 &1 R g5 | 52

F Vil 49 6 45 | A4 £ 56 53 A3

Concentracion - 31 24 21 16 14 14 10

de VWF

% de 1o NI no (it no 10 no

agregacion

Tabla 32. Estudio 3

Valor | Soluciéon | 0,005 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
Basal Salina mg/kg | mglkg | mg/kg | mglkg | mg/kg | mg/kg | malkg | mglkg
WBC x 10°/1 4,97 | 510 | &.36 7oz 55 | 11,56 15,5 14,06 | 14,28
RBC x 10/ 6,12 . 6,2 &, g0 619 | .27 6,17 €16 568
Hemoglobhina 1,0 14,€ 14,8 14,7 14,5 14,4 14,7 14,7 14,5 12,5
| gidl
Hematocrito 1/l 441 45,4 JEa | 4R | 447 452 466 46,5 427
MCV fl 71,9 74,5 751 | 705 72,2 T2 75,5 TEE 54
MCH py 208 25,0 241 |z 255 254 I38 24,0 259
MCMC g/l 2.7 RENEEEE 2.5 21,6 21,3 21,8
Plaquetas x 273 a2 42 : 260 221 1A 200
10°1
Neutrofilos x 3,00 2 3,11 417 5,20 .05 9,73 11,50 12,36 12,50
10°
Linfocitos X 1,59 1,54 1,75 1,97 1,60 1,56 1,45 1,53 1,34 1,14
10°11
Monocitos x 0,15 0,22 0,20 0,25 0,24 0,26 0,54 0,21 0,37 0,42
10°11
Eogsinéfilos X 0,01 0,01 0,05 0,00 0,01 0,02 0,01 0,00 0,00 0,01
107/l
Ba;;c’:ﬁlos X 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,00 0,01
107/
PT 9 9 9 2 | a8 | a4 9 9 o 10
aPTT ] H 40 10| 39 20 2 3 10
F Vili £4 79 80 35 &0 a5 | &z 20 L 3
Congentracion 55 50 5 g 4 44 42 55 3 26
de vVWF
% de no no no 10 (10 i no
agregacién

GBR 600 parece ser un potente inhibidor de la deposicién plaguetaria
durante la trombosis arterial. La epinefrina no revirtid la inhibicidn, a difsrencia del
clopidogrel. No se ohserva sangrado adverso serio con GBR 600, aun cuando el
farmaco se infunde en lo que cominmente parece una dosis de hasta 250 veces

la dosis efectiva. Con tales dosis, el sangrade medido por el modelo de sangrado

\



incisional dio resultados similares a los de clopidogrel infundido a razdn de cuatro
a ocho veces la dosis sfectiva. GBR A00 no tuvo efecto algunc sobre las proteinas
de coagulacion, lo que se demuestra mediants los resultados de PT y aPTT. Sin
embargo, s& observa una raduccion en los niveles del Factor von Willebrand. No
obstante, no se abserva ningun efecto de corte claro scbre los niveles del Factor
Factor VIII. Lo dicho no tiene porqué ser un problema dado que la warfarina inhibe
el sistema de coagulacion reduciendo los niveles circulantes de las proteinas de
coagulacion funcionales dependientes d= la vitamina K. No se cbservaron en aste
estudio efectos inesperados sobre los parametros del Recuento Sanguinso
Completo (WBC, Hb y PIt).

Ejemplo 11: Termoestabilidad de las variantes humanizadas de NMC-4

Se comparé la estabilidad térmica de las variantes humanizadas de NMC-4,
del fragmento FAB del NMC-4 murino y de un NMC4-IgG1 quimérico utilizando
mediciones calorimétricas. Los perfiles de fusion de los anticuerpos monoclonales
son caracteristicos de sus isotipos (Garber y Demarest (2007), BERC 25&:751-7);
sin embargo, la temperatura de fusion media del fragmento FAB puede
identificarse con facilidad incluso en 2l cantexto de una IgG de longitud completa.
Tal punto de fusidtn medio de la porcidon FAB se utilizé para monitorear la
estabilidad monaclonal de los candidatos humanizados.

Las mediciones calorimétricas se llevaron a cabo en un microcalorimetro
diferencial de barrido VP-DSC (MicroCal, Northampton, UK). El volumen celular
fue de 0,128 mi; la velocidad de calentamiento fue de 1°C/minuto; y el exceso de
presion se mantuvo en 441 Kpa. Todos los fragmentos de protzina se utilizaron a
una concentracion de 1-0,5 mg/ml (74 M) en PBS (pH 7.4). La capacidad
calorifica molar de cada proteina se estimd por comparacién con muestras por
duplicado que contenian un buffer idéntico del cual se habia omitido la proteina.
Se analizaron las capacidades calorificas molares y las curvas de fusion parciales
utilizando procedimientos estandares. Los termogramas se corregieron de acuerdo
con los valores hasales y la concentracién ss normalizé antes de un analisis
adicional utilizando un modelo No de Dos Estades en el software Origin v7.0. Se
muestra en la Figura 11 un gjemplo de los datos obtenidos para H14L10-1gG4
descripta en el Ejemplo 3. El fragmento FAB del NMC-4 murino muestra una

transicién Unica a 74,7°C, mientras que la transicion el fragmento FAB H14L10-



lgG+4 se produce a 81,1°C, lo que corresponde a una diferencia significativa en la
estabilidad (5,4°C). Con el fin de investigar la influencia de los dominios
constantes humancs FAB, s prepard una quimera que consistia en dominios
variables del NMC-4 murino injertados sobre la 1IgG1 humana (¢l isotipo humano
de mayor estabilidad; Garber y Demarest (2007), BBRC 385:751-7). Los valores
aparentes de Tm de FAB para H14L10-IgG4 y "NMC4-lgG1 quimerico (79,1°C)
aln muestran un aumento significativo en la estabilidad para H14-L10 FAE (delta
Tm>1°C).

Ejemplo 12: Clonacién de los genes que codifican la cadena pesada
(VH9) y liviana (VL9) de GBR600

Se utilizaron los siguientzs materiales y métados para la clonacion de los
genes que codifican GBRE00:

PfuUltra (Stratagene, Cat.-No.: 600350)

Spel (NEB, Cat.-No.: R0133)

Hindlll (NEB, Cat.-No.: R0104)

CIP (NEB, Cat.-No.:M02%0)

pPCR-blunt (Invitrogen, Cat.-No.: 44-0302)

Cebadores: Operon, Cologne, Germany

GLNPR107: TAACTAGTCGTGAGGCTCCGGTGCCCGTC

GLNPR108: AAGCTTACGGCTAGCTCACGACACCTGAAATGGAAG

GLNPR139: CCTCAGACAGTGGTTCAAAG

GLNPR 176 GCTAGCGCCACCATGGAGACAGACACAC

GLNPR 177 TAAGCTTCTATCATTTACCCAGAGACAGGG

GLNPR 178 TAAGCTTCTATCAACACTCTCCCCTGTTG

BGHREV: provisto por fasteris

Vectores de TMC pCI-NMC4-VLS (p156) y pCI-NMC4-VHS ([183) provistos
por Chromos.

Kit de extraccion Qiaquick Gel (Qiagen, Cat.-No.: 287083)

1kb+ ladder (Fermentas, Cat.-No.:R0491)

ADNpc3.1(-) (Invitrogen, Cat.-No.: V795-20)

pEF-Dest51[CD19] (RZPD, Cat.-No.: RZPDn&EaGO167-pEF-DESTS1)

Secuenciacion: Fasteris SA (Ginebra, Suiza)

kit Gigaprep (Macherey-Nagel, Cat.-No.: Nucleobond PC10000)



Clonacion del vector de expresion pEFcDNA3.1

El vector de expresion pEFADNc se cred por el reemplazo del promotor
CMV de ADNpc3.1(-) (Invitrogen) con el promotor EF1-alfa de pEF-DESTE1. Con
este fin, se amplificod el promotor EF 1-alfa utilizande los cehadores GLNPR107 y
108 utilizando Pfulltra (Stratagene, temperatura de hibridacion 86°C, 20 ciclos).
Los cebadores amplifican el promotor EFalfa completo y unen un ladeo de Spel al
extremo 5 y un lado de Hindlll al extremo 3’ del fragmento amplificado. El
amplicon de PCR se clond en pCR-blunt (Invitrogen) y los clones se analizaron
mediante una digestiéon con Spel/Hindlll. El fragmento Spel/Hindlll del clon #4 se
cortd y clond en el esqueleto de ADNpc2.1(-) que se digirié utilizando la misma
combinacién de enzimas y ClPad. Los clones se analizaron utilizando Spel y
Hindlll y el clon #2 aparentd ser positivo. Una segunda digestion con &l esqueleto
y el inserto confirmd atn mas el tamaio correcto del fragmento promotor.

Clonacion de GBR600 en ADNcpEF

Se amplificd VHY GBRA00 utilizando PfuUltra (condiciones estandares,
temperatura de hibridacién 55°C, 30 ciclos) y los sebadores GLNPR176 y 177. El
molde fue el vector de TMC p153. Se amplificd VLY de GBRGOO utilizando los
cehadores GLNPR176 y 178 descriptos para la cadena pesda. EI molde utilizade
fua =l vectar de TMC p158. Los cebadores agregan un sitio de restriccion Nhel
den 5y un sitio de restriccian Hindll en 3 al amplicon respectivo. Los fragmentos
de PCR chtenidas se clonaron en pCR-blunt y se& analizaron mediante digestion
por restriccién utilizando Nhel y Hindlil. Se cortaron el clon #1 para la cadena
liviana y el clon #3 para la cadena pzsada y se clonaron en ADNGpEF que fue
abierto utilizando las enzimas Nhel y Hindlll y ClPed. La digestion por restriccion
mostrd que &l clon #1 para la cadena liviana y el clon #6 para la cadena liviana
contenian fragmentos del tamaiio correcto. Ambos clones se enviaron a Fasteris
para control de secuenaciacion como muestras GS256 y GS267. Los archivos de
secuenciacion se alinearon con secuencias de referencia. Debido a la haja calidad
del ADN miniprep, la secuencia 35257 de cadena pesada no pudo confirmarse al
100%. Los plasmides que cadifican la cadena pesada VHO de GERGO0 (GS257) y
la cadena liviana VLS de GBRAON (GS2E56) se utilizaron para la preparacion de
Gigapreps. Las preparacionss de plasmidos se enviaron nusvamente para

confirmacion de secuecia a fasteris. Esta vez, los nombras de las mueastras fueron



GS2i5 para la cadena pesada VHY de GBRB00 y GS264 para la cadena liviana
VLY de GBRE00. Debido a la mejor calidad del ADN, pudo confirmarse la identidad
de secuencia con la secuencia de referencia para la cadena pesada vy liviana.
Aunque la presente revelacion se ha descripte € ilustrado 2n la presente
con referzncias a diversos materiales, procedimientos y ejemplos especificos,
debe comprenderse qus la revelacion no se restringe a las combinaciones
particulares de materiales y procedimientos seleccionados para ese proposito.
Pueden deducirse numerosas variaciones de tales detalles, como apreciaran
aqu=llos con experiencia en la técnica. Se pretende que la memoria descriptiva y
los ejemplos se consideren Gnicamente represantativos, indicandose el alcance y
espiritu real de la revelacién a través de las siguientes reivindicaciones. Todas las
referencias, patentes y solicitudes de patente de esta solicitud se incorporan en la

prasente en su totalidad como referencia.

NF



\

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo espacifico
para el factor von Willebrand (VWF), anticuerpo humanizado que comprende:
(a) una secuencia de region variable de cadena pesada como la expuestaa en la
SEC ID NO: 19;y
(b) una secuencia de region variable de cadena liviana como la expuesta en la SEC
ID NO: 28.

2. Un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico
para VWF, anticuerpo humanizado que comprende:

(a) una secuencia de cadena pesada como la expuesta en la SEC ID NO: 237,

y

(b) una secuencia de cadena liviana como la expuesta en la SEC ID NO: 238.

3. Un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico
para VWF, anticuerpo humanizado que comprande:

(@) regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada y liviana
(CDR) carrespondientss a las CDR presentes en las regiones variables de cadena
pesada y liviana del anticuerpo murino NMC-4 (SEC ID NO: 1y 2, respectivaments);
y

(b) regiones de entramado de cadena pesada correspondientss a las regiones de
entramado presentes en la regién variable del anticusrpo humanoe AAC18165.1 (SEC
ID NO: 4) y/o regiones de entramacdo de cadena liviana correspondientes a las
regiones de entramado presentes en la regidon variable del anticuerpo humano
AAKS4308 (SEC ID NO: 8).

4. Un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico
para VWF, anticuzrpo humanizado que comprends una o mas CDR de cadena
pesada seleccionadas del grupo que consist= en: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC 1D
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NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: & y HCDRa:
DPADYGNYDYALDY (SEC ID NQ: 9); y/o una ¢ mas CDR de cadena liviana
seleccionadas del grupo que consiste en: LCDR1; SASQDINKYLN (SEC ID NO- 10Q),
LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO: 11) y LCDRS: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12).

5. Un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico
para VWF, anticuerpo humanizadeo que comprende las CDR de cadena pesada:
HCDR1: GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID
NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9); y/o las CDR de cadena
liviana: LCDR1: SASQDINKYLN (SEC ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEC ID NO:
11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEC ID NO: 12).

A. El anticuerpo humanizado o fragmente de unidn del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5, que ademas comprende una region de
entramado de cadena pesada del anticuerpo humano AAC18135.1 (SEC ID NO: 4)
y/o una region de entramado de cadena liviana del anticuerpo humano AAK94303
(SEC ID NO:8).

7. El anticuerpo humanizado o fragmento de unidon del mismo de la
reivindicacién 6, donde la region de entramado de cadena pesada comprende
ademas uno o mas residucs murinos.

a. E!l anticuerpo humanizado o fragmento de unidon del mismo de la
reivindicacion 6, donde la region de entramado de cadena pesada no comprende uno
0 Mas residuos Murinos.

9. El anticuerpo humanizado o fragmento de union del mismo de la
reivindicacion 6, donde la regidn de entramado de cadena liviana comprende ademas

uno o mMas residuos murinos.

134



&
3

10. El anticuerpo humanizado o fragmento de unidon del mismo de la
reivindicacion 6, donde la regidn de entramado de cadena liviana no comprende uno
0 Mas residuos murinos.

11.  El anticuerpe humanizado o fragmento de uniébn del mismo de
cualquiera de las reivindicacionss 4 o 5, donde el anticusrpo humanizado comprende
una region variable de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en: H2
(SEC ID NO: 13), H4 (SEC ID NO: 14), H& (SEC ID NO: 15), H5 (SEC ID NO: 15), HT
(SEC ID NO: 17), HS (SEC ID NO: 18), H9 (SEC ID NO: 19), H12 (SEC ID NO: 20),
H13 (SEC ID NO: 21), H14 (SEC ID NO: 22), H15 (SEC ID NO: 145) o H16 (SEC ID
NO: 146).

12.  El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5, donde el anticuerpo humanizado comprende
una regién variable de cadena liviana seleccionada del grupo que consiste en: LS
(SEC ID NO: 23), L4 (SEC ID NO: 24), L5 (SEC ID NO: 25), L7 (SEC ID NO: 25), L8
(SEC ID NO: 27), L9 (SEC ID NO: 28), L10 (SEC ID NO: 2% o L11 (SEC ID NO: 30).
| 13.  El anticuerpo humanizade o fragmento de unidn del mismo de
cualquizra de las reivindicaciones 4 o 5, donde el anticusrpo humanizado comprende
una region variable de cadena pasada seleccionada del grupo que consiste en: H2
(SEC ID NO: 13), H4 (SEC ID NO: 14), H& (SEC ID NO: 15), H6 (SEC ID NO: 13), H7
(SEC ID NO: 17), H8 (SEC ID NO: 18), H9 (SEC ID NO: 19), H12 (SEC ID NO: 20),
H13 (SEC ID NO: 21), H14 (SEC ID NO: 22), H15 (SEC ID NO: 145) o H13 (SEC ID
NO: 146); y una regién variable de cadena liviana seleccionada del grupo que
consiste en: L5 (SEC ID NO: 23), L4 (SEC ID NO: 24), L (SEC ID NO: 25), L7 (SEC
ID NO: 26), L& (SEC ID NO: 27), L9 (SEC ID NO: 28), L10 (SEC ID NO: 29) o L1t
(SEC ID NO: 30).
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14.  El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo de la
reivindicacion 5, donde el anticuerpo humanizade o fragmento de unién del mismo
comprende una secuencia de region variablz de cadena pasada que comprande una
region de entramado gue es al menoes idéntica en un 80% a la region de entramado
de la SEC ID NO: 19 y/o una secuencia de region variable de cadena liviana que
comprende una region de entramado que es al menos idéntica en un 80% a la regidn
de entramado de la SEC ID NO: 25.

15.  El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de la
reivindicacién 5 que ademas comprende regiones de entramado de cadena pesada
correspondientss a regiones de entramado de la familia de anticuerpos humanos
VH4, y
regiones de entramado de cadena liviana correspondientes a regiones de entramado
de la familia de anticuerpos humanos VK1.

16.  El anticuerpo humanizado o fragmento de unidén del mismo de la
reivindicacion 5 que ademas comprende las regiones de entramado de cadena
pesada 1, 2 y 2 comespondient=s a regiones de entramado presentes en la
secuencia 4-59 de linea germinal de anticusrpo humano de cadena pesada, donde la
region de entramado de cadena pesada 1 es QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS
(SEC ID NO: 171); la regidn de entramado de cadena pesada 2 es
WIRQPPGKGLEWIG (SEC ID NO: 172); y la regién de entramado de cadena pesada
3 es RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NO: 173); vy
las regiones de entramado de cadena liviana 1, 2 y 3 correspondientes a regiones de
entramaclo presentes en la secuencia 018 de linea germinal de anticuerpo humano
de cadena liviana, donde la regidon de entramado de cadena liviana 1 es

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 186); la regidon de entramado de
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cadena liviana 2 es WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID NO: 187); y la regién de
entramado de cadena liviana 3 es GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLLQPEDIATYYC
(SEC ID NO: 188).

17.  El anticuerpe humanizado ¢ fragmento de unidn del mismo de la
reivindicacién 5§ que ademas comprende lasregiones de entramado de cadena
pesada 1, 2 y 3 comespondientes a regiones de entramado presentes en la
secuencia 4-34 de linea germinal de anticuerpo humano de cadena pesada, donde la
region de entramado de cadena pesada 1 es QVOLOQQWGAGLLKPSETLSLTCAVY
(SEC ID NO:165); la region de entramado de cadena pesada 2 es
WIRQOPPGKGLEWIG (SEC ID NO: 1686) y la region de entramado de cadena pesada
2 &s RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEC ID NO: 167);, vy
las regiones de entramado de cadena liviana 1, 2 y 3 correspondientes a regiones
de entramado presentes =n la secusncia de linea germinal de anticuerpo humano de
cadena liviana 018, donde la regidon de entramado de cadena liviana 1 es
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 1886); la region de entramaclo
cadena liviana 2 es WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID NO: 187), y la regidén de
entramado de cadena liviana 3 es GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATYYC
(SEC ID NO: 188).

o
D

18. El anticuerpo humanizade o fragmento de unidon del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, donde el anticuerpo humanizado se une a
VWF con una afinidad (Kd) de 10nM o menor.

19. El anticuerpo humanizado o fragmento de unidén del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, donde el anticuerpo humanizado compite

para unirse a VWF con una afinidad (Ki) de 100nM o menor.
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20. El anticuerpo humanizado o fragmento de union del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, donde el anticuerpo humanizado se une al
dominio A1 de VWF con una afinidad (Kd) de 10nM o menor.

21.  El anticuerpo huménizado o fragmento de unién del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, donde el anticuerpo humanizado compite
para unirse al dominio A1 de VWF con una afinidad (Ki) de 100nM o menor.

22, El anticuerpe humanizado o fragmento de unidn del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, donde el anticuerpo humanizado tiene una
temperatura de termoestabilidad del fragmento FAB mayor que A5°C.

23.  El anticusrpe humanizade o fragmento de unién del mismao  de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, donde el anticuerpo humanizado tiene una
temperatura de termoestabilidad del fragmento FAB mayor que el anticuerpo
progenitor no humanizado.

24, Un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo especifico

para VWF, anticuerpo humanizado que comprende una CDR1 de cadena pesada que

V7]

es GFSLTDYGVD (SEC ID NO: 7), una CDR2 de cadena pesada que e
MIWGDGSTDYNSALKS (SEC ID NO: 8), una CDR3 de cadena pesada que e

o

DPADYGNYDYALDY (SEC ID NO: 9) y una CDR'l de cadena liviana, una CDR2 de
cadena liviana y una CDRS de cadena liviana que es QQYEKLPWT (SEC ID NO:
12), con la condicion de que la CDR1 de cadzna pesada no sea SASQDINKYLN
(SEC ID NO: 10) y/o la CDR2 de cadena liviana no sea YTSSLHS (SEC ID NO: 11).
25,  El anticuerpe humanizado o fragmento de unidn del mismo de la
reivindicacion 24, que ademas comprende regiones de entramado de anticusrpo
humano de cadena pesada y/o regiones de entramado de anticuerpo humano de

cadena liviana.
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26.  El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de la
reivindicacion 25, donde las regiones de entramaclo de cadena pesada corresponden
a regiones de entramado de cadena pesada presentes en un anticuerpo humano
derivado de 4-59.

27. El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo de la
reivindicacién 26, donde las regiones de entramadc de cadena pesada presentes en
un anticuerpo humaneo derivado de 4-59 ademas comprendsn uno o mas residuos
murinos.

28. El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de la
reivindicacion 26, donde las regiones de entramado de cadena pesada presentes en
un anticuerpo humano derivade de 4-59 no comprenden uno o mas residuos
mMurinos.

29. El anticuzrpo humanizado o fragmento de unidn del mismo de la
reivindicacién 25, donde las regiones de entramado de cadena liviana corresponden
a las regiones de entramade de cadena liviana presentes en un anticuerpo humano
derivado de 018.

30. El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de la
reivindicacion 29, donde las regiones de entramado de cadena liviana presentes en
un anticuerpo humano derivado de 018 ademas comprenden uno 0 mas residuos
Murinos.

31. El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de la
reivindicacién 29, donde las regiones de entramado de cadena liviana presentes en
un anticuerpo humano derivado de 013 no comprenden uno o mas residuos murinos.

32.  El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de la

reivindicacién 26, donde el anticuerpo humano derivado de 4-59 es AACT15165.1.
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33. El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de la
reivindicacién 29, donde &l anticusrpo humano derivado de 015 es AAK94S08.

34. El anticuerpo humanizado o fragmente de unidn del mismo de la
reivindicacién 24, dond= LCDR1 y/o LCDR2 son de un anticuerpo humano.

35. El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de la
reivindicacién 34, dond= LCDR2 s DASNLET (SEC ID NO: 118).

36. El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de
cualquisra de las reivindicaciones 1 a 17 y 24, donde HCDR1 comprende una o mas
sustituciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en F27G, L2491,
T30S y V34W.

37. El anticuerpe humanizado o fragmento de unidon del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 y 24, donde HCDR2 comprende una o mas
sustitucionas de aminocacidos seleccionadas del grupo gque consiste en S61P y AG2S.

338. El anticuerpo humanizado ¢ fragmento de unidn del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 y 24, donde LCDR1 comprende una o mas
sustituciones de amincanidos seleccionadas del grupo que consiste en S$240Q, N20S
y K31N.

39. El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 y 24, donde HCDR1 comprende una o mas
sustituciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en F27G, L29I,
T30S y V34W, HCDR2 comprende una o mas sustituciones de aminoacidos
seleccionadas del grupo que consiste en SB1P y AG2S, y LCDR1 comprende una o
mas sustitucion=s de aminoacidos seleccionadas del grupo ques consiste en S240,

N230S y K31N.
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40. El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5, que ademas comprende una region de
entramado de cadena pesada de un anticuerpo humano, donds la region de
entramado de cadena pasada humana no comprende uno 0 mas residucs murinos.

41. El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo  de
cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5, que ademas comprende una region de
entramadn de cadena liviana de un anticuerpo humano, donde la region de
entramado de cadena liviana humana no comprende uno 0 mas resicduos murinos.

42.  El anticuerpo humanizado o fragmento de unidon del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, donde la regién de entramado de cadena
pesada no comprende uno ¢ mas residuos murinos.

43. El anticuzsrpo humanizado o fragmento de unidn del mismo de
cualquisra de las reivindicaciones 15 a 17, donde la regién de entramado de cadena
liviana no comprende unc 0 mas residuos murinos.

44. El anticuerpo humanizado o fragmento de unidén del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 43, donde el anticuerpo humanizado retiene la
misma actividad que &l anticuerpo precursor no humanizado o que un anticuerpo
quimérico que comprende regiones variables del  anticuerpo  precursor  no
humanizado y una regién Fc humana.

45. El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo de la
reivindicacion 44, donde la actividad se mide como actividad de aglutinacién
plaquetaria inducida por ristocetina.

44, El anticusrpo humanizado o fragmento de unidn del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 43, donde el anticuerpo humanizado carece de

funcién efectora.
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47. El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de
cualjquiera de las reivindicaciones 1 a 43, donde el anticuerpo  humanizado
comprende una regién Fc derivada de 1gG4. ’

43. El anticusrpo humanizado o fragmento de unién del mismo  de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 43, donde el anticuerpo humanizado es
especifico para el dominio A1 del vWF humano.

49.  El anticuarpo humanizado de cualguiera de las reivindicaciones 1 a 43,
donde el anticuerpo humanizado es un anticuerpo de longitud completa.

50. El fragmento de unién de cualjuiera de las reivindicaciones 1 a 43,
donde el fragmento de unién es un fragmento de anticuerpo selzccionado del grupo
gue consiste en Fab, Fab', Fab'-SH, Fv, scFv, F(ab')2 y un diacuerpo.

51. El fragmento de unién de la reivindicacién 50, donde el fragmento de
anticuerpo no es un Fabh.

52. Un Aacido nucleico aislado que codifica €l anticuerpo o fragmento de
unién del mismo de cualguiera de las reivindicaciones 1 a 43.

53. Un acido nucleico aislado cque comprende la secuencia de acido
nucleico que codifica la cadena liviana del vector GS2634 depositada en un
microorganismo con DSMZ que tiens et N® de acceso DSM 210569,

54, Un acido nucleico aislado que comprende la secuencia de acido
nucleico que codifica la cadena pesada del vector GS265 depositada en un
microorganismo con DSMZ que tiene I N® de acceso DSM 21060.

55.  Un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo especifico para VWF qua comprende una secuencia

de regidn variable de cadena pesada como la expuesta en la SEC ID NO: 19y una
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secuencia de regién variable de cadena liviana como la expuesta en la SEC ID NO:
28.

56. Un acido nucleico aislado fque codifica un anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del misma especifico para VWF que comprende una secuencia
de cadena pesada como la expuesta en [a SEC ID NO: 237 y una secuencia de
cadena liviana como la expuasta en la SEC ID NO: 238

57. Un vector que comprende el acido nucleico aislado de cualguiera de las
reivindicaciones 52 a &6.

58. Una célula huésped que comprende el acido nucleico aislado de
cualquiera de las reivindicaciones 52 a &6 o el vector de la reivindicacion 7.

59.  Un método para producir un anticugrpo humanizado o fragmento de
unién del mismo que comprende cultivar la célula huésped de la reivindicacion 55 de
modo que el acido nuclzico se exprese y s& produzea el anticuerpo.

60. El método de la reivindicacién 59, que ademas comprande recuperar el
anticuerpo del cultivo de células huésped.

61. El método de la reivindicacion 59, donde &l anticuerpo se recupera del
medio de células huésped.

2. EI método de la reivindicacion 59, donde antes del cultivo, 1a célula
huésped se co-transfecta con un vector que comprende un acido nucleico que
codifica una regién variable de cadena pesada y con un vacter que comprende un
acido nucleico que cadifica una region variable de cadena liviana.

63.  Una composicion gque comprende el anticuerpo humanizacdo o fragmento
de 'unién del misma de cualquieré de las reivindicacionss 1 a 42 y un vehiculo

aceptable para uso farmacéutico.
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A4.  Una composicion que comprende un primer anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo de cualguiera de las reivindicaciones 1 a 43 y un
segundo anticuerpo que se une al dominio A1 de VWF.

A5.  La composicion de la reivindicacion 4, donde el segundo anticuzrpo es
AJW-200.

AB.  Un método para tratar una enfermedad o trastorno mediado por VWF en
un sujeto, método que comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva para
uso terapéutico del anticuerpe humanizado o fragmento de unién del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 43.

67. Elmétodo de la reivindicacion 66, donde &l sujeto es un humano.

A8. El método de la reivindicacion 66, donde el trastorno mediado por vVWF
es una enfermedad o trastorno trombético.

9. El método de la reivindicacion 68, donde la enfermedad o trastorno
trombdtico es una enfermedad cardiovascular ¢ enfermedad cerebrovascular tal
como apoplejia isquémica.

70. El método de la reivindicacion 69, donde la enfermedad cardiovascular
as aterosclerosis, restenocsis, angina, infarto agudo de miccardio, sindrome coronario
agudo o trastornos cardiovascularzs asociados con la diabstes.

71.  El método de la reivindicacién 638, donde la enfermedad o trastorno
trombdtico es inflamacién vascular, trombosis vencsa, enfermedad falciforme,
rechazo de xenoinjerto, enfermedad vascular periférica, purpura trombocitopénica
trombética, fibrosis quistica, demencia vascular, enfermedad de Raynaud, artritis
reumatoide o diabetes.

72.  El método de la reivindicacion 39, donds la enfermedad cerebrovascular

&s demencia vascular, apoplgjia isquémica, o pravencién de apoplejias recurrantes.
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73.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 66 a 72, donde la
cantidad efectiva para uso terapéutico es de aproximadamente 0,001 a
aproximadaments 100 mg/kg.

74.  El método de la reivindicacion 73, donde la cantidad efectiva para uso
terapéutico es de aproximadamente 0,002 a aproximadamente 20 mg/kg.

75. El método de la reivindicacion 73, donde la cantidad efectiva para uso
terapéutico es de aproximadaments 0,002 a aproximadaments 10 mg/kg.

76.  El métado de cualquiera de las reivindicaciones 66 a 75, donde se
administra al sujeto una dosis Gnica o multiples sub-dosis de la cantidad efectiva para
uso terapéutico del anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo.

77. El método de cualquiera de las reivindicaciones 66 a 75, donde la
cantidad efectiva para uso terapéutico es suficiente para inhibir la agregacion
plagquetaria pero insuficiente para causar signos clinicos significativos de sangrado.

78.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 66 a 72, donde la
cantidad efectiva para uso terapéutico es de aproximadamsent2 1 a aproximadamente
250 veces una EDyg sin causar signaos clinicos significativos de sangrado.

79.  Uso de un anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de
cualguiera de las reivindicaciones 1 a 43 como medicamento cue comprende
administrar &l anticuerpo humanizade o fragmento de unién del mismo en una
cantidad efectiva para uso terapeutico.

80. Uso de un anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 43 en la preparacion de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por VWF que comprende
administrar &l anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo en una

cantidad efectiva para uso terapéutico.

145



J

81. El uso de la reivindicacion 79, donde el medicamento se utiliza para
tratar una enfermedad o trastorno mediado por vWF.

82. El uso de la reivindicaciones 80 u 81, donde el trastorno mediado por
VWF es una enfermedad o trastorno tromhbético.

32.  El uso de la reivindicacion 82, donde =l trastorno trombdético es una
enfermedad cardiovascular o enfermedad cershrovascular tal como  apoplejia
isquémica.

84. El uso de la reivindicacién 33, donde la enfermedad cardiovascular es
aterosclerosis, restenosis, angina, infarto agudo de miocardio, sindrome coronario
agudo o trastornos cardiovasculares asociados con la diabetes.

85, El uso de la reivindicacidn 82, donde la enfermedad trombdtica
comprende inflamacion vascular, trombasis venosa, enfermedad falciforme, rechazo
a xenoinjerto, enfermedad vascular periférica, parpura trombocitopénica trombética,
fibrosis quistica, demencia vascular, enfermedad de Raynaud, artritis reumatoide o
diabetes.

86. Eluso de la reivindicacion &3, donde la enfermedad cerebrovascular es
demencia vascular, apoplejia isquémica o prevencion de apoplajias recurrentes.

87. Eluso de cualquiera de las reivindicaciones 79 a 86, donde la cantidad
efectiva para uso terapéutico es de aproximadament= 0,001 a aproximadamenta 100
my/kg.

83. El uso de la reivindicacion 87, donde la cantidad efectiva para uso
terapéutico es de aproximadamenta 0,002 a aproximadamente 20 mg/kg.

89.  El uso de la reivindicacion 87, donde la cantidad efectiva para uso

terapéutico es de aproximadaments 0,002 a aproximadamente 10 mg/kg.
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90. El uso de cualquiera de las reivindicacionss 79 a 89, donde se
administra al sujeto una dosis Gnica o multiples sub-dosis de la cantidad efectiva para
uso terapéutico del anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo.

91. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 79 a 89, donde la cantidad
efectiva para uso terapéutico es suficiente para inhibir la agregacion plaguetaria pero
insuficiente para causar signos clinicos significativos de sangrado.

02. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 79 a &3, donde el
anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo se administra en una
cantidlad efectiva para uso terapéutico de aproximadamente 1 a aproximadamente
250 veces una EDqgg sin causar signos clinicos significativos de sangrado.

93. El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 43 para su uso como medicamento que
comprende administrar el anticuerpo humanizado o fragmento de union del mismo en
una cantidad =faectiva para uso terapé&utico.

94, El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 43 para su uso en un metodo para tratar una
enfermedad o trastorno mediado por VWF que comprende administrar el anticuerpo
humanizado o fragmento de unién del mismo en una cantidad efectiva para uso
terapéutico.

95. El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de la
reivindicacion 92, donde el medicamento s& utiliza para tratar una enfermedad o
trastorno mediado por vWF.

96. El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de la
reivindicacién 94 o 95, donde el trastorno mediado por vWF es una enfermedad o

trastorno trombético.
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a7. El anticuerpo humanizado o fragmento de unidén del mismo de la
reivindicacion 96, donde el trastorno trombético es una enfermadad cardiovascular o
enfermedad cerebrovascular tal como apoplegjia isquémica.

93. El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo de la
reivindicacion 97, donde la enfermedad cardiovascular es aterosclerosis, rastenosis,
angina, infarto agudo de miocardio, sindrome  coronario agudo o trastornos
cardiovasculares asociados con la diabetes.

g9. El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo de la
reivindicacion 96, donde la enfermedad trombdética comprende inflamacidn vascular,
trombosis venosa, enfermedad falciforme, rachazo de xenoinjerto, enfermedad
vascular periférica, parpura trombocitopénica tromhbdética, fibrosis quistica, demencia
vascular, enfermedad de Raynaud, artritis reumatoide o diabetes,

100. El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de la
reivindicaciédn 97, donde la enfermedad cerebrovascular es demencia vascular,
apoplejia isquémica o prevencion de apoplejias recurrentes.

101, El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo de
cualquisra de las reivindicaciones 93 a 100, donde la cantidad efectiva para uso
terapéutico es de aproximadaments 0,001 a aproximadamente 100 mg/kg.

102. El anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de la
reivindicacién 101, donde la cantidad efectiva para uso terapéutico es de
aproximadamente 0,002 a aproximadamente 20 mg/kg.

103. El anticuerpo humanizado o fragmente de unién del mismo de la
reivindicacion 101, donde la cantidad efectiva para uso terapéutico es de

apreximadamente 0,002 a aproximadaments 10 mg/kg.
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104. El anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 93 a 103, donde se administra al sujeto uha dosis
Unica o sub-dosis maltiples de la cantidad efectiva para uso terapéutico del
anticuerpo humanizado o fragmento de unidén del mismo.

105. El anticuerpo humanizado o fragmente de unidon del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 93 a 103, donde la cantidad efectiva para uso
terapéutico es suficiente para inhibir la agregacion plaquetaria pero insuficiente para
causar signos clinicos significatives de sangrado.

10A. El anticuerpo humanizade o fragmento de unién del mismo de
cualquiera de las reivindicacionas 93 a 100, donde el anticuerpo humanizado o
fragmento de unidén del misme se administra en una cantidad efectiva para uso
terapéutico de aproximadament: 1 a aproximadaments 250 veces una EDqgp sin
causar signos clinicos de sangraclo.

107. Un anticuerpo humano o fragmento de unién del mismo especifico para
el factor von Willebrand (VWF), que puede administrarse en una cantidad efectiva
para uso terapéutico que oscila de aproximadamente 1 a aproximadamente 250
vecss la EDqoo sin causar signos clinicos de sangrado.

108. El anticuerpo humano o fragmento de unidn del mismo de la
reivindicaciéon 107, donde el anticuerpo o fragmento de unidén del mismo es
especifico para el dominio A1 del vWF humano.

109. Un método para administrar el anticuerpo humanizado o fragmento de
union del mismo de cualyjuiera de las reivindicaciones 1 a 43 a un sujeto necesitado
de dicho tratamiento que comprende administrar una cantidad efectiva para uso
terapéutico del anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo suficients

para inhibir la agregacidon plaquetaria sin signos clinicos significativos de sangrado.

149



110. El método de cualquiera de las reivindicaciones 66 o 109, donde &l
anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo se administra por via
subcutanea.

111. El método de cualquiera de las reivindicaciones 66 o 109, donde el
anticuerpo humanizado o fragmente de unién del mismo se administra por via
intravenosa.

112. El métado de cualquiera de las reivindicacionss 66 o 109, donde el
anticuerpo humanizado o fragmento de unidn del mismo se administra por via
intravenosa en combinacién con tratamientos radiologicos.

113. El método de cualquizra de las reivindicaciones 65 o 109, donde la
cantidad efectiva para uso terapéutico del anticuerpo humanizado o fragmento de

“unidn del mismo es de aproximadamente 1 a aproximadamente 250 veces la EDqgo.

114. El usc de la reivindicacién 79, donde el anticuerpo humanizado o

fragmento de unién del mismo se administra en una cantidad de aproximadamente 1
a aproximadamente 250 veces la EDgo.

115. Un articulo de fabricacién que comprande el anticuerpo humanizado o
fragmento de unién del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 43 para el
tratamiento de una enfermadad o trastorno mediado por vWF.

114, Un kit que comprende &l anticu=rpo humanizado o fragmento de unidn
del mismo de cualjuiera de las reivindicaciones 1 a 43 para &l tratamiento de una
enfermedad o trastorne mediado por vWF.

117. Uso del anticuerpo humanizado o fragmento de unién del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 43 en aplicaciones no terapéuticas.

118. El uso de la reivindicaciin 117, donde la aplicacion no terapeutica es un

ensayo de diagnéstico.
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RESUMEN

La presente revelacion hace referencia a anticuerpos humanizados o
fragmentos de unién de los mismos =specificos para 2l factor von Willebrand humano
(VWF), a métodos para su preparacion y uso, que incluyen métodos para tratar

enfermedades o trastornos mediados por VWF.
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