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PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
D SOLICITUD DE :
Patenis de Invencion. Patente de Modelo de Utflidad.
|| capituol. X Capitulo Il

Nombre: SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT DENTECACION
SOLIC(I'TI"SNTE Direccion: Miil lerstrasse 178,
D=13342 Ber1in, Alemania cc. O NT []

Nacionaidad o Domiciic: Ber11n, Alemania
Luger de Constilucion: Alemania CE. [1 O []

Teléfono:
E-mail:

Fax:

Nombre: GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO IDENTIFICACION

REPRESENTANTE -
OAPODERADO | Direccion Cra. 11% No. 94-76 - Of. 308 CC. NT [

CE [ O X
Cual
Teldfono: 6161948 -  Fax 6163976
E-mail: Nimero 2.878.023 TP 5803

@ Nombre: LIGHT David

'WENT(‘T’;*) ©) I oreccion 614 South Freemont Street,

San Mateo, California 94402

Nacionalidad o Domicilio: ¢ ooy j0s Unidos de América

® pPCT (88)
Solicitud Intemacional No.  PC1/US03/13522 Fechg Abril 30 de 2003

Publicacion Intemacional No, M0 03/052602 A2 Fecha Noviembre 13 de 2003

Tiulo (54) NUEVAS PROTEINAS DE FUSION CON TROMBOMODULINA DIRIGIDAS CONTRA
FACTORES TISULARES COMO ANTICOAGULANTES.

@ Clasificacion Internacional (51) A61K /00

(33) Pals de Origen (32) Fecha {31) Numero de Solictud
.| Estados unidos |Mayo 1, 2002 | 60/376,566

@  Comprobante de pagoNo. p4 ~ 97,215 Focha cd/nrsandne 2.4, 2004
Instrucciones para el diligenciamiento del presents formulario , ver reverso de esta pagina.
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Continuacién nombre, direccién y domicilio de inventores:

Nombre Direccid . Domicilio

MCLEAN Kirk 291 Capricorn Avenue, Oakland, CA 94611
Estados Unidos




Otros anexos que se acompaiian a la solicltud.

Copia formulario PCT/RO/101 correspondiente a la presentacion de la solicitud
internacional,

Copia formulario PCT/IB/304 correspondiente a la notificacién relativa al envio o
tranamisién del documento de prioridad.

Copia formulario PCT/IB/301 correspondiente a ia notificacién de recibo de la copia de
archivo copia del informe de biisqueda internacional,

Copia de la Enmienda del Listado de Secuencias bajo la Regla 5.2.



AT . CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

Berlin, 23 de Agosto de 1999 No. 05/99

El suscrito ENCARGADO DE LAS FUNCIONES CONSULARES DEL
CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA EN BERLIN, Repiblica
Federal de Alemania

CERTIFICA:

1. Que el sefior GETFERDT, quien autoriza el documento

anterior, ejercia legalmente en la fecha alli indicada, °
las funciones del Presidente Encargado del Tribunal

Regional de Berlin, y que la firma y sello que en el

documento aparecen como sSuyos son los que usa y

acostumbra en sus actos oficiales.

[ 2. Que tuvo a la vista las pruebas de que la Compaifiia
.., SCHERING AG domiciliada en Berlin, Republica Federal de
+ + Alemania, existe legalmente, y que actualmente ejerce
su objeto social de acuerdo con las leyes del
respectivo pais.

3. Que los sefiores UWE HARTMANKR y WALTER KLOSE quienes
firmaron el poder que precede, estidn autorizados para
representarla en este acto y otorgar el certificado.

. El Encargado de 1las Funciones Consulares no asume
responsabilidad alguna por el contenido del documento.
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SASYL  C Oluetg,

PARA PATENTES, MARCAS Y LICENCIAS FARMACEUTICAS

FOR PATENTS, TRADE MARKS AND PHARMACEUTICAL LICENSES

Tha umdarsigned

acling on behalf of and representing

domiellied ln

bhereby appelut/e

damicilied in Bogold. Ropublic of Colombia,

»9 our trua and Jega) attorueys with the necemsary powwry; 1)
o apply to ihe administrative, judieia) and police autboritis
of the Republic of Colombia. in any Instance or appesl.
fo! obiailning lettar patents, industrial designs and medals.
tridemark reglstrutions, reglstration of commercial names &b
well sa thelr amignments, extenstons, renswals and changes
af mame; 1} 8 prepere, apply for, obtain, axacuts and register
wontracts, licemmse, muthorizations and registrations of
any kind; J) latervens as pheintiffa or delendants, In
any instance or appaal, beforo any judge. ecourt, tribunal,
<orporatics, public uificss or authority 18 any Judictal,
sdmizistrativa or police actien. such as: actlens desnling
with comercial names; oppoaitions against trademerk
regiatnations: cadueity and nullity sctions: recovery sctisns.
sctisns arising Jrom  obialnment abd axpioitations of
licansss; actions demling with unfair comnstition: eriminal
actiony; actions claiming indemnity for camsges; claims or
runarks on patent applications, (ndustrial designs and
models: the periormance of preacaulionsry messurss, and
in any other simiiar setion, neasyres or appeals related
30 Industrial property matters.

To this sffect, I {we) hereby authorise him (them) to
Me applicationa, mtke descriptions. emeadmentia, protesta
declarations, opposlilona, cancallstions, sppesls and clalma;
ia DAy taxes, quoias and ligns as provided by Law: ta
waive of slandum granted rights or rights in process of
bolng granted, p mecalva a)l kind of documents and
mecurities: to lmus tha respective relsases and, in gwnmsl,
o iake. bafore mald autharitles, pertinent stans to tha
Above mantionsd purposss and take all messurcs ha (thay)
may deem comwemisat to protact my {our) intsrests. with
all’ other' nscamary ‘legal’ facuuitiss, and I (we) heredy
deeiars as pood snd walid whatever ths aAttormeys ahould
do to my (our) bemefit,

Thia powsr comprises the authority 10 ratify or eoafirmm
on my (our} behalf any sciions, as well a3 the faculty of
recalving. dsalsting, transacting, compimising. substituting
and ravoking substitutions, taling notificatiens and appolat-
ing judicial or sxtmjudicial aticrnays.

Bigned 1n

On tal day of 19

SCHF.RING AXTTENGE

..tppa"

Yo(nosotros)

Dr. Uwe Hartmann y Dr. Walter Klose

obmndo & nambre ¥ Ivpresmmtacion de

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

con domicllis en

Millerstr. 178
D-13353 Berlin / Germany

nombre{amos) &
GUSTAYO HOLLMANN RESTREPO y/o
LUIS PATIRO LEYVA

domicilisde{s) en Bogotd, Repdbtlica de Colombis, en
Cra. 11A No. 94-76 - Of, 308

spoderadcs Verdaderos y legales con poder sspecial amplio
y wuficients: 1) Puars rocaber de¢ |as oficiney y autoridades
oolomabisnes. sdministretivas, judiclales y ds pelicls, an
cualquisr Instaneis o recurso, la obtanckdm de patentes de
inveneidn, de cibujos ¥y modaios Industrisies, reglatro de
marcas, depdaito ds nombres camerciales y spsafies, aaf
OIS WU WrASDASOL, PIITOgES, Tencvasionss y ecamblos de
nambre; 3) elaborer, trumitar, solicitar, obisoer, TRlIEAT,
ajecutar ¥ mgistrar contratos. licemelss, auterisacionm ¥
registroa de ocualesquiern clases. J) Intarvenir como deman-
dans o como demandade en cuaiguier Instanecis ¥ Tecurmo
¥y ants cusiquier juus, sntidad. carporaeidn, ruacinnario
piiblico 0 sutordad sn acclooes judicisles, admintstrativas
¥ de policia, tales como acciones derivadas del nombre co-
mercial, oposlclén al reglatro de marcas; acclonea e cadu-
oldad y nultdad; scciones relvindicstorias: scciones serlvadas
da la oblenclén o expistacién de licencias; asriones de com-
petenicia deslenl; demandas penales ¥y civiies: scclones de
indamnisacién de perjulcios, reclamos U ohservagionss & aoll-
citudes de patantes, modalas ¥ dibujos industrisies: en ol
ajarcicin ds madidas cautelarss ¥ an otrad Lepicmes, mmiidas
© recursos Mmiigres rslacionados cen la proplesad Industrial.

A oute efecty, lo(s) [acuitoiwnos) para slevar solicituudes,
formulsar deseripcionss, enmiendss, prolssias, devinrscignes,
oposiciones, cancelacioues. spalaciones y reclamos: pagar im-
puststag, <volas ¥ grarimenes prescritos per In ley: renunciar
o desistir & derechos comcedidos © ¢h curso ds cencasiém:
recibir toda clasy de documentoa y valores dando 81 desrargo
respactive. 3. en generul, pars Jar ante dichas antoridades
todos los pases necesarics sl zfeoto indicado y tomar iodas
Ias medidas Que creywrsn conducentes ol raaguardo de mis
(ouestrog) intareses, con todas las demis facultades mece-
marias, y por ests documenta desds ahors deciare{amen)
vilido y buens tado cuanto Joa spoderados hicleren an mi
{(nueatro benaficlo,

Este poder comprends la facultad ds Tetificar o confumar
Apn bn’ actundo, aal como la faculiad de
P e, sustituir ¥ revocar sustitu-
brar apodersdos judiciales

N
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Company’s

CONSULAR CERTIFICATION
COMPANIES

Tha undarwigned Consul osrtifiss: that tha preceding
signaturyis) reading

is {s8) authentic; that the signaris) at Dresent Ils
(fuUl) tha poaitich of

that ke (thay) Is (are} empowarsd to grant this power;
and that sald company sxists and iy crganised in

In socordance with the laws ef

All the foregoing fucta are hnown 0 the Comsl dua to
his having oxamngd thsy respactive dosuments to Which
he, the Consul, sttesta

Signed In

On this day of

CERTIFICACION CONSULAR
BQCIEDADESR

g inbraserite Cénsul sartifice: gue lafa) firmoa(e) gqus
antsceds(n) ¥ dies{n)

sa({son) sutéinticafs): qua sl(loa) signatario(s) dessnipa-
fla{n) setusimenta ci(los) cargais) da

qus tiane(n) facultad pars OIOYEAr #4te pudar: ¥ qus dicha
compafiia exists ¥ ostd organbmda en

emforms & sz lrdes de 0

Todos o8 hechos antariores le eorsten, Ppur haber sxmmi-
asdo los documsstos respentivos ¥ de wdo (Lo da fe. '\\

\

Tirmaalo an
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# Die vorstehenden, heute vor mir gefertigten Unterschriften der mir persdnlich bekannten
Prokuristen,

1. Dr. Uwe Hartmann,
2. Dr. Walter Klose,

- beide gaschaftsansassig in 13353 Berlin,
MullerstraBe 178 -,

beglaubige ich hiermit. '

Zugleich bescheinige ich aufgrund des mir vorliegenden beglaubigten
Handelsregisterauszuges zum Aktenzeichen 83 HRB 283 des Amtsgerichts Berlin-
Charlottenburg vom 17. Juni 1999, daRl die vorgenannten Herren als Prokuristen
gemeinsam zur Vertretung der Schering Aktiengeselischaft, Berlin, berechtigt sind.

Iich habe den Beteiligten das Mitwirkungsverbot des § 3 Abs. 1 Nr. 7 BeurkG erldutert.
Meine Frage, ob eine meine Mitwirkung an der Amishandlung ausschliefende
Vorbefassung vorliege, wurde von den Beteiligten vemneint.

Berlin, den 11. August 1999
Urkundenrolle-Nr. 656/1998

\w

Kostenrechnung

§§ 141, 154 KostO
Geschéaftswart: 20.000,00 DM

BeglaubigungsgebGhr §451 25,00 DM
Wegegebdhr § 58 25,00 DM
Geblhr fir Vertretungsbescheinigung § 150 25,00 DM
16 % Mehrwertsteuer 12,00 DM
w =uL00 DM

Notarin
N
g




Die Echtheit vorstehender Untexschrift der Notarin

Elisabeth

Quack

-

in Berlin und die Echtheit des beigedrfickten Dienstsiegels werden
hiermit bestltigt. Zugleich wird bescheinigt, daB die Vorgenannte
zur Vornahme der Amtshandlung gesatzlich befugt war.

Berlin, den 17. August 1999

Der Président des Landgerichts
Im Auftri'pz

,’

="

{ Getferdt)

Richterin am Landgericht

[ eraad
—
9101 E-F. 2233/99
GebOhr: 25,00 DM
gezahlt

Berlin, den 17. August 1999
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
bt 23 fpacln A107 . vo. 35T/ 7 |
El suscrito Conaul Goneral de Colombis CERTIFICA:

presanis ejorco legolmonia en ko fecha alff expresado
low fonclonms S2coraadde_olil Ticc: aliute.
st _oibunal Kegrrapl ot EolGi,
y um ka firmu y sefio que an f documentn Aporecan coma suyos
son los qus via y ocosumbra en sus ockos olicialas.

El Cémsunn asume responsanilided oiguna por sl comanido
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Traduccidn oficial del alemdn de la notarizacidén (Registro
Notarial No. 656/1999) y de la legalizacion de firmas corres-
pondientes al poder de la compaiiia SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

domiciliada D-13353 Berlin, Repiiblica Federal de Alemania.

Por medio de este documento autentico oficialmente las firmas
que aparecen anteriormente, ejecutadas en presencia mia el
dia de hoy por los Apoderados

1. Dr. Uwe Hartmann,

2. Dr, Walter klose,
ambos con domicilio de negocios en Millerstrasse 178, 13353

Berlin, y conocidos personalmente por la suscrita Notaria.

Al mismo tiempo, con base en el extracto aQtenticado del Re-
gistro Comercial HRB 283 Acta 93 del Juzgado Municipal de
Berlin- Charlottenburg fechado el 17 de Junio de 1999, certi-
fico gque los mencionados Sefiores en su calidad de Apoderados
estan autorizados para representar conjuntamente a la compaiiia

Schering Aktiengesellschaft domiciliada en Berlin.

Yo les expliqué a los involucrados las prohibicidén de co-par
ticipacidn descrita en el Articulo 3 Inciso 1 Numeral 7 de la
Ley de Certificaciones Notariales. Ellos contestaron negati-
vamente mi pregunta acerca de si existia una prohibicién que

excluyera mi co-participacidén en este acto oficial.

Berlin, Agosto 11 de 1999

Registro Notarial No. 656/1999

A Tem ow g A egree ki gt . Bl .



Nota de gastos:

Articulos 141, 154 Disposicidén de Impuestos
Valor del negocio: 20.000,-- DM

Derechos por autenticaciédn Articulo 45I 25,00
Derechos por concepto de porte Articulo 58 25,00
Derechos por Cert. de Representacidn Art. 150 25,00
16% Impuesto sobre el Valor Agregado 12,00

Total: 87,00

Elisabeth Quack, Notaria (firma)

DM
DM
DM
DM

DM

Se confirma la autenticidad de la firma gue aparece an-

teriormente, la cual pertenece a la Notaria Elisabeth

Quack en Berlin, y también la autenticidad del sello

oficial que aparece al lado de dicha firma.

Al mismo

tiempo, se certifica que la persona mencionada se en-

contraba legalmente autorizada para la ejecucidédn de ese acto

oficial.

Berlin, 17 de Agosto de 1999

L.

N A

Getferdt, Representante del Presidente Tribunal gegioﬁ%l
f

(Firma y Sello Oficial)

910 E-F. 2233/99

Impuesto: 25,00 DM pagado

Berlin, 17 de Agosto de 1999

bajo el No. 322052 y bajo el No. 322053 el @ deé; "
bt .

legaldzadd-y:;
"y

h |
1
]
»

L
— ..‘

Octubre de 1999 en la Oficina de Legalizaciones d

Ministerio de Relaciones Exteriores.

ARk

ADOLF WATZKE
Traduetor Ofieis)
Res. 8423 Win{q-ii;:,
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COLOMBIA

DOCUMENTO DE CESION
ASSIGNMENT DOCUMENT

Los suscritos,
(We, the undersigned)

1) DAVID LIGHT
con domicilio en San Mateo, California, Estados Unidos de América
(domiciled in)

2) KIRK MCLEAN
con domicilio en Oakiand, Califomnia, Estados Unidos de América
(domiciled in)

declaramos que somos los inventores de la invenclién que lleva el titulo
(declare that we are the inventors of the invention titled)

NOVEL TISSUE FACTOR TARGETED THROMBOMODULIN FUSION PROTEINS
AS ANTICOAGULANTS

y que hemos cedido el derecho sobre esta invencién en Colombia, junto con los privilegios
(and that we have assigned our rights over this invention in Colombia, together with its

privileges)
y anexidades a favor de SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
(and attachments, to) Berlin, Alemania

1) 2) %‘L__/

10



‘ SECRETARY OF STATE

B APOSTILLE

v (Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by ALISHIA L. ROWE-BABB
| 3. acting in the capacity of Notary Public, State of California
4. bears the seal/stamp of ALISHIA L. ROWE-BABB, Notary Public,

State of California
CERTIFIED
5. At Sacramento, California
6. the 5th day of November 2004
7. by Deputy Secretary of State, State of California
8. No. 215041
9.

10. Signature

KEVIN SHELLEY
Seeretary‘of State

NP-24 A (REV. 1-03)
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Stats of Calfomnia
s

County of COZIII‘LCQ&'IQ—
¢ Mnm-.m&lem

Nesme and Tala of C0er (0.0, ~Jame Dos, Notry Pubii)

Harma(s) of Bigrarie)

O] personally known to me
K. proved 1 me on the basis of satisfactory
evidence

to be the person(s) whose name(s) le/are
subscribed to the within Inatrument and
acknowledged to me that he/she/they executed
the same In hisherAheir authorized
capachy({les), and that by his/herihelr
signature(s} on the inetrument the paraon(s), or
the entlty upon behalf of which the persan(s)
acted, executed the Instrument.

WITNESS my hand official

OPTIONAL
Though the information below is not racxired by iaw, it may prove valushis io parsons relying on the docunant and cowid preverdt
fauduiont removal and rasttachmant of this form b another document.

Descr of Attached Document
Title or Type of

Document Date:

Signen(s) Other Than Named Abam\

Capecity(ies) Claimed by Signer
Signer's Name:

O individual / \
O Corporate Officer — Title{s):

O Partner — O Limited (] General
O Attomey-in-Fact

O Trustes

EI Guan:lan or Conservator

V V ;
SIworllFlapmuy

© 1900 Nutiond Notary Assaciahan = S50 Do Goin Asn., P20, Box 3408 » Chelswerih. CA F1313-H40R » s nptanainciersay Preal. No. 3007 Fonter: Cull i-Fae 1-000-8F-my




APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
i This public document

2. has been signed by MARY ANN J. FLORES
3. acling in the capacity of Notary Public, State of California

4. boars the seal/stamp of MARY ANN J. FLORES, Notary Public,
State of California

CERTIFIED
5. At Sacramento, California
6. the 5th day of November 2004
7. by Deputy Secretary of State, State of Califomia
| 8. No. 215039
9. Seal/Stamp:
10. Signature

KEVIN SHELLEY
Secretapinof State

NP-24 A (REV. 1-03)



GAI.IFOHNIA AI.I.-PIIIIPOSE AGKIIOWI.EMIEHT

Stats of Caifomia
88

County of W .as-/u"
on betora Ano,
el

[—"TT "]
[ personally known to me
m to me on the basls of satistactory

to be the person(s) whose name(s)- s/are—
subscribed to the within Instrument and
acknowledgad to me that ha/shathay exacuted
the eame In hishesiheir authorized
capacity{ies)> and that by hishertheir
signalum(o)onﬂnhlmmnthepomn(o}.—or
the entity upon behalf of which the person(s)

Thouglr the information balow is not required by isw, & may prove vakusbie to persons nalying on the documant and coukd prevent
frauvkdent removal and reatischment of this form o anciher document.

Description of Attached Document

Titie or Type of Document: 57—275- @/qm bm—ﬂﬁlqﬂméﬂf'ﬁ'f/

Document Date: Number of Pages:

Signer(s) Other Than Named Above:

Capacity(ies) Claimed by Signer

Signer's Name:

O Individual

O Corporate Officer — Tiia{s):
O Partner — {0 Limited [J General
O Attomey-in-Fact

O Trustee

O Guardlan or Conservator

O Other:

Signer ls Representing;

© 1888 Nafiorsl Nolary Associslion + E350 Da Soio Ave., P.O. Bex 24X « Chtpenrih, CA §1313-M402 » war neaonginaian.cg Pmd. No 0T Fosstoriny: Call Tel-Frow 1-000-0TS-0027

14
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cory IV

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY {PCT)

(19) World 1atellectusl Property Organizution
Intermational Burcau

{43) International Publication Date (10) Internationai Publication Number
13 November 2003 (13.11.2003) PCT WO 03/092602 A2
(S1) International Patent Classification’: ASIK (74) Agenis; ZELANO, Antheay, L. ct ul.; Millen, Whiic, Zc-
lano & Branigan, P.C., Adington Courthouse Pliea I, Suite
(21) laternational Appliestion Number:  PCI/USOY(3522 (l:lg‘"- 2200 Clarendon Boulevard, Arlinglon, VA 12201
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N VEL TISSUE FACTOR TARGETED THROMB MODULIN FUSION PROTEINS A8
ANTICOAGULANTS

BACKGROUND

Maintalning the proper balance between procoagulant and anticoagulant activity within
blood vessels Is essential for normal hemostasis (Davie, E.W. et al. (1881) Blochemistry,
30(43):10363-10370). Perturbing the balance toward coagulation leads to thrombosis, which
can cause heart attack, stroke, pulmonary embolism, and venous thrombosis. Thers Is a nead
for more effective and safer anticoagulants for the treatment of specific thrombotic disorders.

Tissue factor ("TF") is a transmermnbrane glycoproteln that Is the major Initlator of the
coagulation cascade (Nemaerson, Y. (1985) Thromb. Haemost, 74(1):180-184), Under normal
physlological condltions active TF is not In contact with blood. During vascular injury, exposure
to blood of subsndothelial TFand collagen leads to activation of coagulation factors and
platelets and subsequently to hemostatic plug formation. The Inappropriate induction of TF
expresslon in a varisty of clinical ssttings can lead to life threatening thrombosis and/or
contribute to pathological complications. TF exposure following plaque rupture {s believed to be
responsible for thrombotic occlusion leading to acute myocardial infarction and strpke. In these
settings, proinflammatory signaling pathways activated by coaguilation factors also contribute to
edema formatlon and increased Infarct size. Vascular Injury assoclated with angloplasty leads
to upregulation of TF on SMC's which is believed to induce cell signaling pathways assoclated
with restencsls. TF ovarexpression in cancer and gram-negative sepsis leads to life
threatening thrombosis and activation of Inflammatory pathways.

The factor Vila ("FVIla")yTF complex Is Involved In the pathogenic mechanism in a
varlety of thrombotic diseasss and the circulating level of TF is a risk factor for certain patlents.
FVlla and TF play unique roles In vascular Injury In maintaining hemostasis and Initiating
thrombosls. TF Is expressed In the adventitia normally, but Is upregulated and expressed
inappropriately In the medla and neolntima In vascular diseass. TF expression In
atherosclerotic plaques Is Increased and shlelded from the biood by a thin flbrous cap that may
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ruplure to expose TF. Surgical interventions such as bafloon angiopilasty, stenting, or
endarterectomy damage the vessel wall and expose underlying TF. In the atherosclerotic, Hpid-
rich, thin-walled plaque, spontaneous rupture or endothellal erosion leads to TF exposure and
thrombosis, resuiting in unstable angina and myocardial infarction. TF can circulate in cell
derived microparticies and circulating TF levels are slevated in unstable angina suggesting that
this circulating TF may contribute to thrombus formation (Soefima, H. st al. (1988) Clrculation
99(22):2008-2913). Often cancer Is assoclated with a hypercoagulable state attributed to
overexprassion of TF on tumor cells. This predisposes the patient to deep vein thrombosls,
puimonary embolism and low grade disseminated Intravascular coagulation ("DIC*). DIC
results in microvascular fibrin deposition contributing o muit-organ faliure. Results from acuie
arterial injury models of thrombosls indicate that protein based inhibitors of FVIla/TF, such as
active site Inhiblted factor Vila ("FVllai") and tissue factor pathway inhibitor ("TFPI"), are
effective antithrombotics with less bleeding compared to thrombin and factor Xa ("FXa")
inhibltors. In addition, FVIla/TF inhibition Is superlor to other anticoagulants (e.g., heparin, FXa
Inhibltors) In preventing neointimal! thickening and vascular stanosis following balloon injury
(Jang, Y. et al. (1995) Circulation 92(10):3041-3050).

Thrombomodulin (“TM") Is a transmembrane glycoprotein that has anticoagulant
properties and Is predominantly expressed on the lumenal surface of endothellei cells lining
blood vessels (Esmon, N.L. ef al. (1682) J. Blol. Chem. 257(2):859-864; Salem, H.H. ef al.
(1983) J. Blol. Chem. 259(19):12246-12251). The mature, full length TM Is a 557 amino acid
residue modular proteln composed of 5 structural domains: an N- terminal, hydrophobic region
(residues 1-228); a cysteine-ich region (residuas 226-462); a O-glycosylated Ser/Thr+ich
region (residues 463-497); a hydrophobilc transmembrane reglon (residues 498-521); and a C-
terminal cytoplasmic tail (residues 522-557).

The cysteine-rich reglon inciudes six repeated structures homologous to epldermal
growth factor ("EGF") precursor, called EGF-likke, EGF-homology or EGF domains. The
cystelne-rich reglon can be further divided Into 3 domalns: the EGF-like repeats 1, 2 and 3
("EGF123", residues 226-344), the Interdornain loop between EGF3 and EGF4 (residues 346-
349), and the EGFike domalns 4, 5 and 8 ("EGF456", residues 350-462). The function of
EGF458 s to madiate thrombin binding and protein C activation. One study has suggestsd that
the fifth and sixth EGF-llke repeats ("EGFS5", residues 390-407, and "EGF8", resiiues 427-462,
respectively) have the capacity to bind thrombin (Kurosawa, S. et al. (1888) J. Blol. Chem.
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263(13):5803-5006); another suggasts the EGF4568 domain is sufficient to act as cofactor for
thrombin-mediated proteln C activating activity (Zushl, M. at al. (1889) J. Biol. Chem.
284(18):10351-10353). The Ser/Thr-rich domain enhances EGF456-medlated thrombin
binding. The third EGF-like repeat ("EGF3", residues 311-344) is required for the activation of
thrombin-activatable flbrinolysls inhibitor ("TAFI"). Saveral point mutan}s in EGF3 have been
described that interfere with the activation of TAFI (Wang, W. ef al. (2000) J. Blol. Chem.

. 275(30):22042-22047). The thrombin/TM complex converts protein C to activated protein C
(“APC™), which in tum degrades factors Va and Vlila, thereby preventing further thrombin
generation. Therefore, TM functions as a molecular switch converting thrombin from a
procoagulant to an anticoagulant. '

The K, of protein C for the thrombin/TM complex is reduced 10-fold when TM Is
localized to a membrane surface (Esmon, C.T. (1995) FASEB J. 9(10):648-655). The
concentration of protein C in biood (0.085 uM) Is significantly below the reported Kn, (5 pM) for
the soluble TM/thrombin compiex, therefore establishing that TM on the procoagulant
membrane surface will result in 2 marked local enhancement of the rate of protein C
generation.

TM inhibits thrombosis by a different mechanism from heparin or its desivatives.
Heparin is a cofactor for antithrombin Il and inhibits both FXa and thrombin through an
antithrombin lll-dependent mechanism. Thrombus-bound thrombin Is protected from the action
of antithrombin 1ll, which limits the antithrombotic efficacy of heparin or low molecular weight
heparin ("LMWH") on preexisting clots. This explains the fallure of heparin or LMWH to inhibit
thrombus growth triggered by clot-bound thrombin or prothrombinase In non-human primate
studles. In contrast, recombinant TM attenuates clot induced thrombin generation and fibrin
formation in a dose dependent manner (Mohri, M. et al. (1898) Thromb. Haemost. 80(6):825-
929). The inhibitory effect of TM is abolished by anti-protein C antibody. inhiblting clot-bound
procoagulant activity Is ciinically relevant because clot-bound procoagulant activity results in
more rapld thrombus growth and ultimately in vascular occlusion or thromboambolic
complications. inhibition of thrombus growth allows the endogenous fibrinolytic systems to
removea clots more rapldly and completely. In addlion, TM Is also expected to be more
effactive than heparin In pathologlcal conditions where plasma antithrombin Is depleted, such
as DIC. While both TM and heparin inhiblt platelet and fibrinogen consumption In experimental
DIC, only TM was effective when antithrombin [l] lsvels were depleted.
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SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides novel fuslon protsins, which act as anticoagulants, and
comprise a largeting protein, that Interacts with elther tissue factor ("TF") or the factor
Vlla/tissue factor ("FVIila/TF") complex, which is operably linked to the thrombomodulin ("TM")
EGF456 domain aione or in combination with at least one other TM domaln selected from the
group consisting of the N-terminal hydrophobic reglon domain, the EGF123 domain, the
interdomain loop between EGF3 and EGF4, and the O-glycosylated Ser/Thr-rich domain, or
analogs, fragments, derivatives or variants thereof.

The anticoagulant fusion protein of this invention targets and binds TF ar the FViia/TF
complex at the site of injury, localizing TM to the Injury site, and thus preventing thrombus
formation and thereby performing more effectively as an anticoagulant compared to either a
soluble anti-TF antibody or soluble TM or fragments of TM. The fusion protein Is more effective
than low molecular weight heparin ("LMWH?") in the treatment of certain diseases including but
not limited to sepsls, disseminated intravascular coagulation, ischaemic stroke, deep vein
thrombosis, acute coronary syndromes, thrombotic complications following angloplasty, and
coagulopathy in advanced cancer. Further, the fusion protein has use in microvascular surgery,
skin and vein grafls and organ transplants.

in another aspect, the invention provides pharmaceutical compositions including the
subject fusion proteins.

In another aspect, the invention provides for a mathod of protecting a patient against
thrombus formation comprising administering a therapeutically effactive amount of the fusion
protein to said patient, and thereby inhibiting the generation of thrombin without directly
affecting other coagulation parameters such as the activetion and aggregation of platelets.

In another aspect, the invention relates to a method for preventing and treating deep
veln thrombosis ("DVT") or disseminated intravascular coagulation ("DIC") or acute coronary
syndrome or cancer with evidence of coagulopathy In a patient comprising administering a
therapeutically effective amount of the fusion proteln to sald patlent.



WO 03/092602 PCT/US03/13512

in another aspact, the invention relates to a method for regulating the inflammatory '
response in a patient comprising administering a therapeutically effactiva amount of the fusion
protein to sald patlent.

In yet another aspect, the fusion proteln of the Invention can be used to form a non-
thrombogenic coating on the surface of medical devices contacting blood.

in another aspect, the invention relates to a kit comprising a fusion protein comprising a
targeting protein, that binds TF or the FVIIA/TF complex, and TM domains, Altemately, the kit
may comprise DNA sequences encoding the fusion protein components. '

Also disclosed are methods of making the fuslon protelns of the invention, both
recombinant and synthetic.

DESCRIPTION OF THE FIGURES

Figure 1. Binding of scFv(TF)3e10 to sTF increases the apparent affinity of 8 TF for Fvila. The
sTF'IFVIIa activation assay was performed as described under Example 5 entitied "sTF/FVila
activation assay” using 2 nM FVlla in the presenca and absence of 800 nM scFv(TF)3e10. The
sTF was titrated into the assay and the rate of deavaga of the chromogenic substrats (S-2266)
was determined. The Ky apparent for sTF was calculated using a standard 4-parameter fit.

Figure 2. Measuremant of binding affinity of scFv(TF)3e10 for sTF. The sTF/FVlia assay was
as described under Example 5 entitied “sTF/FVlla activation assay” using 3 nM eTF and 2 nM
FVila. The concentration of sTF used was below the Kp for binding to FVila. Binding of the
scFv(TF)3e10 antibody reduced the Kp of sTF for binding to FVlla, leading o Increased
formation of the sTF/FVlia complex and, thersfore, the rate of cleavage of the chromogenic
substrate 822688, ScFv(TF)3e10 was added at Increasing concentrations and the Increasad
rate of reaction was used to determine the Ky apparent of the antibody for sTF using a standard
4-parameter fit.

9-{
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Flgure 3. Microcalorimetry analysis shows scFv(TF)3e10 has a 20-fold higher affinity for the
sTFIFVila complex than sTF alone. I1sothermal titration calorimetry was performed using a
MicroCal VP-ITC Instrument. The sTF/FVlla complex was praformed by adding a 2.3 fold molar
excess of FVliai to sTF, Slze exclusion chromatography was used to verify that the sTF was
completely complexed. For determination of the anttbody affinity for the compiex, 1.2 uM
sTF/Vila complex was added to the microcalorimeter cell and 65 pM scFv(TF)3e10 antlbody
was added to the syringe. For determination of the antibody affinity for sTF alone, 10 pM sTF
was added to the cell and 141 pM scFv(TF)3e10 was added to the syringe. Data analysis was
done using MicroCal Origin software. The data was fit to a single binding site.

Figure 4. scFv(TF)3e10 dose dependently Inhibits the FX activation assay. The detalls of this
assay are described under Example 5 entitled "Factor X activation assay”. The ICy represents
the dose required io reach 50% maximum inhibltion.

Figure 5. The fusion protein more potently inhibits coagulation than TF antibody or TMi456
alone. A prothrombin time (PT) assay was performed fo compare the fusion protein with TF
antibody or TMI456 alone. An appropriate volume of concentrated inhibitor, elther TF antibody
{scFv(TF)3e10), TMI4886, or fusion (scFv(TF)3e10-TMI456), was added to 100 pl of
recombinant human thromboplastin (Ortho Recomblplastin). Approximately 2 minutes later 100
u! reconstituted human plasma was added. Coagulation time was determined in a Haemoliance
Coagulometer. Dose response curves were generated for each [nhibitor and then regression
analysls wes used to calculate the concentration (in nM) necessary for a two-fold extension of
the clotting time.

Figure 6. The fusion protein retains full cofactor activity for the activation of protein C. The
assay described under Example 5 entitled "Proteln C activation assay {chromogenic)* contalned
20 pl TM sample, either TMI456, which contains the EGF domains 4-6 and the interdomaln loop
betwean EGF3 and EGF4, or fusion (scFv(TF)3e10-TMI456), 20 u! 1.5 uM protain C, and 20 pl
3 nM alpha thrombin. Activation was allowed to proceed for 1 hour. The activation phase was
stopped by adding 20 ul 0.16 u/mi hirudin. 100 ul of 1 mM S2268 was then added and the
AA05 determined every 10 seconds for 30 minutes. The rate of reaction Is dependent on the
amount of activated protein C generated. Data is expressed in mOD/min.
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Figure 7. The rate of protein C activation by the fusion protein is enhanced on TF-containing
phospholipid surfaces. The rate of protein C activation by TMi456 [s not affected by the
addition of TF vesicles. The assay described under Example 5 entitled "Protein C activation
assay (on TF-rich surface)” contained 20 u T sample, either TMi4568 or fusion (scFv(TF)3e10-
TMM56), 20 pl of 1.5 uM protein C, 20 pl of 3 nM aipha thrombin, and 20 pl of buffer or TF
vesicles (Innovin, human recombinant TF, 4X normal concentration for PT). Aciivation was
allowed to proceed for 1 hour. The activation phase was stopped by adding 20 ul 0.18 Wml
hirudin. 100 ul of 1 mM 52266 was then added and the A405 determined every 10 saconds for
30 minutes. The rate of reaction is dependent on the amount of aclivated protein C generated.
Data Is expressed in mQD/min, .

Flgure 8. The fusion protein shows greater specificity for TF-Induced coagulation than TMi456.
The activated partial thromboplastin time (APTT) assay Is sensltive to Inhibitors of the Intrinsic
and central pathways of coagulation. Coagulation that occurs In this assay Is independent of
TF. The inhibitors, either TF antibody (scFv(TF)3e10), TMi456, or fusion (scFv{TF)3e10-
TMI456), were dilutad into SO i reconstituted human plasma to a final concentration that gave a
two-fold extension In the PT assay. The coagulometer then added 50 ul of APTT (Alexin HS)
reagent and 50 pl of CaCl, reagent (0.02 mol/L) and determined the clotting time in seconds.

Figure 9. The fusion protein more potently inhibits TF-induced whole biood coaguiation than
elther of its components alone. Whole blood coagulation was analyzed using a Haemoscope
Thromboelastogragh (TEG) analyzer. To citrated whole blood, 120 nM of TF antibody
(scFv(TF)3e10), TMi458, or fuslon (scFv(TF)3e10-TMI458) was added along with 10 Wl of &
thromboplastin reagent (1:64 dilution} and 20 pl of 0.2M CaCl,. The R-value (time to Inltial fibrin
formation) was obtained for each sample. This value was then converted to a % uninhiblted
control R-value.

Flgure 10. The fusion proteln shows a more predictabie dose response than LMWH in a whole
blood coagulation assay (TEG). To cltrated whole blood, increasing concentrations (15 nM
starfing and Increased by 2X increments) of fuslon (scFv(TF)3810-TMI458), or Increasing
concentrations (0.15 u/mi starting and increased by 2X) of enoxapasin (LMWH), were added
along with 10 pl of & thromboplastin reagent (1:64 dilution) and 20 ul of 0.2M CaCl;. The R-
value (time to Initial fibrin formation) was obtalned for each sample and piotted versus relative
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concentration (set the lowest concentration as 1 for each (similar R-value), then increase
subseguent concentrations 2X).

Flgure 11. The fusion protein scFV(TF)3a10-TMi456 is efficacious in an /n vivo modet of
disseminated intravascular coagulation ("DIC"). TF antibody (scFV(TF)3e10) and fusion
(scFV(TF)3e10-TMi456) were avaluatad in the rat thromboembollsm mode! described in
Exampie 8 for (A) percent mortallty and (B) morbidity-mortality score. (A) In the vehicle-treated
group, the dose of TF used resulled in 80% iethality (LDyo). scFv(TF)3e10-TMi456 at 0.7
nmol/kg completely prevented death. in contrast, scFv(TF)3e10 at 0.7 nmol/kg had no impact
on death. scFv(TF)3e10-TMi456 was more efficacious than a 10-fold higher dose of
scFv(TF)3a10. (B) In the vehicle-treated group, the in vivo dose of TF resulted In an average
morbidity-mortality score of 2.8, based on the following scoring system: 0 = unaffected; 1 = mild
respiratory distress (recover within 30 min); 2 = severe respiratory distress (maribund, recovery
required more than 60 min); and 3 = death. scFv(TF)3e10-TMI458 dose-dependently
prevented TF induced death and respiratory distress with an EDs, value of 0.48 nmol/kg (0.019
mg/kg). scFv(TF)3e10-TMI456 at 7.0 nmol/kg completely prevented both death and respiratory
distress, and at 0.7 nmolkg completely prevented death and significantly reduced respiratory
distress. [n contrast, scFv(TF)3e10 at 0.7 nmolkg had no impact on death and fitlle or no
effect on respiratory distress. scFv(TF)3e10-TMI456 was more efficacious than a 10-fold
higher dose of scFv(TF)3e10.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The anticoagulant fuslon proteln of the present invention Is comprised of a targeting
protein that interacts with elther tissue factor ("TF") or the factor Vila/tissue factor ("FVila/TF")
complex, which Is operably linked to the thrombomodulin ("TM") EGF456 domain alone or In
comblnation with at least one other TM domaln selected from the group conslsting of the N-
terminal hydrophobic region domain, the EGF123 domalin, the Interdomain loop betwesn EGF3
and EGF4, and the O-glycosylated Ser/Thr-rich domain, or analogs, fragments, derivatives or
variants thereof.

Definitlons:
In describing the present invention, the following terms are defined as indlcated below.

24
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*Recombinant proteins or polypeptides” refer to proteins or polypeptides produced by
recombinant DNA techniques, i.e., produced from celis, microblal or mammalian, transformed
by an exogenous DNA construct encoding the desired polypeptide. Proteins or polypeptides
expressed In most bacterial cullures will be free of glycan. Proteins or polypeptides expressed
In yeast may have a glycosylatlon pattem different from that expressed In mammallan cells.

“Native” proteins or polypeptides refer to proteins or polypeptides recovered from a
source occurring in nature. The term “native TM" would include naturally occurring TM and
fragments thereof.

A DNA "coding sequence” is a DNA sequence which (s transcribed into mRNA and
translated into a polypeptide In a host cell when placed under the control of appropriate
regulatory sequences. The boundaries of the coding sequence are determined by a start
codon at the 5' N-terminus and a translation stop codon at the 3' C-terminus. A coding
sequence can include prokaryotic sequences, cONA from eukaryotic mMRNA, ganomic DNA
sequences from eukaryotic DNA, and synthetic DNA sequences. A transcription termination
sequence will usually be located 3’ fo the coding sequence.

*Fusion proteln” is a protsin resulting from the expression of at ieast two ocperatively
linked heterologous coding sequences. The fusion protein of this invention Is comprised of a
targeting protein that interacts with either TF or the FVlla/TF complex, which ie aperably inkad
{o the thrombomodulin ("TM") EGF4568 domain alone or [n combination with at least one other
TM domaln selected from the group consisting of the N-tarminal hydrophobic region domain,
the EGF123 domaln, the interdomaln loop between EGF3 and EGF4, and the O-glycosylated
Ser/Thr-rich domain, or analogs, fragments, derivatives or variants thereof,

*Targeting protein” Is a protein that binde to or Interacts with anather protein or a protain
complex. The targeting protein of this Invention is a protein that binds to or interacts with TF or
the FVila/TF complex. For example, an anti-TF or ant-FVlla/TF complex antibody, Is a
targeting protaln of this' invention. Two other examples of targeting protaine are active sits
inhidited factor Vila (*FVilai"), which can bind TF to form an inactive FVilal/TF complex, and
{issue factor pathway Inhibltor ("TFPI"), which can bind to and inactivate the FVIia/TF complex.
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“Nucleotide sequenca” is a heteropolymer of deoxyribonucleotides (bases adenine,
guanine, thymine, or cytosine). DNA sequences encoding the fusion proteins of this invention
can be assembled from synthetic cONA-derivad DNA, fragments and short oligonucieotide
linkers to provide a synthetic gene that is capable of being expressed in a recombinant
expression vector. In discussing the structure of particular double-stranded DNA molecules,
sequencas may be describad herein according to the normal convention of giving only the
sequence in the 5' to 3" direction along ihe nontranscribed strand of cDNA.

“Recombinant expresslon vector” Is a replicable DNA construct used slther to amplify or

to express DNA encoding the fusion proteins of the present Invention. An expression vector
contains DNA control sequences and a coding sequence. DNA control sequences Include
promoter sequences, ribosome binding sites, polyadenylation signals, transcription termination
sequences, upstream regulatory domains and enhancers. Recombinant expression systems as
deflned hereln will express the fusion proteins upon Induction of the regulatory elements.

“Transformed host cells” refer to cells that have been transformed and transfected with
exogenous DNA. Exogenous DNA may or may not be integrated (covalently linked) to
chromosomal DNA making up the genome of the cell. In prokaryotes and yeast, for example,
the exogenous DNA may be maintained on an eplsomal element, such as a plasmid or stably
Integrated into chromosomal DNA. With respect to eukaryotic cells, a stably transformed cell is
one In which the exogenous DNA has become Integrated into the chromosome replication.

This stabliity is demonstrated by the abiiity of the eukaryotic cell lines or clones to produce a
population of daughter cells contalning the exogenous DNA

“Thrombormadulin (TM)" refers to an endothelial cell surface glycoprotein that forms a
high affinity complex with thrombin. The genes encoding native TM (both its genomic form and
as cDNA) have been isolated and sequenced from bovine and human (Jackman, R.W. af al.
(1886) Proc. Natl, Acad. Scl. USA 83(23).8834-8838 and Jackman, R.W. et al, (1887) Proc.
Natl. Acad. Scl. USA 84(18):6425-6429, both of which are herein Incorporated by reference).
The sequences for bovine, human and mouse TM axhibit a high degrae of homology with one
another. The cDNA of human TM encodes a 60.3 kDa protein of 575 amino acids, l'ncludlng a
signal sequence of about 18 amino acids, see e.g., U.S. Patsnt 5,627,824,
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When thrombin binds lo TM there may be one thousand-fold or more increase In the
activatlon rate of protein C which forms the anticoagulant enzyme activated protsin C. In
addition, when thrombin Is bound to TM, thromblin no longer works as a procoagulant enzyme.
Spacifically, thrombin-calalyzad fibrin formation, factor V activation, and platelet activation, are
all Inhibited in the presence of TM. Thus, TM converls thrombin into a physlological
anticoagulant.

"Thrombomodulin (TM) domain® refers to a discrete amino acid sequence that can be
associated with a particular function or characteristic of TM, such as a characteristic tertiary
structural unit. The full-length TM gene encodes a precursor or pm-polypépﬂda containing the
following domains: amino acids -18--1 is the signal sequence; amino acids 1-226 is the N-
terminal hydrophobic region; amino aclds 227-462 is the cysteine-rich region; consisting of 6
tandem EGF-like repeats joined by smail interdomain peptides or loops; amino aclds 463-497 Is
an O-glycosylated Ser/Thr-rich region; amino acids 498-521 Is a hydrophobic transmembrane
region; and amino acids 522-557 is the C-terminal cytoplasmigc tall. The cystsine-rich region
can be further divided Into 3 domains: amino acids 228-344 Is EGF123, conslsting of the EGF-
like repeats 1, 2 and 3 (residues 226-344);, amino acids 345-340 is the interdomain ioop
between EGF3 and EGF4; and amino aclds 350462 Is EGF4586, consisting of the EGF-lke
domains 4, 5 and 6. See e.g., Yost, C.S. et al. (1883) Celf 34(3):750-788; Wen, D.Z. ot a/.
(1987) Blochemistry 26(14):4350-4357, and Wang, W. ef al. (2000), supra, all of which are
Incorporated hereln by reference.

The terms "analog®, “fragment®, “derivative”, and “variant”, when referring to the fusion
proteins of this invention, as well as the targeting proteins and the TM domain(s), means
analogs, fragments, derivatives, and variants of the fuslon proteins, targating protelns and TM
domain(s) which retain substantially the sams biological function or activity, as described further
below.

An "analog” includes a pro-polypeptida which Includes within i, the amino acid
sequence of the fuslon protein of this Inventlon. The active fusion protein of this Invention can
be cleaved from tha additional amino acids that complete the pro-fusion proteln. molecule by
natural, In vivo processes or by procedures wall known In the art such as by enzymatic or
chemical claavage. For example, native TM [s naturaily expreesed as a 575 amino acid pro-

9 F
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polypeptide which is then processed in vivo o release the 557 amino acld active mature
polypeptide.

A "fragment” is a portion of the fusion protein, targeling protein or TM domain(s) which
retains substantlally simllar functional activity, as shown in the in vitro assays disclosed hereln
as describad further below.

A "derivative" includes all modlifications to the fusion protein which substantially preserve
the functions disclosed herein and include additional structure and attendant function, e.g.,
PEGylated fusion proteins which have greater half-life, O-glycosylated fusion protains modified
by the additlon of chondroitin sulfate, and biotinylated fusion proteins, as described further
below.

"Substantially similar functional activity* and "substantially the same biological function
or activity” each means that the degree of blological actlvity that Is within about 30% to 100% or
more of that biological activity demonstrated by the polypeptide to which it Is being compared
when the blological activity of sach polypeptide Is determined by the same procedure or assay.
For example, a fusion proteln or TM domain(s}) that has substantially simliar functional activity to
the fusion protein of Example 2 (SEQ ID NO:2) Is one that, when testad In the protein C
activation assay {chromoganic) describad In Example 5, demonstrates accumulation of
activaied protein C. A 'targating proteln that has substantially similar functional activity to the
anti-TF antibody of Example 1 (SEQ ID NO:1) Is one that, when tested in the aTF/FVila assay
or FX activation assays described in Example 5, demonstrates the abllity to bind to or neutralize
TF or the FVIla/TF complex.

“Similerity” between two polypeptides is determined by comparing the amino acid
sequence and Its conserved amino acid substitutes of one polypeptide to the sequence of a
second polypeptide. Such conservative substitutions Include those described above in The
Atlas of Protein Sequence and Structure 5 by Dayhoff (1978) and by Argos (1888) EMBO J.
8:779-785. For example, amino aclds belonging to one of the following groups represent
conservative changes:

-Ala, Pro, Gly, Gin, Asn, Ser, Thr:
-Cys, Ser, Tyr, Thr;
-Val, lle, Lau, Met, Ala, Phe;
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-Lys, Arg, His;
-Phe, Tyr, Trp, His; and
-Asp, Glu.

All other technical terms used herein have the same meaning as ls commonly used by
those skilied in the art to which the present invention belongs.

Targeting Protein:
The targeting protein of this invention is a protein that has the abllity to epecifically bind

to a particular preselected target molecule, 8.g., TF or the FVila/TF complex, and then serves
to direct the fusion protein to a call or tissue bearing the preselacted target malecule.

in one embodiment of this invention, the targeting protein Is an antibody that can bind to
and neutrallze TF or the FVIla/TF complex. “Antibody” as used herein includes intact
immunoglobulin ("ig”) molecules, as well as fragments thereof, such as Fab, F{ab'),, and Fv,
which are capable of binding an epitope of TF or the FVIla/TF complex. Typically, at least 6, 8,
10, or 12 contiguous amino aclds are required to form an epltope. However, epltopes which
Involve non-contiguous amino acids may required more, e.g. at least 15, 25, or 50 amino ackis.

Typlcally, an antibody that binds specificaily to TF or the FVIIa/TF complex provides a
detectlon signal at least 5-, 10-, or 20- fold higher than a detection signal provided with other .
proteins when used in an IiInmunochemical assay. Preferably, antibodies that bind spacifically
to TF or the FVIla/TF complex do not detact other proteins in iImmunochemica! assays and can
immunoprecipitate TF or the FVIla/TF complex from solution.

TF or the FVHa/TF complex can be used to immunize a mammael, such as a mouse, rat,
rabblt, guinea plg, monkey, or human to produce polycional antibodiea. If desired, TF or the
FVIla/TF complex can be conjugated to a carrier proteln, such as bovine serum albumin,
thyroglobulin, and keyhols fimpst hemocyanin. Depending on the host species, various
adjuvants can be used to ncrease the immunologica! response. Such adjuvants include, bitt
are not limited to, Freund's adjuvant, mineral gels (e.g., aluminum hydroxide), and surface
active substances (e.g., lysolecithin, piuronic polyols, polyanions, peptides, oli emulsions,
keyhole limpet hemocyanin, and dinitrophenol). Among adjuvants used in humans, BCG (baciiil
Calmette-Guerin) and Comybacterium parvum are especially useful,
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Monoclonal antibodles that bind specifically to TF or the FVila/TF complex can be
prepared us!ng any technique which provides for the production of antlbody molecules by
continuous cell lines In culture. These technigues Inciude, but are not limited to, the hybridoma
technique, the human B-cell hybridoma technique, and the EBV-hybridoma technique (Kohler et
al. (1085) Nature 256:485-497; Kozbor et al. (1885) J. Immunol. Methods 81:31-42; Cote ot al.
(1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026-2030; and Cote ! al. (1984) Mol. Cell Blol. 62;:109-
120).

In addition, techniques developed for the production of “chimeric antibodles," the
splicing of mouse antibody genes to human antibody genes to obtain a molecule with
appropriate antigen spedlficity and blological activity, can be used (Morrison et &l. (1984) Proc.
Natl. Acad. Scl. USA 81:6851-6855; Neuberger of al. (1984) Nafure 312:604-6808; Takeda ef al.
(1985) Nature 314:452-454). Monoclonal and other antibodies also can be *humantzed” to
prevent a patient from mounting an immune response against the antibody when it is used
therapeutically. Such antibodies may be sufficiently similar in sequence to human antlbodies
to be used directly in the fuslon protein or may require alteration of a few key residues.
Sequence differences betwean rodent antibodies and human sequences can be minimized by
replacing residues which differ from those in the human sequencas by site direcled
mutagenesis of individual residues or by grafting of entire complementarity determining regions.
Altelmatively, humanized antibodies can be produced using recombinant methods, as described
in GB21886368. Antibodies that bind specifically to TF or the FVIla/TF complex can contain
antigen-binding sites which are either partially or fully humanized, as disclosed in U.S. Patent
5,565,332, :

Alternatively, techniques described for the production of single chain antibodles can be
adapted using methods known in the art to produce single chain antibodies that specifically bind
to TF or the FVila/TF complex. Antibodles with related specificity, but of distinct idiotyplc
composition, can be generated by chaln shuffling from random comblnatorial Ig libraries (Burton
(1891) Proc. Nati. Acad. Sci. USA 88:11120-11123).

Single chain antibodles also can be constructed using a DNA ampiification method, such
as PCR, using hybridoma cDNA as a template (Thirion et a/. (1096) Eur. J. Cancer Prev., 5:507-
511). Single chaln antibodles can be mono- or bispecific, and can be bivalent or tetravalent.
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Construction of tetravalent, bispecific single chain antibodies is taught, for example, in Coloma
and Morrison (1997) Nall. Biotechnol. 15:158-163. Construction of bivalent, bispeclfic single
chain antibodies Is taught in Mallendar and Voss (1994) J. Biol. Chem. 269:199-216,

A nucleotide sequence encoding a single chain antibody can be constructed using
manual or automated nucleotide synthesis, cloned Into an expresslon construct using slgndard
recombinant DNA methods, and introduced Into a celf to express the coding sequencs.
Alternatively, single chain antibodies can be produced directly using, for exampie, filamentous
phage display technology (Verhaar et al. (1995) Int. J. Cancer 61:497-501; and Nicholls ef al.
(1993} J. Immunol. Meth. 165:81-91).

Antibodies that bind specifically to TF or the FVila/TF complex can also be produced by
inducing in vivo production in the lymphocyte population or by screening Ig (ibraries or panels of
highly specific binding reagents as disclosed In the literature. (Orlandl et al. (1889) Proc. Natl.
Acad. Sci, USA 86:3833-3837; Winter ef al. (1991) Nature 349:293-209).

in another embodiment of this invention, the targeting protein Is a targeting molety other
than an antibody that can bind to and neutrallze TF. Two such examples are active site
Inhiblted factor FVlla (FVliai) and tissue factor pathway Inhibltor (TFPI).

Both FVlla and FViiai form a high affinity complex with TF (Sorenson, B.B. and Rao,
L.V. (1988) Bfood Cosagul. Fibrinolysis 8(Supp! 1).8687-71). FVilaiis a TF neutralizing
anticoagulant that acts by competing with endogenous FVlla for binding to exposed TF. FVilai
inhiblts the ability of proteclytically active FVlia to form a competent FVila-TF complex and in
this way inhiblits Initlation of coagulation. By genetically fusing TM domains to FVilai, TM could
be targeted to TF-rich prothrombotic surfaces.

The cDNA encoding human FVII has been Isolated and sequenced (Hagen, H.S. et al.
(1888) Proc. Natl, Acad. Sci, USA 83(8):2412-2416, which Is Incorporatad hereln by reference).
The human FVII cDNA can bs made by standard recombinant DNA techniques starting from
mRNA isolated from human liver. FVllai cen be made by mutating the active slte serine by
standard recombinant DNA techniques or by chemically treating catalytically active FVila with a
peptidyl chioromathylkatone, which irmeversibly modifies and inhibits the active site.
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TFP! targets and inhibits the FVIla/TF complex In a FXa dependent fashion (Salemink, 1.
ot al. (1998) J. Blol. Chem. 274(40):28225-28232). TFPI first binds o FXa and then the TFPI-
FXa complex binds to and Inhibits the FVIla/TF complex. By genetically fusing TM domalns to
TFPI, TM could be targeted to TF-rich prothrombotic surfaces.

The cDNA encoding human TFPI has been Isolated and sequenced (Wun, T.C. et al.
(1988) J. Biol. Chem. 263(13):6001-6004, which Is Incorporated herein by reference). The
human TFPI cDNA can be made by standard recombinant DNA techniques starting from mRNA
isolated from human liver.

The targeting protein of this invantion {i.e, antibodies or other relevant proteins) can be
expressed and purified by methods well known in the arl. For examplae, antibodles and proteins
can be affinity purified by passage over a column to which TF is bound. The bound antibodies
or proteins can then be sluted from the column using a buffer with a high sait concentration.

In one preferred embodiment of this invention, the targeting proteln Is a TF-binding scFv
antibody that inhibits activation of FX by the FViia/TF complex and does not compete with FViia
binding. In order to produce the TF-binding scFv antibody, the human antibody library
HuPhaBL3, which was displayed on flamenious phage, was selected against immobilized
soluble TF. Antibodies from TF binding phage were overexpressed in E. coll and afflnity
purified using an e-tag column. The purifled antlbodies were further characterized using
BlAcore, a sTF dependent factor Vlla assay (sTF/FVila assay), a FX activation assay, and the
PT assay. The sequence of the TF-binding scFv antibody, designated scFv(TF)3a10, is shown
in Example 1 and corresponds to SEQ ID NO:1. The Isolation, production and characterization
of the TF-binding scFV antibody are described In greater detall below.

Thrombomodulin:
The TM domaln(s) portion of the fuslon protsin acts as a cofactor for thrombin catalyzed

activation of protsin C, which in tum degrades factors Va and Vlila thereby preventing further
thrombus formation. The domains of TM include e.g., the N-terminal hydrophobic reglon
domain, the EGF123 domain, the interdomain loop betwaen EGF3 and EGF4, the EGF456
domaln, and the O-glycosylated Ser/Thr-rich region domain. The EGF456 domaln, In particular,
mediates thrombin binding and protein C activation (Kurosawa, S. ef al. (1988), supra; and
Zushi, M. et al. (1988) supra). In preferred embodiments of this Invention, the TM domaln(s)
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portion of the fusion protein comprises the EGF4568 domain alone or In combination with one or
more of the other TM domalins. n still more preferred ambodiments of this invention, the
EGF456 domain contains poinl mutations that render the protein more resistant to oxidative
damage and proteases and/or increase Iis catalytic efficlency.

' *The full length DNA sequence encoding human TM facliitates the preparation of genes
and Is used as a starting point to construct DNA sequences encoding TM peptides and fuslon
proteins containing TM and fragments/peptides of TM.

The full-length gene for TM can be prepared by several methods. Human genomic
libraries are commercially available. Oligonucleotide probes; speclfic to these genes, can be
synthesized using the published gene sequence. Mathods for screening genomic libraries with
oligonucleotide probes are known. The publication of the gene sequence for TM demonstrates
that there are no introns within the coding reglon. Thus, a genomic clons provides the
necessary starting material to construct an expression plasmid for TM using known methads.

A TM encoding DNA fragment can be retrieved by taking advantage of restriction
endonuclease sites that hava been identifled in regions which flank or are Internal to the gene.
{(Jackman, RW. et al. (1987), suprs). Altamately, the full-dlength genes can also be obtained
from a cDNA bank. For example, messanger RNA prepared from endothelial cells provides
sultable starting material from the preparation of cDNA. Methods for making cDNA banks are
well known (see e.g., Sambrook, J.F. et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory (1889), which is hereln Incorporated by reference).

Fusion Protein:

The anticoagulant fusion protein of this invention comprises a targeting protein that
binds to sither TF or the FVIla/TF complex, and which Is aperably linked to the TM EGF456
domain alone or in combination with at least one other TM domain selected from the group
consisting of the N-terminal hydrophobic region domain, the EGF123 domaln, the Interdomain
loop between EGF3 and EGF4, and the O-glycosylated Ser/Thr-rich domaln, or analogs,
fragments, derivatives or variants thereof. The fusion protein can comprise the targeting
proteln linked with the domains of TM In any comblination.

>
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in one particularty preferred embodiment, the fusion protein comprises an antibody that
binds TF, operably linked to the TM EGF456 domain and the interdomain loop between EGF3
and EGF4 ("TMI456"), or analogs, fragments, derlvatives or varlants thereof.

The fusion protein of the present invention includes, but it not limited to, constructs in
which the C-terminal portion of a single chain antibody Is fused to the N-terminal portion of an
analog, fragment, derivative or variant of 8 TM domalin(s), the C-terminal portion of an igG
antibody is fused to the N-terminal portion of an analog, fragment, derivative or variant of a TM
domain(s), the C-terminal portion of an Fab antibody is fused to the N-terminal portion of an
analog, fragment, derlvative or variant of a TM domain(s), the N-terminal portion of a single
chain antibody s fused to the C-terminal portlon of an analog, fragment, derivative or variant of
a TM domain(s}, the N-terminal portion of an IgG antlbady s fused to the C-terminal portion of
an analog, fragment, derivative or variant of a TM domalin(s), the N-terminal portion of an Fab
antibody is fused to the C-terminal portion of an analog, fragment, derivative or variant of a TM
domain(s), more than one single chain antibody is fused to both the N-terminal and the C-
terminal portions of an analog, fragment, derivative or variant of a TM domaln(s), more than
one IgG antibedy is fused to both the N-terminal and the C-terminal portions of an analog,
fragment, derivative or variant of a TM domain(s), more than one Fab antibody Is fused to both
the N-terminal and the C-terminal portions of an analog, fragment, derivative or variant of a TM
domaln(s), more than one analog, fragment, derivative or varlant of a TM domain(s) is fused to
both the N-termlnal and the Cterminal portlons of a single chain antibody, more than one
analog, fragment, derivative or variant of a TM domain(s) is fused to both the N-terminal and
the C-terminal portions of an igG antibody, more than one analog, fragment, derivative or
variant of a TM domain(s) Is fused to both the N-terminal and the C-terminal portions of an Fab
antibody, one or more than one analog, fragment, derivative or variant of a TM domain(s) is
fused to both the N-terminal and the C-terminal portions of a dimeric single chain antibody.

The fusion protelns of the present invention Include the fuslon proteins of Examples 2
{SEQ D NO:2) and 3 (SEQ ID NO: 3), as well as those fusion proteins having insubstantial
variations In sequence from them. An "insubstantial variation® would Include any sequencs,
substitution, or deletion variant that maintains substantialily at least one blological function of the
polypeptides of this Invention, preferably cofactor activity for thrombin-mediated protein C
activation. These functional equivaients may preferably include fuslon proteins which have at
least about a 80% Identity to the fusion protelns of SEQ ID NOs:2 or 3, and more preferably at

A



WO 03920602 PCT/USUI1351]
19

least a 85% identity to the fusion proteins of SEQ ID NOs:2 or 3, and still more preferably at
least a 97% identlty to the fuslon proteins of SEQ ID NOs:2 or 3, and also include portlons of
such fusion proleins having substantially the same biological activity. However, any fusicn
protein having Insubstantial variation In amino acid sequence from the fusion prolains of SEQ
ID NOs:2 and 3 that demonstrates functional equlvalency as described further herein is
Included in the description of the present invention.

in another embodiment, the fusion protein comprises an antibody that binds TF operably
linked to TM domain EGF3, which Is required to actlvate thrombin-activatable fibrinolysis
activator (TAF1).

Analogs, Fragments, Detlvatives and Varlants:
An analog, fragment, derivative, or variant of the fusion proteins, as well as targeting

proteins or TM domain(s), of the present Invention may be: (f} one in which one or more of the
amino acid residues are substituted with a conserved or non-conserved amino acid residue
(preferably a conserved amino acid residue) and such substituted amino acid residue may or
may not be one encoded by the genetic code; or (ii) one in which one or more of the amino acid
residues Includes a substituent group, or (ilf} one in which the mature fuslon protein is fused
with another compound, such as a compound to increase the haif-life of the fusion protein (for
example, polyethylena glycol), or {lv) one In which additional amino acids are fused to the
mature fusion protein, such as a leader or secretory saquence or a sequence which is
employed for purification of the mature fusion protain, or (v) one In which the polypeptide
sequence Is fused with a larger polypeptide, l.e., human albumin, an antibody or Fc, for
increased duration of effact. Such analogs, fragments, derivatives, and variants are deemed to
be within the scope of those skilled in the art from the teachings herein.

Preferably, the derlvatives of the present invention will contaln conservative amino acld
substitutions (defined further below) made at one or more predicted, preferably nonessential
amino acld residues. A “nonessential® amino acid residue is a resldue that can be altered from
the wild-typs sequancs of a protsin without altsring the blological activity, whereas an
"essential” amino acid resldue Is required for biological activity. A “conservative amino acld
substitution® is one In which the amino acid resldus Is raplaced with an amino acid resldue
having a simliar side chain. Familles of amino acld residuss having simllar side chaing have
been defined In the art These familles Include amino aclds with basic side chalns (e.g., lysine,
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arginine, histidine), acidic side chains (e.g., aspartic acid, giutamic acid), uncharged polar side
chalns (e.g., glycine, asparagine, glutamine, serine, threonins, tyrosine, cystaine), nonpolar
side chalns (e.g., alanine, valine, leucine, Isoleucine, proline, phenylalanine, methionine,
tryptophan), beta-branched side chains {e.g., threonine, vaiine, isoleucine) and aromatic side
chains (e.g., tyrosine, phenyialanine, tryptophan, histidine). Non-conservative substitutions
would not be made for conserved amino acid resljues or for amino acid reskdues residing within
a conserved protein domain, unless the non-conservative substitutions are made to render the
resulting fusion protein more resistant to oxidative damage and proteases and/or increase its
catalytic efficiency. Fragments or biologically active portions include polypeptide fragments
sultable for use as a medicament, as a research reagent, and the like. Fragments include
peptides comprising amino acid sequences sufficlently gimllar to or derfved from the amino acld
sequences of a fuslon protein of this Invention and exhibiting at least one activity of that
polypeptide, but which include fewer amino acids than the fulldength polypeptides disciosed
hereln. Typically, blologicaily active portions comprise a domain or motif with at least one
activity of the polypeptide. A biologically active portion of a polypeptide can be a peptide that Is,
for example, 5 or more amino acids In length. Such blologlc'ally active portions can be prepared
synthetically or by recombinant techniques and can be evaluated for one or more of the
functional activities of a polypeptide of this inventlon by means disclosed hersin and/or well
known in the art.

Moreaver, preferred derivatives of the present Invention Include mature fuslon proteins
that have been fused with another compound, such as a compound to increase the half-ife of
the polypeptide and/or to reduce potential immunogaenicity of the polypeptide (for example,
polyathylene glycol, "PEG"). The PEG can be used to impart water solubliity, size, slow rate of
kidney clearance, and reduced immunogenicity to the fusion proteln. 8See e.g., U.S. Patent
6,214,066. In the case of PEGyiations, the fusion of the fusion protein to PEG can be
accomplished by any means known to one skilled in the art. For example, PEGylation can be
accomplished by first Introducing a cystelne mutation Into the fusion protein, followed by site-
spacific derivatization with PEG-maleimide. The cystsine can be added to the C-terminus of
the peptides. See, 6.g., Tautsumi et al. (2000) Proc. Natl, Acad, Scl. USA 97(16):8548-8553.
Ancther modification which can be made to the fusion protein involves blotinylation. In certain
instances, it may be useful to have the fusion protein blotinylated so that it can readlly react with
streptavidin. Methods for blotinylation of proteins are well known In the art. Additionally,
chondroltin sulfate can be linked with the fusion protein.
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Varlants of the fusion proteins, targeting proteins and TM domain(s) of this invention
include polypeptides having an amino acld sequence sufficlently simllar to the amino acld
sequence of the original fusion proteins, targsting proteins and TM domalin{s). The term
“sufficiently simllar’ means a first amino acld sequence that contains a sufficlent or minimum
number of identical or equivalent amino acid residues relative to a second amino acid sequence
guch that the first and second amino acld sequences have a common structural domaln and/or
common functional activity. For exampie, amino acld sequences that contain a common
structural domain that Is at least about 45%, preferably about 75% through 88%, identical are
defined hereln as sufficlently similar. Preferably, variants will be sufﬂdenﬂ'y similar to the amino
acid sequence of the preferred fusion proteins of this Invention. Variants Include variants of
fusion proteins encoded by a polynuciaotide that hybridizes to a polynuciectids of this invention
or a complement thereof under stringent conditions. Such varants generally retain the
funclional actlvity of the fusion proteins of this Inventlon. Llbraries of fragments of the
polynucleotides can be used to generate a variegated population of fragments for screening
and subsequent selection. For example, a library of fragments can be generated by treating a
double-stranded PCR fragment of a polynucieotide with a nuciease under conditions wherein
nicking occurs only about once per molecule, denaturing the double-stranded DNA, renaturing
the DNA to form double-stranded DNA which can include sense/antisense pelrs from different
nicked products, removing single-stranded portions fram reformed duplexas by treatmant with
81 nuclease, and ligating the resuiting fragment library Into an expression vector. By this
method, one can derive an expression library that encodes N-termln'al and Intemal fragments of
various slzes of the fuslon protelns of this Invention.

Variants include fusion proteins, as well as targeting proteins and TM domain{s), that
differ in amino acid sequence due to mutagenesis. Variants that have cofactor activity for
thrombin-mediated protein C activation can be Identifled by scresning combinatorial librarles of
mutants, for example truncation or point mutants, of the fusion protsina or TM domaln(s) of this
invention using the protein C activation assay described in Example 5. Varlants that have TF-
or FVila/TF complex-binding activity can be identified by screening combinatorial ibraries of
mutants, for example truncation or point mutants, of the fusion proteins or targeting protsins of
this Invention using the sTF/FVIla assay or FX activation assays of Example 5 desctibed In
Example §. in addition, bioequivalent analogs of the fusion protsins may also be constructed
by making varlous substitutions an residues or sequancas In the TM domaln(s) portion of the
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fusion protein which can render the fusion protein more oxidation damage or protease resistant,
see 6.g., U.S. Patent 5,827,824, or increase the catalytic efficlency of the fusion protein, see
a.g., Adler, M. et al. (1995} J. Blol. Chem. 270(40):23366-23372, and PCT patent application
W001/88352, published 27 December, 2001, all of which are fully incorporated herein by
refarence.

In one embodiment, a variegated llbrary of variants is generated by combinatorial
mutagenesis at the nucleic acid level and is encoded by a varieagated gene library. A varlegated
library of variants can be produced by, for example, enzymatically ligating a mixture of synthetic
oligonucleotides into gene sequences such that a degenerate set of potential variant amino acld
sequences is expressible as Individual polypeptides, or, alternately, as a sel of larger fusion
proteins (for example, for phage display) containing the set of sequences therein. There are a
variety of methods that can be used to produca librarles of potential variants from a degenerate
oligonucleotide sequenca. Chemical synthesis of a degenerate gene sequence can be
performed in an automatic DNA synthesizer, and the synthetic gene then ligated Into an
appropriate expression vector. Use of a degenerate set of ganes allows for the provision, in
one mixture, of all of the sequences ancoding the desired set of potential variant sequencas.
Methods for synthesizing degenerate aligonuciaotides are known in the art (see, e.g., Narang
(1983) Tetrahedron 39:3; ltakura et al, (1884a) Annu. Rev. Blochem. 53:323; llakura ef a/.
(1984b) Science 198:1056; ke ef al. (1983) Nucleic Acld Res. 11:477).

Several techniques are known In the art for screening gene pmd'ucts of combinatorial
libraries made by point mutations or truncation, and for screening cDNA libraries for gene
products having a selected property. Such techniques are adaptable for rapld screening of the
gene libraries generated by the combinatorial mutagenesis of fusion proteins, as well as
targeting proteins and TM domain(s), for cofactor activity for thrombin-mediated protein C
activation or TF- or FVIla/TF complex-binding activity. The most widely used techniques, which
are amenable to high throughput analysis for screening large gene fibraries typlcally include
cloning the gene library into replicable expression vectors, transforming appropriate cells with
the resulting library of vectors and expressing the combinatorial genes under conditions In
which detection of a desired activity facllitates Isolation of the vector encoding the gene whose
product was detected. Recursive ensemble mutagenesis (REM), a technique that enhances
the frequency of functional mutants In the librarles, can be used in combination with the
screening assays to identify the desired varants.
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Producing fusion orotelns:
Thae fusion protein of this invention is produced by fusing the targeting protein to, or

otherwise binding it to, the TM domain(s) or analogs, fragments, derivatives or varlants thereof
by any method known to those skilled In the art. The two components may ba chemically
bonded together by any of a varlety of well-known chemical procedures. For example, the
linkage may be by way of heterobifunctional cross-linkers, e.g., SPDP, carbodlimide,
glutaraldehyde, or the like.

In a more preferred embodiment, the targeting protein of this Invention can be fused to
the TM domain(s) by recombinant means such as through the use of recombinant DNA
techniques to produce a nuclelc acid which encodes both the targeting protein and the
polypeptide encoding the TM domain(s) and expressing the DNA sequence In a host cell such
as E. coll or a mammalian cell. The DNA encoding the fusion protein may be cloned in cDNA
or In genomic form by any cloning procedure known to those skilled in the art. See for
example, Sambrook, J.F. et al, (1989) supra.

In the case where tha targeting protein is an antlbody, once a DNA sequence has been
identified that encodes a Fv region which when expressed shows specific binding activity,
fuslon proteins comprising that Fv reglon may be prepared by methads known to one of skill In
the art. Thus, for example, Chaudhary, V.K. et al. (1989) Nature 339(8223). 3864-397; Batra, -
J.K. of al. (1980) J. Biol. Chem. 265(25):15198-15202; Batra, J.K. et al. (1889) Proc. Natl.
Acad. Scl. USA 86(21).8545-8549; Chaudhary, V.K, ef al. (1890) Proc. Natl. Acad. Sal. USA
87(3):1068-1070, all incorporated by reference, describe the preparation of various single chain
antibody fusion proteins. The Fv region may be fused directly to the TM domaln(s) or may be
joined via a linker sequence. The finker sequence may be present simply to provide space
between the targeting molety and the TM domain(s) or to facliltate mobiiity between these
reglons to enable them to each attaln thelr optimum conformetion. The DNA sequence
comprising the connector may also provide sequences {such as primer or restriction sites) to
facliitate cloning or may pressrve the reading frame between the sequence encoding the
targeting molety and the sequerice encoding the TM domain{s). The design of such connector
peptides will be well known to those of skill In the art.
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In the present Invention, linker sequences can be used for linking the targeting proteln
with the TM domalin(s). In one preferred embodiment of the present invantion, two iinker
sequences are used in constructing a fusion protein comprised of a single chain antibody and
the TM EGF456 domain and the interdomain loop belween EGF3 and EGF4 (TMi458). The
first links the heavy and light domains of the single chain antlbody. The first linker sequence Is
5 amino acids In length. It will be apparent that other short linker sequences, from 0 to 10
amino aclds may be used. The second linker In the present Invention is a 15 amino acld linker
that links the antibody to the TM domain(s). it will be apparent to those of skill in the art that
many different linker sequences may be usad and stlll result in a fusion proteln which retains
anticoagulant activity and the activation of protein C. Modlfications of the existing linker will be
aimed at maximizing the enhancement of proteln C activation on TF-containing phospholipid
surfaces.

In a preferred approach, the single chain antibody was prepared using a phage display
iibrary. in the first step of constructing a phage dispiay fibrary, the variable genes (Vy (from
IgM) V, and V) were PCR cloned from pooled mRNA from human bone marmow, lymph node
and spleen using a set of famlly specific primers. The resuitant pCITE-Vy (3.8x10 ® members),
pZ604-V, (1 .6x107) and pZ6804-V, (3.2x1 0') ibrarles represent a permanent and high diversity
of V genes. The Vy genes were amplified from pCITE-Vy, library. The V, and V, genas were
PCR amplifiad from the pZ604-V, and pZ604-V,_ library with reverse J, and linker sequence at
the §'end. The gel purifled Vy, V., and V contalning PCR products were then spliced together
to make the scFv gane repertoire. The scFV gane repertolre was cloned to a phagemld vector
pZB803, and the figation product was electroporated into competent TG1 E. coff cells o generate
the scFV phage display library, HuPhabL3, with 5.2x10° Individual transformants (Kay, B.K. et
al. (1996) Phage Display of Pepfides and Proteins: A Laboratory Manual, Academic Press, San
Diego CA; Marks, J.D. et al. (1991) J. Mol. Biol. 222(3).581-587; Sheets, M.D. et al. (1998)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(11).6157-6162).

In a preferrad embodiment of the present Invention, a single chain antibody
(scFv(TF)3e10) was prepared which has a single Vy/Vy. binding site for TF. The amino acid
sequence of scFv(TF)3e10 (SEQ ID NO:1), Is depicted In Example 1.
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in a preferred embodiment of the present invention, & PCR fragment contalning the
TMI456 sequence (with M388L and H381G mutallons) flanked by Notl sites was subcloned into
the Notl site of pZ812/3e10 (a bacterial expression vector for scFv(TF)3e10 based on
pCANTABS from Pharmacia). Hereln, point mulations In the TM portions of the fusion proteins
of the invention are specified the single letter designation of the amino acid residue of native
TM, followed by the amino acid position number in mature TM and the single Ietter designation
of the amino acld mutatlon. For example, M388L indicates that the methlonine at amino acld
position 388 of mature TM has been changed to leucine. The Noti site Is between the antibody
sequence and the e-tag sequence. This generaled a bacterial expression construct (pKM101)
for a fusion protein comprised of the scFV{TF)3e10 —a 15 amino acid linker ~ TMI4586, followed
by the e-tag sequence. To generate a mammalian expression vector a PCR fragment was first
generated from the pKM101 template. This'{ragment was designed for ligation Into the
Stul/Mscl sites of the TM expression vector pTHR525. This generated a vector (pKM113) that
had the Solulin signal sequence followed by the sequence for the mature fusion protein
followed by the e-tag sequence. The vector contains the ampicillin resistance gene and the
hydromycin and DHFR selection markers. The expression is driven by the MPSV LTR
promoter. Site directed mutagenesis was performed on this vector to include the R456G and
H457Q mutations which confer protease resistance to the TM portion. The resuiting vector is
referred to as pKM115. The pMiK115 vector had a 15 amine acid linker separating the Vy and
V. domains and another 15 amino acid linker separating the V, domalin from the TMI456. The
linker separating the Vy; and V, was decreased to 5§ amino aclds to drive the formation of a
higher avidity dimer, referred to as pHM115.5. The fuslon protein encoded by pHM115.5,
scFv(TF)3e10-TMi456 (SEQ ID NO: 2), is depicted In Example 2. An additional vector,
pKM125, was generated using standard recombinant DNA technology by deleting 3 amino
aclds (GAP) between the § amino acid linker separating the Vy and V| domains and deleting
the e-tag at the C-terminus of the fuslon protein. The resulting fusion protein, scFvWTF)3e10-
TMI456A (SEQ 1D NO:3), is depicted in EXample 3.

Expresslon and Purification of Fusion Proteins;
There are several ways {0 express the recombinant fuslon proteins i vitro, Including £

coli, baculovirus, yeast mammalian cells or other expression systams. Methads for the
expression of cloned genes In bacterla are well known. To obtaln high level expression of a
cloned gens in a prokaryotic system, it Is essential to construct expression vectors which
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contain, at the minimum, a strong promoter to direct MRNA transcription termination. Examples
of regulatory reglons sultable for this purpose are the promoter and operator reglon of the E.
colf beta-glucosidase gene, the E. coli tryptophan biosynthetic pathway, or the leftward
promoter from phage Lambda. The inclusion of seleclion markers in DNA vectors transformed
In E. coll Is useful. Examples of such markers Include the genes specifying resistance to
ampiciilin, tetracyciine, or chioramphenicol.

Of the higher eukaryotic cell systems useful for expression of the fusion profeins and
analogs, thereof, there are numerous cell systems to select from. Mustrative examples of
marmmallan cell lines include but are not limited to RPMI 7932, VERO and Hela cells, Chinese
hamster ovary (CHO) cell lines, WI38, BHK, COS-7, C127 or MDCK cell lines. A prefarred
mammatian cell lines is CHL-1. When CHL-1 is used hygromycin is included as a eukaryotic
selaction marker. CHL-1 cells are derived from RPMI 7032 melanoma celis, a readily avallable
human cell line. The CHL-1 cell line has been deposited with ATCC according to conditions of
the Budapest Treaty and has besn assigned #CRL 8446, deposited Jun. 18, 1987. Cells
suitable for use in this invention car commercially avallable from the ATCC. lliustrative cell lines
include Spodopiera frugiperda and Bombyx mori.

The prokaryotic system, E. coli, is not able to do post-translational modification, such as
glycosylation. In addition proteins with complex dlsulfide pattems are often misfolded when
expressed In E. cofi. For the fusion protein described hereln there was a marked reduction In
the thrombomeodulin cofactor activity when expressed in E. coli although both activities were stlll
present. With the prokaryotic system, the expressed proteln is either present in the cell
cytoplasm In an insoluble form so-called Incluslon bodles, found In the soluble fraction after the
cell has fysed, or Is directed into the periplasm by addition of appropriate secretion signal
sequences. if the expressed protein is in insoluble Inclusion bodies, solubilization and
subsequent refolding of the Incluslon bodles is usually required.

Many prokaryotic expresslon vectors are known to those of skill in the art such as
pKK223-3 (Pharmacia Fina Chemicals, Uppsala, Sweden), pKK233-2 (Clontech, Palo Alto, CA,
. USA), and pGEM1 (Promega Blotach, Madlson, Wi, USA), which are commercially avallable.

Promoters commoniy used in recombinant microblal expression systems inciude the
beta-lactamase (penicillinase) and lactose promoter system (Chang, A-C. et al. (1078) Nature
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275(5681):617-824; Goeddel, D.V. ot al. (1979) Nature 281(5732):544-548), the tryptophan
(trp) promoter system (Goeddel, D.V. ef al. (1980} Nuc!. Acids Res, B(18):4057-4074) and tac
promoter (Manlatls, T. et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory (1882)). Another useful bacterial expression system employs the lambda phage pL
promoter and clts857 thermoinducible repressor (Bemard, H.U. ef gl. (1079) Gene 5(1):569-76;
Love, C.A. ot a/. (1996) Gene 176(1-2):40-53). Recombinant fusion proteins may also be
expressed In yeast hosts such as Saccharomyces cerevisiae. It usually gives the abllity to do
various post-translational modifications. The expressed fusion protein can be secreted info the
culture supernatant where not many other proteins reside, making purification easler. Yeast
vectors for expression of the fusion proteins in this invention contaln certain requisite features.
The elements of the vector are generally derived from yeast and bacteria to permit propagation
of the plasmid in both. The bacterial elements include an origin of replication and a sslectable
marker. The yeast elements include an origin of replication sequence (ARS), a selectable
marker, a promoter, and a transcriptional terminator.

Suitable promoters In yeast vectors for expression inciude the promoters of TRP1 gene,
the ADH1 or ADHII gene, acld phosphatase (PHO3 or PHOS5) gene, Isocytochrome gene, or the
promoters Involved with the glycolytic pathway, such as the promoter of enclasa,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (QADPH), 3-phoephoglycerate kinase (PGK),
hexokinase, pyruvate kinase, triosephosphate isomerase and phosphoglucose lsomerase
(Hitzeman, R.A. ef al. (1960) J. Blol. Chem. 255(24):12073-12080; Hess, B. et al. (1968) J.
Adv. Enzyme Reg. 7:149-187, and Holland, M.J. and Holtand, J.P. (1878) Blochemistry
17(23):4800-4907).

Commerclally avallable yeast vectors Include pYES2, pPICS (Invitrogen, San Diego,
CA). Yepc-pADH2a, pYcDE-1 (Washington Research, Sealtle, WA), pBC102-K22 (ATCC #
672565), and YpQX285GAL4 (ATCC # 87233). Mammalian cell lines Including but not limited to
COS-7, L cells, C127, 373, Chinese Hamstar Ovary (CHO), Hela, BHI, CHL-1, NSO, and
HEK283 can be employed to express the recombinant fusion proteins In this invention. The
recombinant protsins produced in mammalian cells are normally soluble and glycosylated and
have authentic N-terminl. Mammallan expression vectors may contain non-transcribed
elements such as an origin of replication, promoter and enhancer, and 5 or 3' nontransiated
sequences such as rihosome binding sites, a polyadenylation site, acceptor site and splice
donor, and transcriptional termination sequences. Promoters for use in mammallan expression
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vectors usually are for example viral promolers such as Polyoma, Adencvirus, HTLV, Simian
Virus 40 (SV 40), and human cytomegalovirus (CMV),

Depending on the expression system and host selecled, a homogendous Mmm
fusion proteln can be obtained by using various combinations of conventional chromatography
used for proteln purification. These include: immunoaffinity chromatography, reverse phase
chromatography, cation exchange chromatography, anion exchange chromatography,
hydrophobic interaction chromatography, gel fiitration chromatography, and HPLC if the
expression system secretes the fusion protein Into the growth media, the protein can be purified
directly from the media. If the fusion protein is not secreted, It is Isolated from cell lysates. Call
disruption can be done by any conventlonal method, including freeze-thaw cycling, sonication,
mechanical disruption, or use of cell lysing agents.

In a preferred embodiment of this Invention, the mammallan axpression constructs were
transfectad into CHO DXB11 cells. Stable popuiations were selected using 400 ug/m!
hygromycin B in HAMS/F12 medium. Expression levels were approximately 500 pg/L. To
Increass expression levels a population was selacted using 100 nM methotrexate In aipha MEM
medium. The approximate expression leve! of this population was 5§ mg/l..

The fuston canstruct contains the e-tag sequence at the C-terminus of the protein. Antl-
e-tag affinily columns were purchased from American/Pharmacia Bictech. Cell culture media -
was filtered through a 0.22 pm filter and loaded Into § ml e-tag column at 2 ml/min. The column
was washed with 0.2 M phosphate buffer 0.05% NaN,, pH 7.0, and then collected Into tubes
containing 0.1 volume 1M Tris buffer, pH 8.2 to neutralize the elution buffer. Altemataly, the
filtered culture medium was loadad onto a protein A column. In this case, the column was
washed with 50 mM cliric acld, 300 mM NaCl, pH 6.5 and eluted with the same buffer at pH 3.0.
In both casas, the purifled samples were subsequently loaded onto a Sephadex 200 column to
separate monomer from dimer forms of the fuslon protsin.

Pharmaceutical Compositions; _
The invention aiso provides pharmaceutical compositions which can be administered to

a patient to achleve a therapeutic effect. Pharmacautical compositions of this invention can be
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prepared for administration by comblning fuslon protein having the deslred degree of purity and
the pharmacsutically effective amount with physiologically acceptable carrlers.

The fusion proteins of the present invention ¢an be used in pharmaceutical
composiltions, for intravenous administration or subcutaneous administration or Intrathecal
administration. Thus, the above described fusion proteins preferably will be combined with an
acceptable sterile pharmaceutical carrler, such as five percent dextrose, lactated Ringer's
solution, normal sallne, sterile water, or any other commerclally prepared physiological buffer
solution designed for intravenous Infusion. It will be understood that the selection of the carrier
solution and the dosage and administration of the composition will vary with the subject and the
particular clinical setting, and will be governed by standard medical pracedures.

In accordance with the methods of the present invention, these pharmaceutical
compositions may be administerad In amounts effactiva to Inhibit the pathological
consequences associated with excess thrombin generation in the subject.

Administration of tha fusion protein may be by a bolus iniravenous injection, by a
constant Intravenous infusion or by a combination of both routes. Alternatively, or In addition,
the fuslon protein mixed with appropriate exciplents may be taken into the circulation from an
Intramuscular site. Systemic treatment with fusion protsin can be monitored by determining the
activated partial thromboplastin ttime (PT) on serial samples of blood taken from patient. The
coagulation time observed in this assay Is prolonged when a sufficlent level of the fusion proteln
is achleved In the circulation.

The recombinant fusion proteins and pharmaceutical compositions of this invention are
useful for parenteral, topical, intravenous, oral or local administration. The pharmaceutical
composltions can be administered in a variety of unit dosage forms depending upon the methed
of administration. For a;tample. unit dosage forms can be administared in the form Including
but not imited to tablets, capsules, powder, solutions, and emuisions.

The raecombinant fuslon proteins and pharmaceutical compositions of this invention are
particularly useful for Intravenous administration. The composltions for administration will
commonly comprise a soiution of the single chain antibody or a fusion protsin comprising the
single chain antibody disgolved In a pharmaceutically acceptabls camler, preferably in an
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agqueous carrier. A variety of aqueous carriers can be used, e.g., buffered saline and the like.
These solutions are sterile and generally free of undesirable matter. The compositions may be
sterilized by conventional, well known sterilization techniques,

A typical pharmacsutical composition for Intravenous administration can be readily
determined by one of ordinary skill in the art. The amounts administered are clearly protein
specific and depend on its potency and pharmacokinetic profile. Actual methods for preparing
parenterally administrable compositions will be known or apparent to those skilied In the art and
are described in more detail In such publications as Remington's Pharmaceutical Science, 15%
ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa (1080). '

The compaosttions containing the present fusion proteins or a cocktall thereof (L.e., with
other proteins) can be administered as therapeutic treatments. in therapeutic applications,
compositions are administared to a patient suffering from a bleading disorder or disease in an
amount sufficlent to cure or at least partlally arrest the bleeding. An amount adequate to
accompilish this is defined as a "therapeutlcally effective amount”. Amounts effective for this
use will depand upon the severity of the disease and the general state of the patient's health.

Single or multiple administration of the compositions may be administered depending on
the dosage and frequency as required and tolerated by the patient. In any event, the
composition should provide a sufficient quantity of the proteins of this invention to effectively -
treat the patient.

_ The fusion protelns of the invention, or thelr pharmaceutically acceptable compositions,
are administered In a therapeutically effective amount, which will vary depending upon a varisty of
factors including the activity of the spacific fusion proteln employed; the metabolic stability and
length of action of the fusion protein; the age, body weight, general health, sex, and diet of the
patlent; the mode and time of administration; the rate of excretion; the drug combination; the
saverity of the particular disease-states; and the host undergoling therapy. Generally, a dally
therapeutically effective amount Is from about 0.14 mg to about 14.3 mg/kg of body welght per
day of a fuslon protein of the invention, or a pharmaceutically acceptable composition thereof;
preferably, from about 0.7 mg to about 10 mg/kg of body welght per day; and most preferably,
from about 1.4 mg to about 7.2 mg/kg of body welght per day. For example, for administration to
a 70 kg person, the dosage range would be from about 10 mg to about 1.0 gram per day of a
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fusion protein of the invention, or a pharmacautically acceptable composition thereof, preferably
from about 50 mg to about 700 mg per day, and most preferably from about 100 mg to about 500
mg per day.

Gene Therapy:
A fusion protein of the invention may also be employed In accordance with the present

Invention by expression of such fusion protein /n vivo, which Is often referred to as “gene
therapy”. Thus, for example, cells may be engineered with a polynucieotide (DNA or RNA)
encoding for the fusion protein sx vivo, the engineered cells are then provided to a patient to be
treated with the fusion protein. Such methods are well-known in the art. For example, celis
may be engineered by procedures known In the art by use of a retroviral particle containing
RNA encading for the fusion protain of the present invention.

Local delivery of the anticoagulant fusion proteins of the present invention using gene
therapy may provide the therapeutic agent to the targel area, the endothelial cells lining blood
vessels.

Both in vitro and in vivo gene therapy methodologies are contemplated. Several
methods for fransferring potentially therapeutic genes to deflned cell populations are known.
See, e.g., Mulligan (1993) Sclence 260:926-831. These methods Include:

1} Direct gene transfer. Se, e.g., Wolff et al. (1980) Sclence 247: 1485-1488;

2) Liposome-mediated DNA transfer. See, 8.g., Caplen et al. (1995) Nature Med. 3:39-

48; Crystal (1995) Nature Med. 1:15-17; Gao and Huang (1991) Blochem. Biophys.
Res. Comm. 179:280-285;

3) Ratrovirus-medlated DNA transfer. See, e.g., Kay ef al. (1993) Science 282:117-
118; Anderson (1982) Science 256:808-813.

4) DNA Virus-mediated DNA transfer. Such DNA viruses Include adenoviruses
(preferably Ad2 or AdS based vectors), herpes viruses (preferably herpas simpiex
virus based vectors), and parvoviruses (preferably "defective” or non-autonomous
parvovirus based vectors, more preferably adenc-associated virus based vectors,
most preferably AAV-2 based vectors). Ses, e.g., All et al. (1994) Gene Therapy
1:387-384; U.S. Patent 4, 787,388, Incorporated herein by reference, and U.S.
Patant 5,139,941, incorporated herein by reference.

The cholce of a particular vector system for transferring the gene of interest wili depend
on a varlety of factors. One Important factor is the nature of the target cell population.

T
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Although retroviral vectors have been extensively studied and used In a number of gene
therapy applications, these vectors are generally unsuited for infecting non-dividing cells. in
addition, retroviruses have the potential for oncogenicity. However, recent developments In the
field of lentiviral vectors may circumvent some of thase limitations. See Naldinl et a/. (1996)
Scisnce 272:263-267.

Retroviruses from which the retroviral plasmid vectors hereinabove mentioned may be
derived include, but are not limited to, Moloney Murine Leukemia Virus, spieen necrosis virus,
retroviruses such as Rous Sarcoma Virus, Harvey Sarcoma Virus, avian leukosis virus, glbbon
ape leukemia virus, human immuncodeficlency virus, adenovirus, Myeloprdllfemﬂva Sarcoma
Virus, and mammary tumor virus, in one embodiment, the retroviral plasmid vector Is derived
from Moloney Murine Leukemia Virus.

Adenoviruses have the advantage that they have a broad host range, can infect
quiescent or terminally differentiated caells, such as neurons or hepatocytes, and appear
essentlally non-oncogenic. See, e.g., All ef al. (1994), supra, p. 367. Adenovirusas do not
appear to Integrate into the host genome. Because they exist extrachromosomally, the risk of
Insertional mutagenesis is greatly reduced. All ot al. (1994), supm, p. 373.

Adeno-associated viruses exhibit similar advantages as adenoviral-based vectors.
However, AAVs exhiblit site-spacific integration on human chromosome 18 (All et a/l. (1894),
supra, p. 377).

In a preferred embodiment, the DNA encoding the fuslon protains of this Invention Is
used in gene therapy for disorders including, but not limited to, deep vein thrombosis,
disseminated Intravascular coagulation, acute coronary syndrome or cancer with evidence of
coagulopathy.

According to this embodiment, gene therapy with DNA encoding the fusion proteins of
this invention Is provided to a patient In need thereof, concurrent with, or Immediately after
diagnosis.

The skilled artisan will appreciate that any sultable gene therapy vactor containing DNA
encoding the fusion protein of the Invention or DNA encoding anslogs, fragments, derivativea or
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variants of the fusion protein of the invention may be used in accordance with this embodimant,
The techniques for construcling such a vector are known. See, e.g., Anderson, W.F. {1888)
Nature 392:25-30; Verma |.M. and Somila, N. (1998) Nature 389:239-242, Introduction of the
fusion protein DNA-containing vector {o the target site may be accomplished-using known
techniques.

The gene therapy vector Includes one or more promoters. Sultable promoters which
may be employed include, but are not limited to, the retroviral LTR,; the 8V40 promoter; and the
human cytomagalovirus (CVM) promoter described In Miller et al. (1989) Biotechniquas
7(9):980-890, or any other promoter (e.g., cellular promoters such as eukéryoﬂc cellular
promoters Including, but not limited to, the histone, pol lil, and f-actin promatars). Other viral
promoters which may be employed include, but are not limited to, adenovirus promoters,
thymidine kinase (TK) promoters, and B18 parvovirus promotars. The selectlon of a sultable
promoter will be apparent to those skilled In the art from the teachings contalned herein.

The nucleic acld sequence encoding the fusion protein of the present invention ls under
the control of a sultable promoter. Suitable promoters which may be smployad include, but are
not limited to, adenoviral promoters, such as the adenoviral major late promotsr; or
heterologous promoters, such as the cytomegalovirus (CMV) promoter; the respiratory syncytial
virus (RSV) promoter; inducible promoters, such as the MMT promoter, the metaliothionein
promoter; heat shock promoters; the albumin promoter; the ApoAl promoater; human globin
promoters; viral thymidine kinase promoters, such as the Herpes Simplex thymkdine kinase
promoter; retroviral LTRs (inciuding the modifled retroviral LTRs hereinabove deacribed); the p-
actin promoter; and human growth hormone promoter.

The retroviral plasmid vector is employed fo transduce packaging cell lines to form
producer csll lines. Examples of packaging cells which maybe transfected Include, but are not
limited to, the PES01, PA317, y-2, y-AM, PA12, T18-14X; VT-18-17-H2, yCRE, yCRIP, GP+#-
88, GP+envAm12, and DAN csll lines as described in Miller (1890) Human Gene Therapy 1:5--
14, which is incorporated hereln by referance in its entirety. The vector may transduce the
packaging cells through any means known In the art. Such means include, but are not fimited
to, elactroporation, the use of lippsomes, and CaPO, precipitation. In one altemnative, the
retroviral plasmid vector may be encapsulated Into a Kpoaome, or coupled to a lipld, and then
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administered to a host. The producer cell line generates infectious retrovirat vector particlas
which include the nucleic acld sequence(s) encoding the polypeptides. Such retroviral vactor
particles then may be employed, to transduce eukaryotic cells, either /n vitro or in vivo. The
transduced eukaryotic cells will express the nucleic acid sequence(s) encoding the polypeptide.
Eukaryotic cells which may be transduced Include, but are not limited to, embryonic stem cslls,
embryonic carcinoma cells, as well as hematopoietic stem cells, hepatocytes, flbroblasts,
myoblasts, keratinocytes, endothellal cells, and bronchial apithellal cells.

A different approach o gene therapy is "iranskaryotic therapy” wherein the patient's
celis are treated ex vivo to Induca the dormant chromosomal genes to produce the protein of
Interest after reintroduction to the patlent. Transkaryotic therapy assumes the indlvidual has a
normal complement of genas necessary for activation. Transkaryotic therapy Involvas
introducing a promoter or other exogenous regulatory sequence capable of activating the
nascent genes, into the chromosomal DNA of the patients’ cells ex vivo, culturing and selecting
for active protein-producing cells, and then reintroducing the activated cells into the patient with
the intent that they then become fully established. The “gene activatad” cells then manufacture
the protein of interest for some significant amount of time, perhaps for as iong as the life of the
patient. U.S. Patent Nos. 5,641,870 and 5,733,781 disclose in detall this concept, and are
hereby incorporated by reference In their entirety.

Kits:

This invention further relates to kits for research or dlagnostic purposes. Kits typlcally
Include one or more containers containing the single chaln antibodies of the prasant Invention.
In a preferred embodiment, the kits comprise containers contalning single chaln antibodles In a
form suitable for derivatizing with a second molecule, e.g., TM domain(s) or fragments thereof.
In a more preferred embodiment the kits comprise containers contalning the fusion protsins of
SEQ ID NO:2 or SEQ ID NO:3, '

In another embodiment, the kits may contaln DNA sequences encoding the fusion
proteins. Preferably the DNA sequences encoding these fusion proteins are provided in a
plasmid suitable for transfection into and expresslon by a host cell. The plasmid may contain a
promoter (often an Inducible promoter) to regulate exprassion of the DNA In the host csll. The
plasmid may aiso contain appropriate restriction sites to facliitate the Insertion of other DNA
saquences into the plasmid to produce varlous fuslon protains. The plasmids may also contain
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numerous other elements to facliitate cloning and expression of the encoded proteins. Such
elements are well known to thosa of skill In the art and include, for example, selectable
markers, initlation codons, termination codons, and the like.

L} utic Indications: .

Diseases in which thrombus formation play a significant sticlogical role include
- myocardlal Infarction, dissaminated Intravascular coagulation, deep vein thrombosis, puimonary
embollsm, lschaemic stroke, seplic shock, acute resplratory distress syndrome, unstable angina
and other arterial and venous occlusive conditions. The fusion proteins of ]'.hls invention are
useful In all of these, as well as In other dissases In which thrombus formation is pathological.
Other pathological conditions where the fuslon proteln of this invention may be usefu! include
cancer with coagulopathy and Inflammation. The compounds may also find use in gkin and
veln grafts and organ transplants. By useful it is meant that the compounds are useful for
treatment, either {0 prevent disease or to prevent its progression to a more severe state. The
compounds of this Invention also provide a safe and effective anticoagulant, for example, in
patients recelving bloprostheses such as heart valves. These compounds may replace heparin
and warfarin in the treatment of, for example, pulmonary embollam or acute myocardial
Infarction. The fusion protelns of this invention may also find use in coating medical devices
where coagulation is an lssue of concem.

Assays:

A number of laboratory assays for measuring the TM activity of a fusion protein of the
Iinvention are avallable. Protein C activity can be measured in the assay described by Salem,
H.H. et al. (1884), supra, and Galvin, J.B. et al. (1987) J. Biol. Chem. 2682(5):2189-2205. In
brief, the assay consists of two steps. The first step Is the Incubation of the test fusion protein
with thrombin and protein C under defined conditions. In the second step, the thrombin is
inactivated with hirudin or antithrombin It and heparin, and the activity of the newly aclivated
protein C Is determined by the used of a chromogenic subsirate, whereby the chromophore is
released by the proteolytic activity of activated protein C. This assay I8 carried out with the

purified reagents.

Altemnately, the effect of a fusion protein can be measured using plasma clotting ime
assays such as the activated partial thromboplastin time (APTT), thrombin clotiing ime (TCT)

7
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and/or prothrombin time (PT). These assays distinguish beiwean different mechanisms of
coagulation inhibition, and involve the activation of protein C. Prolongation of the clotting time
In any one of these assays demonstrates that the molecule can inhibit coagulation In plasma.

The above assays are used to ldently fusion proteins with TM activity which are able to
bind thrombin and to activate protein C In both purified systems and in a plasma milleu. Further
assays are then used to evaluate other activities of native TM such as Inhibition of thrombin
cataiyzed formation of flbrin from fibrinogen (Jakubowski, H.V. ef a/. (1886) J. Biol. Chem.
261(8): 3876-3882), Inhibition of thrombin activation of factor V (Esmon, C.T. ef al. (1882). J.
Biol. Chem. 257(14):7044-7047), accelerated inhibitlon of thrombin by antithrombin Il and
heparin cofactor Il (Esmon, N.L. ef al. (1883) J. Biol. Chem. 258(20):12238-12242), inhibltion of
thrombin activation of fector Xill (Poigar, J. et al. (1987) Thromb. Haemost. 58(1):140), .
Inhibition of thrombin mediated inactivation of protein S (Thompson, E.A. and Salem, H.H.
(1988} J. Ciin. Inv. 78(1):13-17), and inhibition of thrombin mediated platelet activation and
aggregation (Esmon, N.L. et a/. (1883), supra).

Thes foliowing assays, described in detall below in Example 5, are used to measure the in
vitro potency of the fuslon protsins of the invention: 1) protein C activation assay {chromogenic);
2) sTF/FVlla activation assay; 3) Faclor X aclivation assay; and 4) protein C activation assay (on
TF-ich surface).

In carrying out the procedures of the present invention it is of course to be understood
that reference to particular buffers, media, reagents, cells, cuiture conditions and the like are
not Intended {o be limiting, but are fo be read so as to include all related materials that one of
ordinary sklll in the art would recognize as being of interest or value In the particular contaxt In
which that discussion Is presentad. For example, It Is oftan possible to substitute one buffer -
system or cuiture medium for another and still achleve eimilar, if not identical results. Those of
skill In the art will have sufficient knowledge of such systems and methodologles a0 as to be
able, without undue experimentation, to make such substitutions as will optimally serve thelr
purpoess In using the methods and procedurss disclosed herein.

The present Invention will now be further described by way of the following non-imiting
examples. in applying the disclosure of the example, ft shouki ba kept clearty In mind thet other
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and different embodiments of the methods disclosed according to the present Invention will no
doubt suggest themselvas to those of sklll in the relevant art.

Without further elaboration, it Is believed that one skilled in the art can, using the
precading description, utilize the present Inventlon to Its fullest exient. The following preferred
specific embodiments are, therefore, to be construed as merely fllustrative, and not limitative of
the remainder of the disclosure in any way whatsoaver.

In the foregoing and in the following examples, all temperatures are set forth
uncorrected in degrees Celsius and, all parts and percentages are by weight, unless otherwise
indicated.

The entire disclosure(s) of all applications, patents and publications, cited above are
hereby Incorporated by reference.

[ R N N B

The following examples are provided as a guide to assist In the practice of the invention,
and are not Intended as a limitation on the scope of the Invention.

EXAMPLE 1
Single Chaln Antl-TF Antlbody Construct scFv(TF)3e10

(-l18) M L 6 V L vV L. 6 A L AL AGL V F P EMUZAZQ
VNLRIESGGTDLV QPGS LRTUL B8 CAA ASTS
G £ 8 F T D A WM S WV RQCAUPGIXK ELEWV S
§ I §8 6 8§ ¢ G 8 T Y Y A G S8 YV KGR F TTI S R D
N 8§ K N T L YLGGMNUGBGULURAEUDTA AUVYUYCA
R VL § L. T D VY Y W Y G M D VY WG Q@ TLL VYV TV
B A G G G @ S 6 A PNV F ML TOQUPUH SV S A S8 P
@ KT Vv T I 8 CcC TR S8 8 G S5 V A S Y Y VY QW Y Q
Q R P G 8 83 P TTTV I Y ED2SNKZEHERU®PB®OZSBS GV P DR
F S G 5 I DT 8 8 N S A 8 L T I S GL KTUETDE
A DY Y C Q §$S ¥YDSNNUILVV F @G GETI KILTV
L GA A A G A P V P Y P D P LEU PR A A (264)
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The single chaln anti-TF antibody scFv(TF)3e10 (SEQ 1D NO:1) consists of a signal
peptide (-18 to -1), Vi domain (1 to 128), V4-V, linker (127 to 131), V. domaln (132 to 246), and

e-tag sequence (247 to 264).

EXAMPLE 2
Fusion Protein Construct 1 — scFv(TF)3a10-TMI458

TMi456

Y EDNHRUPS GV P DR

vI.

V N L R E 8 G GGTUL VQPGG S L RL S CAWURA S
G F 5 F T DAWM S W VRAQD-MPGI KT EULTEW®WVS
§ I 8 6 8§ G G 5 T Y YA G S V KGRUPFPT I‘S R D
N 5§ K N T L YL Q M NGS L R A EDTOAV Y Y C A
R VL $ L T DY Y WY G M DV WG Q 6 TL V TV
5§ A GG G G 8 GA PNV F M L TOQUPHS V 3 A s P
G K T v T I 8 CT RS S G 8 vV A S Y Y V. QWRR Y Q

(-18) ¥ L. ¢ VvV L v L G A L A L A G L V F P E M A Q
Q R PG S§ 5§ PTT VI

DTS 5 N8 A S L T1I S8 G L KTTETDE

I
A DY ¥ CQ S YD S NNILVV FGGGGT KL TV

L 6 A AR AGGGG S 66 G 6 8 GG 6 G 8 V E B V

F 5§ G 8

D PCFRANTCEYOQCOQPTLNOQTS YL CVC

A E G F A P I P

E P HRCQMUPFUCNGQTM ATCYP

Cc T DI D ETCENUGT GV FCS GGV CHNULUPGTF

A D CDPNTOQA ASTCETGCUPETGYTIULUDUDSGT FTI
E €C I C G P D S A L A

g I G T D COAAMA AGA AP

&

(400)

vV P Y P D PLEUPURA AAMA

The scFv(TF)3e10-TMI456 fusion protein (SEQ ID NO:2) consists of a signal peptide

{(-18 to -1), V}y domain (1 to 128), ViV, linker (127 to 131), V. domalin (132 to 248), V|-TM

linker (247 to 264), TMi456 domain (265 to 382), and e-tag sequence (383 to 400). The

H381G, M388L, R456G and H457Q mutations In TMI458 are underiined.
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EXAMPLE 3
Fuslon Protein Construct 2 - scFv({TF)3e10-TMI456A

—
@-@ TMi456

(-18) M L. 6 V L. v L G A L A L A G L V F P E M A Q@
vV N L R E S 66 GTL V QP GG S L RUL S COAA A S
G F § F T D AWM SWVY ROQAUPGIKETLUEWUWV S

s I 5 6 8 6 G S T Y Y A G S V KGR RUFTI

S R D

N 8 K NTUL Y L QCMDNGSTLRAMEUDT AUV Y Y CA
R v L 5 L T D Y ¥ W Y GG MUDUVWG QG TIL V TV
S ARG G G G S ¥R FM L TOQU PHS VYV S A 8§ P G KT
vV T I § CTU RS S8 6 5 V A S Y YV QW Y Q0 OQMURYP
G §$ §s pT TV I Y EDNRHRUZPZSGVY P DRYTF S G
38 I DT S 8 N S A S LTI S GL KTUTETDTEA AT DY
Y CQ S Y DS NNIL VY FGGGTXKILTUVIL GA
A A G G &G G 8 GGG GG S 6 6 6 S VvV E P VD PC

F R A NCEYQCOUPULW®NAQTS S Y LCV CMATESG

F CNQTACUPATDSC

M
Ppb PN TQASTCUETCU?PEGYIULDODGPFT1IOCTTD

HEPHU ERTE CDOQ

F A P I P

I D ECENGSGUPFOCSGV CHNILUPGTTU FETCTI

I 6 T D C (379)

Q

G

C G P DS AL A

The scFv(TF)3e10-TMi4584A fusion protein (SEQ 1D NO:3) consists of a signal peptide

(-18 to -1), Vi domain (1 to 128), Vi-V. linker (127 to 131), V, domaln (132 to 243), V-TM

linker (244 to 261), and TMi458 domaln (262 to 379). The H381G, M388L, R458G and H457Q

mutations in TMi458 are underiined.

EXAMPLE 4
Expression of the Fuslon Protsin in Bacterla/Mammallan Cells
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Bacterial exprassion was possible, but it yielded a protein that had a much reduced TM
cofactor activity. The fusion protein was expressed in CHO cells. The expression plasmid
contains both the hygromycin B and DHFR selection markers. Original selection was done in
400 ug/mil hygromycin to select a population. The resulting population was then subjected to
100 nM methotrexate selection. During this selection, celis that have amplified copies of the
region of DNA contalning the selection marker, and target gene, are selected from amongst the
population. The expression levels wers increased from approximately 0.3 mg/L to about 8 mg/L
as a result of this selection.

EXAMPLE 5
in Vitro Aasays

1. Protein C Actlvation Assay (Chromogenic)

This assay was performed by mixing 20 ul each of the following protelins in a microtiter
plate: TM sample (unknown or standard), thrombin (3nM), and protein C (1.5 uM). The assay
diluent for each protein was 20 mM Tris-HCI, 0.1M NaCl, 2.5 mM CaCl,, 2.5 mg/ml BSA, pH
7.4. The wells ware incubated for 2 hours at 37°C after which proteln C activation was
terminated by the addition of 20 pi of hirudin (0.16 unit/ul 370 nM) in assay diluent and
incubation for an additional 10 minutes.

The amount of activated proteln C formed was detected by adding 100 pl of 1 mM
52266 (In assay dlluent), and continuing to incubate the plate at 37°C. The absorbance at 405
nm in each well was read every 10 seconds for 30 minutes, using a Molecular Devices plate
reader. The absorbance data was stored, and the change In absorbance per second (slops) in
each well was calculated. The change absorbance per second is proportional to pmol/ml of
activated protein C.

This ratio was determined empirically using varying concentrations of totally activated
protein C. Samples contalning 100% actlvated protein C were generated by mixing protein C at
0 to 1.5 uM with 60 nM rabbt TM and 30 nM thrombln, Incubating for 0 to 4 hours, adding
hirudin and measuring S2268 activity as above. Gonditions under which 100% of the protein C
was activated were defined as those in which the S2286 activity (A405/sec) reached plateau.
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A unit of activity Is defined as 1 pmole of activated protein C generated per mi/min under
the reagent conditions defined above. Alternatively, activity values are reported in comparison
to native detergent solubilized rabbit TM.

2. sTF/IFVlia Actlvation Assay

The principle of this assay s depicted below. The tripeptida p-nitroanilide amide bond of
the substrate is hydrolyzed by the sTF/FVlla complex. The liberated chromophore product, p-
nitroanilide, is monitored at 405 nm and the concentration of product formed per unit time is
calculated using a molar extinction coefficient of 9820 M'cm™. ICy values (C) are determined
by fitting the Inltial rates into the 4 parameter equatlon: Y = (A-D)/(1+ (xC}*B D

H-D-Val-Leu-Arg-p-NA —+ H-D-Val-Leu-Arg + p-NA
52266 Subsirate Tripeptide Chromophore

Reagents and solutions:

1. Assay buffer: 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 5mM CaCl;, 0.1% BSA, pH7.5

2. Human FVlla (HCVIIA-0060, Haematologic Technologles Inc.): 10 x working solution-
prepare 20 nM solution in assay buffer prior to use.

3. Soluble TF (Berlex): 10 x working solution- prepare 30 nM solution In assay buffer prior to
use.

4, Chromogenic substrate S22686 (Kabl Pharmacia Hepar Inc.): Stock solution: 10 mM in Hz0,
stored at 4 C. 2.5 x working solution- prepare 2.5 mM solution [n assay buffer prior to use.

5. Antibody: Prepare 2,5x dilutions in assay buffer prior to use.

Assay Conditions:
Assays are performed in a 98-well microtiter plate at room temperature. The final
concentrations of the components are as follows:

sTF 3nM

Antlbody vary from 1000 to 0.6256 nM
FVila 2nM

52266 1mM

Assay Procedure:

1. Pipette 0.1 mlof 2.5x AB (or buffer control) into each weli.
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2. Add 0.025 mi 10x sTF and incubate 10 min at room temperature with milid shaking.

3. Add 0.025 ml 10x FVlia, incubate 10 min at room temperature with mild shaking.

4. Add 0.1 ml 2.5x 82266 substrate, Immediately transfer the plate Into a plate reader and
measure enzyme kinetics at 405 nm at 10 seconds Interval for 15 min.

3. Factor X Actlvation Assay:

The princlple of this assay Is depicted balow. FVlia is Incubated with recombinant
human TF vesicles to form a protease complex capable of activating the substrate, FX. This
complex is formed in the presence (or absence) of different concentrations of antibody, then the
substrate FX is introduced and the reaction Is allowed to proceed to form the product, active
protease FXa, which is capable of hydrolyzing the p-nitroanilide amide bond of the chromogenic
substrate $2222. The liberated chromophore product, p-nitroanilide, is monitored at 405 nm
and the concentration of product formed per unlit ime is calculated using a molar exiinction
coefficient of 9920 M'cm™. ICx values (C) are determined by fitting the initial rates into the 4-
parameter equation: Y = (A-DY/(1+ (C)y*B }+ D

Bz-lle-Glu-Gly-Arg-p-NA —  Bz-lle-Glu-Gly-Arg-OH + p-NA
$2222 Substrate Chromophore

Reagents and solutions:;

1. Assay buffer: 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, SmM CaCl;, 0.1% BSA, pH7.5

2. Human Fvila (HCVIIA-0031, Haematologic Technologies Inc.): 4 x working solution-
prepare 100 pM soiution in assay buffer prior to use.

3. Recombinant Human TF (reconstituted in our lab from Innovin, Dade). working solution-
prepare 1:480 dilutlon in assay buffer prior to use,

4, Factor X (HCX-0080, Haematologic Technologles inc.): 4 x working solution- prepare 1000
nM solutlon In assay buffer prior to use.

5. Chromogenic subsirate $2222 (Kabl Pharmacia Hepar Inc.):
Stock solution: 6 mM In H;0, stored at 4 C,
Working solution- prepare 0.78 mM solutlon in 3.57 mM EDTA (o stop the reaction), 150
mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.5 prior to use.

8. Antibody:
Prepare 4x dilutions in assay buffer prior to use.

g



WO u3/91602 PCT/US03/13522
4

Assay Conditions:

Assays are performed in a 86-weli mic}ntiter plate at room temperature. The final
concentratlons of the components are as follows:

I'TF vesicles % of 1:480 diiution

Antibody vary from 1000 to 0.625 nM

FVila 25pM

FX 250 nM
52222 0.546 mM
Assay Procedure;

1. Pipetite 0.015 mi of 4xAB (or buffer control) Into each wall.

Add 0.015 ml 4x rTF vesicles.

Add 0.015 mi 4x FVIia, incubate 10 min at room temperature with mild shaking.
Add 0.015 ml 4x FX, incubata 5 min at room temperature with mild shaking.

Add 0.14 mi $2222 substrate, immediately transfer the plate into a plate reader and
measure enzyme kinetics at 405 nm at 10 seconds interval for 15 minutes.

L

4. Proteln C Actlvation Assay (on TF-rich Surface)

This assay is performed as for the chromogenic protsin C activation assay listed above
with the exception that In this assay human TF-contalning PC/PS vesicles are added to the
fusion proteln, or control TM, before adding the thrombin and protein C.

EXAMPLE 6
Characteristics of the Antl-TF Antlbodles

Seven different TF-binding antlbodies were isolated from a fully human single chain
antibody phage display llbrary. The affinities of the sTF binding antlbodies, measured using the
BlAcore, were between 35 and 470 nM. The sTF/VIla assay was used to determine if the
. antibodles would block the formation of an active Vila/TF complex. In the sTF/VIla assay,
binding of Viia to sTF accelerates the rate of cleavage against the chromogenic peptide
substrate 52266 by >20-fold. Antibodles that inhiblt binding of FVIla to TF block this
acceleration. From among seven different antibodies isolated, only one of them, scFv(TF)3a10,

¥
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did not inhibit the sTF/Vlla assay. This antibody increased the affinity of FVila for aTF,
decreasing the Kp 5-fold (Figure 1). The Kp of the scFv(TF)3e10 antibody for sTF, measured
using the sTF/FVIla assay, was 85.4 nM (Figure 2). Microcalorimetry was used to compare the
affinity of scFv(TF)3e10 for TF as compared to the FVIia/TF complex. These experiments
revealed that the antibody has a 20-fold higher affinity for the TF/FVila complax as compared to
free sTF (33 nM va. 800 nM, Figure 3). The antibodles were compared using the FX activation
assay, which conslsts of full length TF in phosphollpld vesicles, FVila and FX. The amount of
FXa generated Is determined using the chromogenic substrate §2765. Although the
scFv(TF)3e10 antibody did not have the highest affinlty as measured by BlAcore and It
increased the affinity of FVIlla for sTF, it was the only antibody in the group that Inhibited FX
activation and prolonged the clotting time in the PT assay. The ICe of the scFV(TF)3810
(dimer) antibody for inhibition In the FX aclivation assay was 0.44 nM (Figure 4) and a two-fold
extension of PT occurred at 417 nM (Flgure 5).

The scFv(TF)3e10 antibody was identified on the basis of binding to recombinant
human soluble TF. ‘The sequence homology of TF between the human and murine or human
and rabbit Is 58% and 71%, respectively. The antibody binds to a unique epltope on human TF
that Interferes with actlvation of FX by the FVila/TF complex. Physiologlcally, the antibody has
an advantage over antlbodles that compete with FVII or FVlla binding to TF. Tha K; of both
FVIl and FVila in human plasma fs 10 nM, or between 100- and 1000-fold greater than the Ko.
The off-rata for the high affinity complex will be slow (70 to 700 seconds, assuming ke, = 10°M
'sec™). In contrast, the Km of FX for the Vlla/TF complex is between 0.200 to 4 M and the
concentration of FX in human plasma is 130 nM (between 0.03- and 0.85-fold Kp). The primary
function of the FV1la/TF complex in coagulation Is to convert FX to FXa.

EXAMPLE 7
In vitro Characteristics of the Fuslon Protaln scFv(TF)3a10-TMI458

_ The characteristics of a fuslon protein of the Invention, scFv{TF)3a10-TMI56, was
assessed In a variety of in vitro assays. The fuslon protsin, scFv{TF)3e10-TMi456, retained the
ablitty of Inhibit FX activation by the FVIla/TF complax (ICs = 0.5 nM, data not shown) and
acted as a cofactor for the thrombin catalyzed activation of protain C (chromogenic assay,
Figure 8). No significant difference in TM cofactor activity was cbserved between the fusion
protein and Tmi456 alone in the abserica of TF-contalning phospholipid veslcies. In contrast,

LD
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the TM cofactor activity of the fusion protein, but not TMi456, was enhanced >5S-fold in the
presance of TF-contalning phospholipld vesicles (Figure 7). The in vitro potancy of the fusion
protein, scFv(TF)3e10-TMi456, against TF-Induced coagulation (PT assay, extrinsic
coagulation pathway) was 6-fold betler than the scFv(TF)3e10 antibody and 17-fold better than
TMI456 alone (Figure 5). In contrast, the /n vitro potency of the fusion protein against the
intrinsic and common coagulation pathways was not significantly affected (APTT and TCT
assays, data not shown). Therafore, the dose of fusion proteln that caused a two-fold
extension in the PT had only a modest effect on the APTT, whereas TMI456, at an equivalent
dose in the PT, caused a 4-fold enhancement In the APTT (Figure 8). This in vitro profile is
consistent with that expected for TF/FVlla-directed anticoagulants that are known to have
superior efficacy to bleeding ratlos in animal models of thrombosis. In agreement with the
plasma-based coagulation assays, the fusion protein scFv(TF)3e10-TMi456 was more potent in
a TF-induced whole blood coagulation assay (Thromboelastograph, TEG) than either
scFV(TF)3e10 or Tmi456 alone (Figure 8). In addition, the fuslon protein scFv{TF)3e10-TMI456
had a more predictable dase response in the TF-induced whole blood coagulation assay than
low molecular weight heparin (LMWH, Figure 10). In summary, the above dala demonstrate
that the fusion protelns of the invention are potent and selective anticoagulants in vitro.

EXAMPLE 8
in vivo Rat Thromboambolism Model

The TF antibody portion of the fusion proteln scFv(TF)3e10-TMI456, Is specific for
primate TF. A thromboembolism model triggered by human TF {thromboplastin reagent
containing human recombinant TF, Ortho) was developed In consclous maie Sprague-Dawley
rats (350 - 400 g, n > 7/group). In this model of disseminated Intravascular coagulation (DIC),
TF. via thromboplastin injection, induces pulmonary fibrin depasition, respiratory falfure, and
death. Equimolar doses of scFv(TF)3e10-TMI458 or scFv(TF)3e10, or vehlcie were Injected
Into the tail vein followed, 15 min later, by a bolus injection of thromboplastin (0.5 mi/kg). n the
vehicle treated group, this dose of TF resulted in 80% lethality (LDao), usually within 5 min after
thromboplastin injection. The rats were scored according to the following morbldity-mortality
scoring system: 0 = unaffected; 1 = mlld resplratory distress (recover within 30 min); 2 = severe
respiratory dlstress {moribund, recovery required more than 80 min); and 3 = death, The
average score was used for comparing the efficacy of the 4 different treatment groups, The
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results using this /n vivo assay are deplicled in Figure 11. The fusion protsin of the invention
was able to Inhibit death and resplratory distress In this assay.

The preceding examples can be rapeatad with similar success by substitufing the
generically or specifically described reactants and/or operating conditions of this invention for
those used in the preceding examples. .

While the Invenlion has been ilustrated with respect to the production of certain fusion
protein constructs, it is apparent that variations and modifications of the invention can be made
without departing from the spirit or scops of the Invention.

6%
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What is ¢l s:
1. An anticoagulant fuslon protein, comprising a targeting protein that interacts with tissue

factor (TF) or the factor VIla/TF (FVIla/TF) complax, which is oparably linked fo the
thrombomodulin (TM) EGF456 domain or analogs, fragments, derivatives or varlants thereof,
alone or in combination with at least one additional TM domain selected from the group
consisting of the Interdomaln loop between EGF3 and EGF4, the EGF123 domaln, the O-finked
glycosylation domain, and the N-terminal hydrophobic region domain, or analogs, fragments,
derivatlves or variants thereof.

2. The fusion protein of Claim 1, wherein the TM domaln comprises the interdomain loop
between EGF3 and EGF 4.
3. The fusion protein of Claim 2, wherein sald EGF456 domain contains point mutatlons

that render said fusion protein more resistant to oxidative damage or protease activity or
increase the catalytic efficlency of sald fusion protein.

4, The fusion protein of Claim 3, whereln sald EGF456 domain contains at least one point
mutation selected from the group consisting of H381G, M388L, R456G and H457Q.

5. The fusion protein of Claim 4, wharein said EGF456 domaln consists of point mutations
at H381G, M388L, R456G and H457Q.

6. The fusion protein of Claim 1, wherein sald targeting protein is an antibody that binds
TF.

7. The fuslon protein of Claim 6, wherein said antibody Is a monoclonal antibody.

8. The fusion protein of Claim 7, wherein sald monocional antibody binds to the FVila/TF
complex with greater affinity than to TF alone.

9. The fusion proteln of Claim 8, wherein said monocional antibody Is a single chaln

- antlbody, a Fab dimer antibody or an igG antlbody.
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10.  The fusion protein of Claim 8, wherein sald monoclonal antibody Is a single chaln
antibody.

11.  The fusion protein of Claim 7, wherein sald monoclonal antibody is operably linked to
more than one TM domain,

12.  The fusion protein of Claim 7, wherein said monocional antibody neutrallzes TF.
13.  The fusion protein of Claim 1, wherein said fusion protein is glycosylated.

14.  The fusion pratein of Claim 1, wherein sald fuslon proteln is modified by the addition of
polyethylene glycol.

15.  The fusion protein of Claim 1, wherein sald fuslon protein s biotinylated for binding
streptavidin. -

16.  The fuslon protein of Claim 1, wherein sald targeting protein is FVilal.
17.  The fuslon protgin of Claim 1, wherein said targeting protein is TFPI.

18. A pharmaceutical composition, comprising the fusion protein of Claim 1, which -
composlilon comprises a pharmacautically acceptable excipient and a therapeutically effective
amount of sald fusion protein.

18. A method for protecting against thrombus formation, comprising administaring a
therapeutically effective amount of the fusion protein of Claim 1, wherein sald fusion protein
inhiblts the generation of thrombin without directly affecting other coagulation parameters such
as the activation and aggregation of platelets. '

20. The method of Claim 19, wheraln saki method is to protect egatnst thrombus formation
in ischasmic stroke, thrombotic complications following angloplasty, or microvascular surgery.

21. A method for preventing and treating deep vein thrombosis (DVT), disseminatad
Intravascular coagulation (DIC), acute coronary syndroms, or cancer with evidence of
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coagulopathy in a patient, comprising administering a therapeutically effective amount of the
fuslon protein of Clalm 1 to sald patient.

22. A method for regutating the inflammatory response in a patient, comprising
administering a therapeutically affective amount of the fusion protein of Claim 1 to said patient.

23. The method of Claim 22, wherein said inflammatory response Is selected from the group
consisting of sepsis, skin and vein grafts, and organ transplants.

24.  The fusion protein of Claim 1, wherein said fusion proteln can be used to form a non-
thrombogenic coating on the sutface of a medical device, wherein said medical device comes in
contact with blood.

25.  AKkit, comprising the fusion protein of Clalm 1.
2B.  AKIt, comprising DNA sequences encoding the fusion protein components of Claim 1.

27. A gene therapy composition, comprising the DNA encoding the fusion proteln conslsting
of the amino acid sequencs of SEQ D NO:2 or SEQ 1D NO:3, In combination with a
therapeutically effective amount of a gene therapy vector.

28.  An anticoagulant fusion protein, compriging a targeting protein that Interacts with TF or
the FVIla/TF complex, wherein sald targeting protein Is a singie chaln antibody that binds TF,
which is operably linked to the TM EGF456 domaln and the interdomaln loop betwesn EGF3
and EGF4, whereln sald EGF456 domain conglsts of point mutations at H381G, M388L, R456G
and H457Q.

28. The fusion protein of Clalm 28, wherein said fuslon protein comprises the amino acld
sequence of SEQ ID NO:2 or SEQ ID NO:3.
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Figure 8
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(54) THulo: Nuevas proteinas de fusion con trombomodulina dirigidas contra
factores tisulares como anticoagulantes
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(57) Resimen: Nuevas proteinas de fusion compuestas de una
protalna direccionadora que se une al factor fisular (TF), ligadas
operativamente al dominio EGF458 de la trombomodulina (TM) ya sea sola o
en combinacién con al menos un dominio adicional de TM seleccionado del
grupo formado por el dominio hidrofébico de la regidn N-terminal, el dominio
EGF123, el bucle de interdominio entre EGF3 y EGF4 y el dominio rico en
Ser/Thr O-glicosilado, o anélogos de ios mismos. La protelna de fusién se une
en el sitio de una lesidn e impide el inicio de una trombosis. La proteina de
fusién se puede usar en el tratamilento de diversas condiciones trombéticas,
incluyendo, por ejemplo, la trombosis venosa profunda, la coagulacion
intravascular diseminada y el sindrome coronario agudo.
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What docements must/may accompany the smendments ?
Latter (Section 205(b)):
The amendments muat be submitted with a letter,

The letter will not be published with the intemational application and the amended claims. It should nat be
confused with the “Statement under Article 19(1)” (see belaw, under “Statement under Article 19(1)").

The letter mupt be in English or French, at the cholce of the applicant. However, If the Ianguage of the
international spplication is English, the letter must be In Eaglish; If the language of the Internatioasi
applicatien b ch, the lotter must be In Freach.

Notes o Form PCT/ISAS220 (first sheet) (July 1998; reprint April 2002)



NOTES TO FORM PCT/1SA/I20 (continued)

The lerer must indicate the differences between the claims as filed and the claims as amended. It must, in
particular, indicate, in connection with each claim appeanng in the international application (it being understood
that identical indications conceming several claimy may be grouped), whether
(i) the clim is unchanged;

(ii) the claim is cancelled;

{iii) the ciaim is new;

(iv) the claim replaces one or more claims as filed;

*'(v) the cluim is the result of the division of & claim as filed.

;I'Ile following examples lllustrate the manner In whieh amendments must be explained in the sccompanying
etter:
1. [Where originally there were 48 cizims and after amendment of some claims there sre 51
“Claims | to 29, 31, 32, 34, 35, 17 to 48 replaced by amended claims bearing the same numbers;
claims 30, 33 and 36 unchanged: pew claims 49 to 51 added.”
2. {Where originally there were 15 claims and after amendment of all claims there are 11}):
“Claims 1 to 15 replaced by smended claims 1 to 11.”
3. [Where originally there were |4 claims and the amendments consist in cancelling some claims and in

sdding new claims}:
“Claims | to 6 and 14 unchanged: claims 7 to |3 cancelled; new claims 15, 16 and 17 added.” or
“Claims 7 to 13 cancelled; new claims 15, [6 and |7 zdded; all other claims unchanged.”

4. [Where various kinds of amendments are made]:
“Claims 1-10 unchanged; claims 11 to 13, 18 and 19 cancelled; claims 14, 15 and 16 replaced by amended

claim 14; cluim 17 subdivided into amended claims (5, 16 and | 7; new claims 20 and 2) added ™
“Statement ander Article 19(1)" (Rule 46.4)
The amendments may be accompanicd by s statement explaining the amendments and indicating any impact
I]A:licml;(wndmmn might have on the description and the drawings (which cannot be amended under
The statement will be published with the international application and the amended claims.
It must be Ino the Innguage In which the International application Is to be published.
It rmust be brief, not exceeding 500 words if in English or if translared into English.

as filed snd as amended. It must be filed on & scpamte sheet and must be identified as such by ¢ heading,
preferably by using the words “Statement under Article 19(1)."

It may not contsin any disparaging comments on the international search repert or the relevanee of citations
contained in that report.  Reference to citations, relevant to & given claim, contained in the interastional search
report may be made only in connection with an amendment of that claim.

Ir
Consequence if a demnad for Iaternational preliminary examiozation has already been Mled

If. at the time of filing any umendments and any accompanying statement, under Article 19, a demand for
international preliminary examination has already been submitted, the applicant must preferably, at the time of
filing the smendments (and eny slatement) with the Intemationsl Bureau, also file with the International
Preliminary Examining Authority a copy of such amendments (and of any swatement) and, where required, &
tranalation of such amendments for the procedure before that Authority (see Rules 55.3(s) and 61.2, first
sentence). For further information, see the Notes to the demand form (PCT/IPEA/401).

Consequence with regard to transiation of the international application for entry Into the natonal phase

claims a3 amended under Article 19 may have to be fumnished to the designated/elected Offices, instead

in addition to, the transiation of the ellizm as filed. ¢ of, or
For further dewils on the requirements of each designated/elected Office, see the PCT Applicant’s Guide,
Volume 1.

It should not be confused with and does not replace the letter indicating the diffevences between the claims .

The applicant’s sttention is drawn to the fact ihat, upon entry into the national phase, n transiation of the.

Notes to Form PCT/ISA/220 (second sheet) (July 1998; reprint April 2002)



TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

PCT
Informe de Bisqueda Internacional

{Articulo PCT 18, asf como reglas PCT 43 y #4)

Referencin del solicimnte o del sgento Ver notificacidn del envio del informe de bdsqueeda inlemactonal
PROCEDER (formulario PCT/ISA/220), asi como, en tanto corresponda, ¢l

8ERLX 282 WO _ i 3.

Referencia Intemacional Fecha de presentacién Intemacional Fecha de prioridad (la mis entigus)

{dia’mes/alio)

PCT/US D3/13522 30 de abril de 2003 J0/D4/2003 01 ds mayo de 2002 {01/05/2007)

*Solicitante

SCHERING AKTIENGESELL SCHAFT

Este Informe de Bdaquada intsmacionsl fue slahorado por ol arganismo de busquedas intlamacionaies y, de acuerdo
con ol articulo 18, es enviado al solickants. Sa envia una copia & la Oficing intemacional.

Este informe de bdaqueda intsmacional comprands, en totel, __3 __ hojas.

B Se adjunia también una copla de cada uno de Jos antecedentss del estado de Ia tdonics menclonedo
an este Informs

1. Fundamentoa del Informe

e. Con respecto al kilorma, la biequeds intemacional fue lievads a cabo, en tanto no se indique ofrs cosa en
oste punio, an al kilome en que sa base [a aolicitud intemadional pressnteds.

[J La bosqueda Intemacionsl fue Nevada & cabo basada sobre une traduccién de la soliciud
irfemacional suministrixia & sste organiamo (regia 23.1 b)).

b. Con respecio a los nuciedtidos y/o aminodcidos revelados en la soliciud Intemacional, \a bisqueds
intamacional fus leveda a cabo basada sobre sl protocoio de secuencias que

astd contenido an forma sscrita en in solickud intsmacional.

fus presentado en forma legihia por computadora junto con a soliciud iIntemacional.

fus suministrado postaripmments ants o) organismo por ascrito.

fue suministrado postsrioments ante &l orgeniamo en forma legible por computadora.

a8 presents la declaracién de que el protocolo de sacuencla suministrado posteriorments no supsra
ol comenkio revelsdo an la sofickud internacional an of momento de la presentacidn.

se presentd la deciaracién de que las informaciones verikdas en forma legible por computedora se
comespondan con ol protocaio de secuenciss suminitrado por escrito.

Detsrmiinadas relvindicacionss no oran Investigables (ver campo ).
Falta de uniformidad de [a Invencldn (ver campo Ii).
4. Con respocio al o de la ivencidn,

OO0 0O gooao

I se sprusbe ol taxio presentado por ol sofichante,
[0 eftaxto fus establecido por &l organismo como sigus:

§5. Con reapecid al maumen,

E 50 sprusbe el taxio presentado por el solicitants.

0 o texto fus establackio por f organismo ds acverdo con la regla 38.2 b), tal como apanece en el
campo iil. El salicitanta puede presentar una posicidn ante este arganiamo en el trenacurso de un
mes a partir da in fecha del envio de esie Informs de Bisqueda Intamacional.

6. Lafigura de las Hustracionas a ser publicada con el resumnen aa la figura N®
O  como s sugerids el sdliciianis B ninguno de los dibujos

O porue el solickanis no sugiem ninguns figure,
0 porque ests figura camcteriza mejor i Invencidn.

Formulario PCTASAJ210 (hoja 1) (ullo 1988)

. e



Raferencla internecional

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

PCT/US 03/13522

IPC7 :AB1K 38/18; CO7K 14/52

g. n ks clasificecion intsmacional de patentes (IPC) o la clasticacién intsmacional la IPC
TIGA

. [A™ CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

U.S.: 424/192.1; 514/8; 530/350

fr——

ﬁhm minimo investigado (Sistema de claslficacién y simboics de clasificacién)

Publicaciones Investigadas pero no pertanecientss al material minimo Investigado, an tanto pertenezcan al ambio

bisquada eventusimenis empisadas)
Ver hoja da continuacioén

[ Banco electronico de datos consultado durants in bisquada intsmacional (nombre del banco de dsios y expresionea de

[C.__DOCUMENTOS CONBIDERADOS RELEVANTES

Calegoria®

Ver documento completo

Ver documanto

Denominacidn del documento, ss! como, da ser requarsido,
Indicacidn de los pasajes relsvaniss

Y US 5,874,407 A (KELLEY ET AL.), 23 de febrero de 1968

Y US 5,208,500 /REZAIE ET AL.© 20 da marzo do 1904
campleto

Ll Se pueden sscoger otres publicaciones en Is
continuscién de! C

L]  Verfamilia de patentea en el anexo

Categorias particulares indicadss an
‘A" pubficacién que define ol estado genersl do
técnica pero no comsiderada como parficularmenis

importante

"8" documento anterior paro publicado recién o después
de ka de |a fecha de presentacién lmismacional

" publicaciin adacusds pam hacer mparecer GOmo
dudoss una reivindicacién de prioridad, o mediante
la cual debe ser considersda la facha de divuigaciin
de otra publicacién mencionads en el informe de
bisquada o que es Indicada por ol razdn particutar
(como realizada)

0" publicacién que se reflare & una mwvelacién onal, a
una ullizaciédn, a una @xposicién o s otms

disposicionss
‘7 publicacién malirade antes de la fecha da
intarnacional pero luego de a fecha da
ad reivindicada

‘T" publicaciones posisriorss a ima difundides en ia
fecha de presantacidn intamacional o de la fachs de
prioridad y qua no colisionan con (a soficiiud, sino
que solo estdn Indicadss pama mayor antandimiento
del principio fundamental de la \nvencién o de la
teoria sobre la cual se basa

"X° publicecidn de perticular importancia: la (nvencidn
relvindicada no pueds ser considerads, solo como
consacuencia de esta publicacién, como novedoss
0 apoyarse an una actividad Inventiva

*Y* publicacién de paricular Importancia: la Invencin
relvindicada no pueds ser conskierada como
epoyada en uns actividad Inventiva cuando puede
ser relacionada con una o varias otras publicaclones
de asta categoria y tal relacién es notorla para un
espacialiste

*8" publicacién que s miembro de ia triema famniiia

_____prioridad reivindicads
Fecha da finalizecidn de la bisquada Intemacional
18 de octubre de 2003 (18.10.2003)

Fecha de envio del Informe de Busqueda Intsmacional
18 de julio de 2004)

Nombre y Cédigo Posta) del ISAUS
Mall Stop PC, Atin.: ISAUS
Commissioner for Patants
P.O. Bax 1450
Alexpndria, Virginia 22313-1450

Funcionario Apodarado
Phillip Gambe!
Taléfono N® 703-308-0188

Fax N°* qa 305-3230
Formulario PCTASA210 (hoja (2) (ullo 1068)

88



[ Referencis Intenacional

INF RME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US 03/13522

Continuacién de B, AMBITOS INVESTIGADOS, ltem 3
DIALOG, BIOSIS, CA, EMBASE, MEDLINE, WEST

Expresiones buscadas: esue fector, thrombomodulin, fusion prolsin, antibod?, single chain, 3e10, thrombus,
coaguiation, cancer, graft?, tranepiant?, ight, mcisan

Formudario PCTASA/210 (hoja (2) juilo 1668)

39



PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To:
ANTHONY J. ZELANO P CT
MILLEN, WHITE, ZELANO & BRANIGAN, P.C.
ﬁgOTONN%l:I‘:gg&S‘E mu:_m 1400 NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
LARE J THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
ARLINGTON, VA 22201 OR THE DECLARATION
{PCT Rule 34.1)
[ Date of Mailing kS TY
dtney  18°JUL 2004
Applicant's or agent’s file reference
BERLX 282 WO o FOR FURTHER ACTION  Seo paragraphs ] and 4 below
International application No. Inernational filing date
PCT/USOV13522 {day/month/year)
30 April 2003 (30.04.2003)
Applicant
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

1. The applicant is hereby notificed that the Inervations] search report has boas established and s transsitied herewih.
Fillag of amendesexts sod statement under Article 19:
The applicast ia ssitied, if be s wiches, 10 wumd the cladmw of the Insaraasional application (see Ruls 46):
Whe? The ticw limit for Gling such amendments is aormally two months from Us daio of transmittal of the
internutional sasrch repost.
Where? Directly to the Interoeliooal Buresy of WIPO, 34, chomin des Colombeties
1211 Gegsva M), Switseriamd, Fecrimile No.: (41-22) 740.14.35

For mora detalled instructisns, sce the notes on the aceompanying sheet.

2. []  Toespplicant is berebry oxxified that 0o intarmatioesl ssureh report will by cstablished aod that the declantion usder
Articla 17(2)(s) to that offict is tramemitied Sarewith.

3. [] Wih regand to the protest ageinet paymwat of (as) additional fac(s) uader Rul 40,2, th spplicant is nctified that:
[] e procost tngesier with the decisian therwon has bows eranemtied & Uao Loternatioos! Buresu together wits the
appiicant's raquost 1o forward the tents of both the protest and the desision thereca to the designated Offiecs.

[[J o decision e boca made yet cu the prorest; the applicant whl be aotified as sooa as & decision Is mads,

4. Remiades
[ ]

Shnntynﬂwll-mﬂlﬁwlhpriq'hythu.himhﬂqplbﬂiuwﬂihntllidbyd-hm-iuﬂm.Iflh
spplicant wishes to svold or postpors publication, a aotice of withdrawal of the intermatittal spplication, or of the priority claim, must
roach the Interrmtional Pureay as provided in Rules 50 &s.) and 90 Ms.J, respectively, before the complation of the technoical
propuralions for international pubbcstion.
Within 19 months from the priority date, but anly in respect of some designated Officos, a denmnd for intsrmational prelimimry
examination ot be filed if the spplcant wishss to postpons the extry into the mtional phase uotil 3) mouths from the prioriyy dats
{in somo Offices sven laier); otherwiss the spplicars pamt, within 30 monthy from the priority duts, perform the prescribed sews for
antry into the retions] phasy before thass devigmted Offices.
1n respect of other desigasted Offices, the time limit of 30 moathy (or Iater) will spply svea if oo denand is filed within 19 monoths.
See the Anom to Form PCT/TEVI0! and, for detaile sbout the applicable tims Umits, Office by Office, o the PCT Applicm 's Guide,
Voluone I, Netioml Cheptars end the WIPC Internet site.

Name aud muiling address of the IBA/US : o g P %_/ -
Mail Siep PCT, Ana: IATUS ?fu— _%

Commissjancr for Puients Plillip Cambel
Abemarkin, Viginia 22313-1430 '
Pacsimile No. (709)303-32% Tolaphone No. 703-308-0196
Form PCT/ISA/Z20 (Apwil 2002) (Sre aoiar an eccompenying sheel)
Actlon:
Due Date:
Performed: \leaagh

Dy %& - p _

q0



PCT/USUOW 13522
INTERNATI NAL SEARCH REPORT

Countimnation of B. FIELDS SEARCHED Item 3:
DIALOG, BIOSIS, CA, EMBASE, MEDLINE, WEST
search tero: Gssue facior, thrombomodulin, fusion protein, antibodS, single chain, 3¢10, trombus, coagulation, cancer, graft?,

traneplan(?, light, mcleaa

Form PCT/13A/210 (second sheet) (fuly 1998)
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PATENT COOFERATION TREATY

YECEIVE

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

™ PC

ANTHONY J. ZELANO

JUL 20 2004

MILLEN, WHITE, ZELANO & BRANICGAN, P.C.
ARLINGTON COURTHOUSE PLAZA |
27200 CLARENDON BOULEVARD, SUITE 1400

NOTIFICATION OF

ARLINGTON, VA 1220} OR THE DECLARATION
{PCT Ruls 44.1)

Date of Mailing

(dary/month/year)
Appii:lﬂ'l or ‘s Mie reference
BERLX 182 " FOR FURTHER ACTION  See paragraphs | and 4 below
Internatioml applicalica No. Imernational fling date
PCT/USQV 13522 (day/monsh/year)

30 April 2003 (30.04.2003)

Applicant

SCHERING AKTIENQESELLSCHAFT

. DO oo spplicans ts bereby notifiod thas the intermatioom) search report has boon sxablished and is transmitted harewith.,
Filing of seendments d statemsent wadur Artide 19:
The applicass Is snsitled, if ho 50 wishes, 16 amend the claimm of t isternaticoal application (sce Ruls 46):

When? The time Jimi for filing such unendrmensy is normally rwo mooths From the date of transmitial of the

Where? Diretly to the Interoationa] Buresy of WIPO, M, chemin dos Colombeties
1211 Geviova 20, Switzerland, Faceimile No.: (41-22) 740.14.13

For more detalled hastructions, soo the notes on the scocmpanying shoet.

The spplicass [s horeby notified that no intsrestional sewrch repovt will be esablished and that the declarstion under
Asticle 1700 (w) 10 that effiet is transmitted harewith.

2 [

. [ wWth regrd ts the protest agaimt payment of (as) sdditional fe(s) wnder Ruly 4.2, the spplicat ia nctified tht:

[  the protest rogather with the decision theroon has beon trammittad o the Istormtiom] Burvais togethor with the
appficant’s request to farward the texts of both the protest and tha decision thereon to the dosiposted Offices.

[} o dacision es been made yet on the provest; the spplicant will be aotified as soon as & decision is made.

4. Remioders

prepurations for intapmlional publication.

euatry Into the outionl phase before those desigmated Ofices.

Vohume [T, Natioos] Chapters and the WIPO Lnternet vite.

Shartly sfier 18 mopthy from the priovity date, the bvamationsl qquiulimvi“hplﬂiﬁndwlhllumiml Buresu, If the
applicant wiches to avoid or postpone publication, a ontice of withdrawal of the intorpations! spplication, or of the priority claim, mmt
roach the Imeroationa]l Buresu ss provided in Rules 90 Als.} and 90 &ir.3, mepwcsively, befors the completion of Lhe technical

Within 19 monthe from the priority date, but anly in respect of samo desigmated Offices, s demand for intemational preliminary
oxamication oot ba filed if the applicant wishes to postpone the entry nto the paticnsl phase watil 30 months from the priority date
{in some Offices evan Iater); othorwise the spplicacs ount, within 10 months from the priarity dute, parform the prescribed scts for

hmufdﬂﬁpﬂd Officey, the time limit of 30 mouths (or later) will apply sven if no demand is filed within l’;lll'lh.
Sos the Aonex 10 Form PCT/IB/20] and, for details sbout the spplicable time limils, Office by Office, see the PCT Applicant's Guids,

Namo and maifing acdrens of the ISA/US
Mail Sxp PCT, Axn: 18A/US
Commissiess for Puinats
P.0. Bax 14%0

= g |

Teleghons No. 703-308-0196

o 17 ﬁﬂé 0%4@

(Sex noiax on accampanying rhest)

9700y



international spplication No.
PCT/US03/ 13522

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

A.  CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
1PC(7) : ABIK 3/19; CO7TK 1452
USCI. : QN9 l Slﬂl SJWJSG

8. FIELDS SEARCHED
Minizmsm documentation searched (classification system followed by clasification symbols)
U.S. : 24/192.1; 514/8; 530/350

Documentation searched other than minioum documentation Lo the extent that such documents are included in the (ields searched
nons

LB

Electronic data base consulted during the intemational search (name of dats base and, where practicable, search terms used)
Pleasz See Continuation Sheet

C. __DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category * Clution of document, ﬁlhtndi:nﬂw.mm.oﬂhrdmnn!u Relevant to claim No.
Y US 5.574,407 A (KELLEY ET AL.) 23 February 1999, see entire document. 1-29

Y US 5,298,599 A (REZAIE ET AL.) 29 March 1994, see cutire document. 1-29

D Further documents are listed in the contisuation of Box C. D See patent family annex.

g Specinl cagarias of ciad doceoonte; T later Soqument publiaked aftar tho Utormationsl ATag o or
pricajty daic md st 1n coafiics with the application i eited 1o
“A" document deflning the pmneral mnte of the art which Ix xct cooaldersd (0 ndnmtand the principls or theory caduriyfag the knvention
bs of particaler relevance
X" docameni of paticular relevance: e clalmad luveadon caaot be
"B* axjier wpplicuion or paynt publisksd on or alter the Intenationsd Allag cousldered soval or cmnos be consfderd 1o (nveive s Investive
dun vicp whea the document §s tekxa sloos
“L" doomen: which may throw doubts ou pricrity ciabu(s) or which Is clad - document of particular relevancs; ths elaloind lavestion cannot be
o establish ths publication iduts of snother chiarion or ather spocial resson causldared to iavalve m Inventive step whas the docunest s
O pacliind) comblacd with cpn or mare etbor suth docemsniy, such
comblustios belng cbvicxs to » pemon skilled bs the st
"0" docamant raferiag to s ol disolorue, we, axhibition or ather memms
=" docsxamt mamber of the axms paten: Family
“r~ dooumest pobllshed prior Lo the Interamional fljiag dure Yuz lster Gue the
e pioadity dute.clalaad
Date of the actual completion of the interoational search Mdnﬂhgllzmhmt
19 October 2003 (19. 10.2003)
Nmudullm;ndtuoflhlwus officer
Ml Siop PCT, Atn: ISA/US
Conmissioner for Patzats
PO.III
Alcxaadria, Virgiaia 22913-1450 Telepl:n No. 703-308-0196
Facsimile No. (703)305-3230 -

Form PC'I‘IIMFID (second sheet) (July 1998)
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL

EN MATERIA DE PATENTES
Remitents: EL ORGANISMO ENCARGADO DEL INFORME DE BUSQUEDA
INTERNACIONAL
A
ANTHONY J. ZELANO PCT
S TN O BEANIGAN. P.C. NOTIFICACION DE ENVIO DEL INFORME DE
2200 CLARENDON BOULEVARD, SUITE 1400 BUSQUEDA INTERNACIONAL
ARLINGTOM, VA 22201 O DE LA DECLARACION
(regla PCT N°44.1)
[Fecha de envio
(dia/mes/alio)
18.07.2004
[Refarencia del solickants o del agents PROCEDER
L BERLX280WO _ Ver abajo, puntos 1y 4
Solicihvd Intemnacional N® Fecha de Preseniaciéon Intermaciongd
(dia/mes/afio)
PCT/US 03/13522 30 de abril de 2003
Solicitante
SHERING AKTIENGESELLSCHAFT

1. H : notifica sl soliciterie de la confeccidn del Informe de Bisgueda Internacional y de que se lo envia squl
unto,

Prescataciin de modiflcaciones y una declaracidn, segin articolo 19:

soliclznte pusde modificar por su propia voluntad las reivindicaciones de 1a solicitud intemacions] (ver regla 46):

¢Cuando? El piazo para ia presentacién de tales modificaciones es usuaiments de dos meses a pariir del
envic del Informe de Blsqueda Intemnaclonal; otros detalles se puedsn ablaner de Ias
obeerveciones de la hola adjunte.

iDénde? Dimciaments an la Oficina intemacional da la WIPO,
34, chamin des Colombetiss, CH-1211 Ginabma 20.Telafax N® (41-22) 740.14.35

Otras indicaciones detalladas se pucden obtener en las olservaciones de lahoja adjunta.

2. [0 8e noiifica al solickants que no se confecciona un Informe de Bisqueda Internacional y de que, segidn &l
articulo 17(Z)a, ss envia aqui la declamacién.

3. [0 Acsercade lacbjeciin contm o pago de una tusa(s) adiclonal(es) segin la regla 40.2, sa informa al
soficitents que:

a Ia objecidn y la resolucidn han sido enviadas desde aqul, junto con su solicitud de envio del
texto, asl como el requerimianio del eoliciiante de impulsar la objecidn y Ia resclucidn, a ke
organismoa designados por la Oficink intamacional.

O No exdats ninguna resolucidn acerca da la objecién; el soliciianta serd Informado en cuanto se
tome una resokucion.

4. Recordmiorio
Bmmmolmuodnlnmunpnrllrdohbﬁndapﬂoﬂdadhondmlnhmldomlpubnurlh
solicitud intemadonal. Si ol solcitents ulnra Ir o postsrgar la publicacidn, debe pressntar en Ia
Oficna Intemacional, segdn la regla .3, aniss de conciuk lee preparaciones bicnicas pera Ia

intamacionsl, una d:dlnﬂn mm dol deshtimiento de la solicitud intsmacional o de la
reivindicacién de priorided.

Cuando el solichante desea postargar en hasta 30 meses (en sigunos organiamos hasta mds) a partir de la
facha de prioridad el ingraso en la fass nacional, debe presantar, solo an determinadss oficines dasignadas, una
solichud de Examen Praliminar intamacional dentro de Ios 19 meses a partir de la fecha de priorided; de ol
manen, ol solicitante debard realizar los actos prescriptos para entrar en la fase nacional ante tales oficines
designadas dentro dal piazo da 20 messe a partir de la fecha de prioridad..

cnnmpm-w-cﬂdnnmm-.nlplludplmdemmmn(omu-un)llnonpraunlum
demanda en 16 meses.

Ver el anexo dal formulario PCT/IB/301 y, para los detalles de losplazos aplicables, oficina por oficing, ver &l PCT
Applicant Guide, Volume [l, National Chapter y el sitio de Intemet de WIPO.

Nombre y direccién postal de IAS/US Funclonario autorizado
Mail Stop PCT, Alin.: ISAUS
Commisioner for Patants PhillipGambel

P.O. Box1450
Almmndria, Virginia 22313-1480 Telefono N*: 703-308-0198

Facsimll N* {703) 305-3230 —
Formularie PCT/I5A/220 (sbrll 2002) (ver notas en fa hofa adjunts)




INSTRUCCIONER PARA EL FORMULARIO PCTASA/220

Estas insfrucciones son indicaciones bisices pars ln presentacidn de modificacionss sagin of articulo 19. Estas
cbsarvaciones se basan acbre los requisiios del Tratedo de Cooperacién Internacional en Materia de Patentes (PCT),
dal reglamento de aplicacién v de las normas sdministratives del mismo. Ante diferencias entre asias cbeervaciones y
los texios mancionadcs anteriorments son aplicabies los ditimos. Otrus detalies se puedsn chtener en ol PCT
Applicants Guide, una publicaciin de la WIPO.

Las exprasiones “articuic”, “regle” y “panigrafo’ empleados an eatas Insinscciones se refleren slempre a las
disposiciones del Tratado PCT, al eglamento de aplicacidn PCT o a Ins normas administrativas PCT.

INSTRUCCIONES CONCERNIENTES A MODIRCACIONES SEGUN ARTICULD 19

Luago de rechir ol Informe de Biaqueda Intemacional, ol solicitante tisne ia posillidad de modificar una vax lae
relvindicacionss de is solicihuxd intemacional. Sin embergo, sé debs hacer notar que, dedo que todas tas partes de ls
soliciud intamacional (relvindicaciones, descripcién y figuras) pueden ser modificados durants el Examen Preliminar
Iintemacional, no existe usuaimenis Ia necesakiad de presentar modificaciones de las relvindicacionas segin al articulo
19, excapio cuando el saliclianie dessa ia publicacion do setus relvindicaciones o presanta aigdn otro motivo para s
modificacidn da las relvindicacionss de su publcacidn Intamacional, por ejampio, a los fines de una proteccin
provisoria. También se debe tomar en consideracién que una proteccién provisoria ee pusde obbaner solo en aigunoa

4Qua partas de una salicitud Infsrmacional puaden ser modificadas?
En ol marco del articulo 17 solo pueden ser modificadss les reivindicaclones.
En Ia fase inldmacional, segiin el articuio 34, las reivindicaciones también pueden ser modificadas (o
nusvaments modificadas) ants a! organismo encargedo del examen prefiminer intamacional. Segdn el articulo 34,
mﬁdﬁn y laa figuras solo puaden ser modificedes ante ef organismo encamgado del Examen Prelminar

Al Ingresar an la fssa nacions), segin ol ariculo 28 o, en casos dados, ol srticulo 41, pueden sar modificadss
todas ins pariss de [a solicliud intemacional.

JHsstn cuando se pusden presentar modificacionss?

Dentro de los dos meses a pariir del envio del informe de bisqueda intemacional o dentro de diecisdls messs &
pertir de la facha de prioridad, segin el plazo que venza mis tarde. No obstants, las modificacionas son
consideradas como vifidas cuando son enviadas s la Oficina Inamacional lusgo del plaze estabieckio pero aniss
de la conclusion de las preparacionas técnicas para la publicacidn Internacional (regla 48.1),

LDdnde no se deben presentar iss modificacionea?

Las modificacionas solo pueden ser presantedas ants la Oficina Intemacional y no en la Oficina de Presentacidn
o en of Organismo de Bisquedas Intamacionaies {regla 48.2).

Ver abajo donde s# puaden presentar un requerimiento de Examen Preiiminar Intemacional.

4En que forma pueden ser llevadas a cabo las modificacionea?
Una modificacion puede proceder en la versién presentads mediants la sliminacidn de una o variss
mivindicacionse, mediants el agragado de una o veriss relvindicacionas nuevas o madiants modificeciones del
texto de una o varias relvindicaciones.

Se debe presentar una hoja de reempiazo por cada hoja de elvindicacionss que, como consscusncia de una o
variss modificaciones, se difsrencia de la presentada originaimants.

Todas las relvindicaciones que aparecen una hoja de resmplazo deban estar nurmeradas con ciiras sribigas. Asl,
cuando se efimina una reivindicacidn, las demds no deben ssr numaradas nusvaments. En ol caso de uns nueva

numeracién, iss relvindicacionss daben ser numeradas en forma consecutiva (normas administrativas, kam
2056b)).

Las modificaciones deben sstar redactadas en ol Idioma en que fus publicada la solicitud Internacional.
2 Cuié antecedaentsa debsn scompaiiar a las modificaciones?

Escrito adjunto (ltem 208h)):

Lss modificaciones se deben pressntar con un escrito adjunto.

El escrito adjunto no se pubiica junto con L saliciud intemecional y las relvindicaciones modificades. No se debe
confundlr can “declamcién segdn articulo 18(1)" (Ver abajo, “aclaracion segdn articulo 18(1)°).

sacritn adjunto pusde estar redactado, a eleccidn del solicitants, en Idioma Ingléa o francés. En
solicitacionss Intemacionales vertides en Idioma ingléa, el sscrits adjunto debe sstar redactado
ssimismo en idioma IngMés y en las solcitudes intsmacionales redectadas sn |dioma francés en Idioma

francée.

Instrucciones pars PCT/ISA/220 (hoja 1) (julio 1998)
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INSTRUCCIONES PARA EL FORMULARIO PCTASA/Z20 (continuscion)

En el escrito adjunto deben estar indicadas les diferencias axistentes sntre las relvindicaciones de la varsidn
prassniaca y s relvindicaciones modificades. Asl, pam cada relvindicacidn de (a soficitud internacional deben ester
indicades (indicacionas equivalentss para relvindicaciones distintas pueden estar aunadas), en particular, st:

ia relvindicacién no setd modificada;

1a mpivindicacion fus sliminada;

Ia reivindicacién es nueve:

la relvindicacidn reemplsza a una o a variss relvindicaciones de la versién presentads;
ia msivindicacién se origina en la divisién da una relvindicacién de la versién presantada;

A continuacién se Indican ajempics de cémo se daban aciarar modificaciones an ef escrito adjuntn:

1- [cusndo en lugar da 48 reivindiceciones originales, lusgo de la modificacidn de algunas reivindicacionas
existen 51 relvindicaciones}t
“Las reivindicaciones 1 & 29, 31, 32, 34, 35, 37 a 48 son reemplazadas por relvindicacionas modificades
g;n.:.mhn:“mldh;hl relvindicaciones 30, 33 y 38 quadan atn modificar; las relvindicaciones 49 a
nag an."

2- [cuando en lugar de 18 mivindicacionas originsies, lusfjo de la madificackdn de todas las relvindicaciones
existen 11 relvindicacionas):
“Las relvindicacionss modificacdas 1 a 11 estéin en lugar de Iss relvindicacionss 1 a 15°

3- (cusndo griginaiments existen 14 relvindicacionss y las modificacionss conalsten an lg eliminacién de
sigunas relvindicaciones y al agregado de nuavas relvindicaciones):
“Las reivindicaciones 1 a 6 y 14 astin sin modificar; laa relvindicaciones 7 a 13 son sliiminadas; sa sgregan
nuavas reivindicaciones 15, 18 y 17. "O™ sa siiminan las reivindicaciones 7 a 13; 88 agregan nusvas
raivindicaciones 15, 18 y 17; todas las demie relvindicacionas quedan sin modificar.”

4- [cuando se devan s cebo distinios tipoa de modificaciones}:
"Ralvindicacionss 1 & 10 sin modificar; mivindicaciones 11 & 13, 18 y 19 sliminadas; relvindicaciones 14,
18 y 18 reampiazadas por la nueva reivindicacidn 14; relvindicacién 17 dividida en les nuevas
relvindicaciones 15, 18 y 17, nusvas ralvindicacionss 20 y 21 agregadas.”

*Declarscitn segdn articulo 19(1)" (Regla 46.4)

A las modificacionas se pusda agreger una declaracién mediants |a cusl se explican iss medificaciones y ss
mm sus consecuencias sobre la descripcisn y los diujoa (los que, segdn el articula 18(1), no puedan sar
ificados).

La daciarmcidn se publica junto con la soliciiud intsmacional y les mivindicaciones modificadas.
La miama debe estar redaciads an el kiloma an que 88 publica la solicitud (ntemacional.

La miama dabe ser corta y no debe comprendar mis e 500 pelabras cuarkic estl redectada o traducide al
idiomna inglés.

La sciaracién no s8 debe confundir con el escritc adjunto qua indica las diferenclas existentes entre las
reivindicacionea de la versién original y las reivindicaciones modificadas, y no reemplaze al diimo. Se la debs
prasantar en una haja separads y caractarizar como tal en el titulo, con preferencis, madiante les palabras
"Declarncién segdn articulo 29(1)".

La aclaracién no debe contener manifestaciones desmerecedoras acarca de! Informa da bdsqueda intamacional
o del significado de les publicacionss mencionsdas en aste informe. Solc se pueda hacer refarancia a
publicacitnes indicadas en of informe de bdsqueda Intemacional qua se relacionan con una relvindicacidn
determinada, en el contexto de una modificacion de esta relvindicacién.

szams

Consecusncias de una soliciud ya presentada sobre ol axamen preliminar internaclona

Cuando en ol momento de la presentacin de modificacionss segin of articuio 18 yn 88 requirié un requerimiento
de examen preliminar intemacional, ol solicitante debaria presentar al mismo tiempo, an su proplo nterds, kmto
con la pressrniacion de las madificaciones (y cuaiquiar declaracién) ante la Oficina intemacionsl, una copla de las
modificacionss ante ei organismo ancargado del examen preliminar intemacional y, cuando es requerido, una
raduccion de talea modificaciones para procadar ants al arganiamo {ver regla 55.3 y regia 62.2 a), primara frase).
Para mayor Informacién, ver les notes el formulario de requerimients (PCTAPEA/401.

Consscuencias de las modificacionse desde o punto de vists de I» traduccion de Ia sollcitud Intemnacional al
Ingresar en la fase nacional

Se hace noter al solicitants que, al ingresar en ia fase nacional, en lugar de o adiclonaiments a la traduccidn de
ias relvindicaciones en la versidn original, se debe enviar una treduceién de las ralvindicaciones modificadas
sagdn el articuio 19 a loa organismes designados / saleccionados.

Otroa deluiles scorca de les exigencies de cads organismo designado / selsccionado sa obilenen en ol PCT
Applicant Guide, Volurma I..

" oracciones pars PCTASAZE) (hoja 3) Gallo 1951)
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NUEVAS PROTEINAS DX FusSION CON TROMBOMODULINA DIRIGIDAS
CONTRA FACTOREE TISULARES COMO ANTICOAGULANTES

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud
de Patente Provisoria de los Estados Unidos Nro:
60/376.566, presentada el 1 de mayo, 2002, cuyo texto se
incorpora por completo a la presente como referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENWCION

Para lograr una hemostasia normal es esencial mantener
un equilibrio apropiado entre la actividad procoagulante y
anticoagulante dentro de los vasos sanguineos (Davie, E.W.
et al. (1991) Biochemistry, 30{(43): 10363-10370). Una
perturbacién de dicho equilibrio en el sentido de aumentar
la coagulacién produce la tromboeis, que puede ser causante
de un ataque cardiaco, un accidente cerebrovascular,
embolia pulmonar y trombosis venosa. Por ello persiste la
necesidad de contar con anticoagulantes mé&s eficaces ¥y
gsequros para el tratamiento de determinados trastornos
trombéticos.

El factor tipular (“TF*) es una glucoproteina
transmembrana que opera como principal iniciador de 1la
cascada de la coagulacién (Nemerson, Y. (1995) Thromb.
Haemost. 74(1): 180-184). Bajo condiciones fisiolb6gicas
normales el TF activo no estd en contacto con la sangre.

Durante una lesifén vascular, la exposicién del TF a la
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sangre y el colidgeno subendotelial conducen a la activacifn
de las plaquetas y de 1los factores de coagulacién y
posteriormente a la formacién de un codgulo hemostdtico.
Una induccién inapropiada de la expresién del TF en
diversos estados clinicos puede conducir a una trombosis
potencialmente mortal y/o puede contribuir en
complicaciones patolSgicas. Se cree que la exposicién al TF
despuée de la ruptura de la placa es el hecho responsable
de la oclusién trombStica que conduce a infarto de
miocardio agudo y apoplejia. En estos estados, las vias de
seflalamiento proinflamatorias activadas por los factores de
coagulacién también contribuyen en la formacién de edemas y
en un mayor tamafioc de infarto. Las lesiones vasculares
asociadas con una angioplastia conducen a la
sensibilizacién del TF Bobre las SMC que Bse cree gque
inducen las vias de seflalamiento celulares asociadas con la
restenosis. La sobreexpresién del TF en distintos tipos de
cincer y en las gsepsie gram-negativas conduce a una
trombosis potencialmente mortal y a la activacién de las
vias inflamatorias.

El complejo del factor VIIa y el TF (“FVIIa”)/TF esté
comprometido en el mecanismo patogénico de diversas
enfermedades trombSticas y el nivel de TF en circulacién

constituye un factor de rieego para algunoe pacientes. Los
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factores FVIIa y TF cumplen funciones fdnicas en las
lesiones vasculares, particularmente en el mantenimiento de
la hemostasia y el inicio de las trombosis. El TF se
expresa habitualmente en la capa adventicila, pero en las
enfermedades vascularea esti sensibilizado y se expresa de
forma inapropiada en las capas media y neointima. En las
placas ateroescleréticas estd incrementada la expresién del
TF y estdn separadas de la sangre por una delgada capa
fibrosa que Be puede romper por exposicifin al TF. Las
intervenciones quirfirgicas, tal como una angioplastia con
balén, implantacién de Stents o endoarterectomfa lesionan
la pared de los vasos y exponen el TF subyacente. En la
placa ateroesclerftica, de paredes delgadas, rica en
lipidos, 1la ruptura espontéinea o erosién endotelial
conducen a la exposicién del TF y a la trombosis, dando
como resultado una angina inestable e infarto de miocardio.
El TF puede circular en las microparticulas derivadas de
células y los niveles de TF en circulacién estin elevados
en la angina inestable lo cual sugiere que este TF en
circulacién puede contribuir en la formacién de trombos
{Soejima, H. et al. (1999) Circulation 99(22): 2508-2913).
A menudo s8se ha asociado al céncer con un estado
hipercoagulable atribuido a una Bobreexpresién del TF sobre

las células tumorales. Esto predispone al paciente a

77



trombosis venosa profunda, embolia pulmonar y un bajo grado
de coagulacién intravascular diseminada (*DIC*). La DIC da
como resultado la deposicién de fibrina microvascular que
contribuye a una insuficiencia de miltiples &6rganos. Los
resultados de los modelos de lesiones arteriales agudas de
trombosis indican que los inhibidores del complejo FVIIa/TF
basados en proteinas, tal como el inhibidor de la via del
factor tisular (“TFPI") y del sitio activo del factor VIIa
(*FVIIai”), constituyen antitrombéticos eficaces con menos
hemorragia en comparacién con los inhibidores de trombina y
factor Xa (“FXa”"). Ademés, 1la inhibicién del complejo
FVIIa/TF es superior a otros anticoagulantes (por ejemplo,
heparina, inhibidores de FXa) en cuanto a la prevencién del
aumento del espesor de la neointima y la estenosis vascular
después de una lesién por balén (Jang, Y. et al. (1995)
Circulation 92(10): 3041-3050).

La trombomodulina (“T™M*) es una glucoproteina
transmembrana gue presenta propiedades anticoagulantes y
que se expresa predominantemente en la superficie luminal
de las células endoteliales que revisten 1los vasos
sanguinecs (Esmon, N.L. et al. (1982) J. Biol. Chem.
257(2): 859-864; Salem, H.H. et al. (1983) J. Blol. Chem.
259(19): 12246-12251). La TM madura, de longitud completa

es una proteina modular de 557 residuos de aminodcidos
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compuesta de 5 dominios estructurales: una regifén
hidrofébica N-terminal, (residuos 1-226); una regibén rica
en cistefna (residuos 226-462); una regién rica en Ser/Thr,
O-glicosilada (repiduos 463-497); una regifn transmembrana
hidrofébica (residuos 498-521); y una cola citoplasmética
C-terminal (residuos 522-557).

La regién rica en cistefna incluye seis estructuras
hom6logas repetidas del precursor del factor de crecimiento
epidérmico (“EGF”), denominados dominios EGF, de homologia
con EGF o de tipo EGF. La regi6n rica en cisteina se puede
dividir ademfs en 3 dominiom: las repeticiones de tipo EGF
1, 2 y 3 (“EGFl123", residuos 226-344), el Dbucle
interdominio entre EGF3 y EGF4 (residuos 345-349) y los
dominios tipo EGF 4, 5 y 6 (“*EGF456”, residuos 350-462). la
funcién del EGF456 consiste en la activacién de la unién de
trombina y la proteina C. Un estudio ha sugerido que la
quinta y sexta repeticién de tipo EGF (“EGF5", residuos
390-407, y “EGF6”, residuos 427-462, respectivamente)
tienen la capacidad de ligar trombina (Kurosawa, S. et al.
(1988) J. Biol. Chem. 263(13): 5993-5996); otro suglere que
es suficiente el dominio EGF456 para actuar como cofacéor
en la actividad de activacién de la proteina C mediada por
trombina (Zushi, M. et al. (1989) J. Biol. Chem. 264(18):

10351-10353). El dominio rico en Ser/Thr aumenta la unién
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de trombina mediada por EGF456. La tercera repeticitn de
tipo EGF (“EGF3i", residuos 311-344) es necesaria para la
activacién del inhibidor de fibrinélisis activada por
trombina (“TAFI*). 8Se han descripto varias mutaciones
puntuales en EGF3 que interfieren con la activacién de TAFI
(Wwang, W. et al. (2000) J. Biol. Chem. 275(30): 22942-
22947) . El complejo trombina/TM convierte la proteina C en
la proteina C activada (“APC"), que a su vez degrada loas
factores Va y VIIIa, impidiendo de esa manera la generacién
adicional de trombina. Por ello, la TM funciona como un
interruptor molecular gue convierte trombina en un
anticoagulante a partir de un procoagulante.

La K, de la proteina C para el complejo trombina/TM
est& reducida 10 veces cuando la TM estd ubicada sobre la
superficie de una membrana (Esmon, C.T. (1995) FASEB J.
9(10): 946-955). La concentraciém de proteina C en eangre
(0,065 pM) se encuentra significativamente por debajo del
valor informade de K, (5 puM) para el complejo TM/trombina
soluble, estableciendo entonces que 1la T™ sobre la
superficie de membrana procoagulante dard como resultado un
aumento local marcado en la velocidad de generacién de
proteina C.

La TM inhibe la trombosis por un mecanismo diferente

de la heparina o derivados de la misma. La heparina es un
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cofactor para la antitrombina III e inhibe tanto el FXa
comeo la trombina a través de mecanismt.::s dependientes de
antitrombina III. La trombina unida a trombos esté
protegida de la acciém de la antitrombina III, que limita
la eficacia antitrombStica de la heparina o heparina de
bajo peso molecular (“"LMWH*) sobre los coagulos
preexistentes. Esto explica la falla de la heparina o LMWH
para inhibir el crecimiento de trombos desencadenado por la
trombina unida a cofgulos o protrombinasa en los estudios
en primates no humanos. Por el contrario, la ™
recombinante atenfia la generacién de trombina inducida por
cofgulos y 1la formaci6én de fibrina de una manera
dependiente de la dosis (Mohri, M. et al. (19958) Thromb.
Haemost. B0(6): 925-929). El1 efecto inhibidor de la TM es
eliminado por 1los anticuerpos anti-proteina C. La
inhibicién de la actividad procoagulante unida a codgulos
‘es clinicamente importante porque la actividad
procoagulante wunida a cofgulos da como resultado un
crecimiento wmis rdpido de loe colgulos y en dltima
instancia una oclusién vascular o complicaciones
tromboembSlicas. La inhibicién del crecimiento de trombos
permite que los sistemas fibrinoliticos endSgenoe eliminen
los codgulos con mayor rapidez y por completo. Ademés,

también se espera que la TM sea mis eficaz que la heparina



en aquellas condiciones patolégicas donde la antitrombina
plasmiticas es eliminada, tal como DIC. Si bien s6lo la T™™
Yy la heparina inhiben el consumo de plaquetas y fibrinégeno
en el DIC experimental, solamente la TM era eficaz cuando
se eliminaban los niveles de antitrombina III.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a nuevas proteinas de
fusién que actGan como anticoagulantes y comprenden una
proteina direccionadora, que interactfia con el factor
tisular (“TF*} © bien con el complejo del factor
VIIa/factor tisular (*FVIIa/TF*), egtin ligadas
operativamente al dominio EGF456 de trombomodulina {“TM”)
B6lo o estin combinadas con al menos un dominio adicional
seleccionade del grupo formado por el dominio hidrofébico
de la regitn N-terminal, el dominio EGF123, el bucle de
interdominio entre EGF3 y EGF4 y el dominio rico en Ser/Thr
0-glicosilado, o andlogos, fragmentos, derivados o
variantes de los mismos.

La proteina de fusibtn anticoagulante de esta invencién
busca y se une a la TF o el complejo de FVIIa/TF en el
Bitio de una lesibén, localizando la TM hacla el sitio de la
lesifn, y evitando de esa manera la formacién de trombos,
con lo cual funciona de una manera mids eficaz como

anticoagulante en comparacién ya sea con un anticuerpo
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anti-TF soluble o con TM soluble o fragmentos de TM. La
proteina de fusidn es mip eficaz que la heparina de bajo
peso molecular (“LMWH”) en el tratamiento de algunas
enfermedades, incluyendo, por ejemplo, sepsis, coagulacién
intravascular diseminada, apoplejfa isquémica, trombosis
venosa profunda, sindromes coronarios agudos,
complicaciones trombSticas después de una angioplastia y
coagulopatias en los estados avanzados de céncer. Adem&s,
la proteina de fusitn es de utilidad en 1la cirugfa
microvascular, injertos de piel y venas y en los
transplantes de &rganos.

En otro aspecto, la invencién provee composiciones
farmacéuticas que incluyen las proteinas de fusién de la
invencién.

En otro aspecto, la invencifn provee un método para
proteger a un paciente contra la formacién de trombos que
comprende la administracién de una cantidad eficaz para uso
terapéutico de la protefna de fusién a dicho paciente, y
que permite entonces inhibir la generacién de trombina sin
afectar directamente otros parametros de coagulacién, tal
como la activacién y agregaciém de plaquetas.

En otro aspecto, la invencifn se relaciona con un
método para prevenir y tratar la trombosis venosa profunda

(*DVT”") o la coagulacién intravascular diseminada (*DIC*) o
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el sindrome coronario agudo o céncer con evidencia de
coagulopatias en un  paciente, que comprende la
administracién de una cantidad eficaz para uso terapéutico
de la proteina de fusiém a dicho pacilente.

En otro aspecto, la invencién Be relaciona con un
método para regular la respuesta inflamatoria en un
paclente que comprende administrar una cantidad eficaz para
uso terapéutico de la proteina de fusidén a dicho paciente.

En ain otro aspecto, la proteina de fusién de 1la
invencién se puede utilizar para formar un recubrimiento no
trombogénico sobre la superficie de dispositivos médicos
que toman contacto con sangre.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un
conjunto de elementos [kit]l que comprende una proteina de
fusién que contiene una proteina direccionadora, que se une
al TF o al complejo de FVIIa/TF, y a los dominios de la TM.
Como alternativa, el conjunto de elementos puede comprender
secuencias de ADN que codifican componentes de la proteina
de fusién.

También s8e describen métodos para fabricar las
proteinas de fusifn de la invencidén, tanto recombinantes
como de sintesis.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. La unién de scFv(TF)3el0 a sTF incrementa la
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afinidad aparente de 8TF por el FVIIa. El1 ensayo de
activacién de sTF/FViIa se llevd a cabo como se deacribe en
el Ejemplo 5 con el titulo *Ensayo de activacién de
BTF/FVIIa” usando FVIIa 2 nM en presencia y ausencia de
scFv(TF)3el0 800 nM. En el ensayo se obtuvo el titulo de
8TF y Be determiné la velocidad de clivaje del sustrato
cromogénico (5-2266). Se calculé el valor de Kp aparente
para aTF usando un ajuste de 4 parimetros estédndar.

Figura 2. Medici6én de la afinidad de unién de
BCcFv(TF) 3el0 por sTF. El ensayo de sTF/FVIIa se describe en
el Ejemplo 5 con el titulo *Ensayo de activacién de
8TF/FVIIa” usando 8TF 3 nM y FVIIa 2 nM. La concentracién
de sTF utilizada se encontraba por debajo del valor de la
Kn para la uni6n a FVIIa. La uni6én del anticuerpo
8cFv (TF) 3el0 redujo la Ky de sTF para la unién a FVIIa, lo
cual conduce a una mayor formacién del complejo sTF/FVIIa
Y. por ello, la velocidad de clivaje del sustrato
cromogénico S2266. Se agregé ScFv(TF)3el0 a concentraciones
crecientes y la mayor velocidad de reaccién se utilizé para
determinar el valor de la Kp ai:arente del anticuerpo para
BTF usando un ajuste de 4 pardmetros esténdar.

Figura 3. El andlisis de microcalorimetrfa muestra que
scFv(TF)3el0 tiene una afinidad 20 veces mayor por el

complejo BTF/FVIIa que por sTF solamente. La calorimetria

JO7—
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isotérmica de titulacién se 1llevS a cabo usando un
instrumento VP-ITC MicroCal. El1 complejo sTF/FVIIa se
obtuvo por adicién de un exceso molar de 2,3 de FVIIai al
8TF. Se usd cromatograffia de exclusién por tamafio para
verificar que el sTF se habia consumido por completo en la
formacién del complejo. Para 1la determinacién de 1la
afinidad del anticuerpo por el complejo, Be agreg6 complejo
8TF/ViIa 1,2 MM en la celda del microcalorimetro vy
anticuerpo 8cFv{TF)}3el0 65 uM a la jeringa. Para 1la
determinacién de la afinidad del anticuerpo por el aTF
solamente, Be agregé eTF 10 uM a la celda y scFv(TF)3el0
141 pM a la jeringa. El anédlisis de los datos me llevd a
cabo usando el software MicroCal Origin. Los datos se
ajustaron para un solo sitio de unién.

Figura 4. Se observ6 que el 8cFv(TF)3el0 inhibe el
ensayo de activacién del FX de una manera dependiente de la
dosis. Los detalles de este ensayo Be describen en el
Ejemplo 5 con el titulo “Ensayo de activacién del Factor
X*. La ICsp representa la dosis necesaria para lograr un
50% de inhibicién méxima.

Figura 5. La proteina de fusifén inhibe de una forma
mis potente la coagulacién que el anticuerpo contra TF o
TMi456 solamente. Se llevd a cabo un ensayo de tiempo de

protrombina (PT) con el fin de comparar la proteina de

6%
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fusién con el anticuerpo contra TF o TMi456 solamente. Se
agregé un volumen apropiado de inhibidor concentrado, ya
Bea anticuerpo contra TF (scFv(TF)3el0), TMi456 o fusién
(scFv(TF) 3el0-TMi456), a 100 pl de tromboplastina humana
recombinante (Orto-recombiplastina). Aproximadamente 2
minutos después ee agregaron 100 pl de plasma humano
reconstituido. El tiempo de coagulacién se determiné con un
coagulSmetro Haemoliance. Se generaron curvas de doasis-
respuesta para cada inhibidor y luego se utilizé anfilisis
de regresiSn para calcular 1la concentracién (en nM)
necesaria para una extensién al doble del tiempo de
coagulacién.

Figura 6. La proteina de fusién retiene la actividad
completa como cofactor para la activacién de la proteina C.
El ensayo descripto en el Ejemplo 5 con el titulo “Ensayo
de activacién de la Proteina C (cromogénico)* contenia 20
pl de muestra de TM, ya sea TMi456, que contiene los
dominioce EGF 4-6 y el bucle de interdominio entre EGF3 y
EGF4 o la fueién (scFv(TF)3el0-TMi456), 20 pl de proteina C
1,5 yM y 20 pl de alfa-trombina 3 nM. Se dej6 que la
activacién avanzara durante 1 hora. La fase de activacién
e detuvo mediante la adicién de 20 pl de hirudina 0,16
p/ml. Después Be agregaron 100 pl de 52266 1 mM y se

determiné el valor de A405 cada 10 segundos durante 30

10¢
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minutos. La velocidad de reaccifn depende de la cantidad de
proteina € activada que se ha generado. Los datos se
expresan en mOD/min.

Figura 7. La velocidad de activacién de la proteina C
por la protefna de fusién aumenta en las superficies de
fosfolipidos que contienen TF. La velocidad de activacién
de la proteina C por la TMi456 no es afectada por 1la
adicién de vesiculas con TF. El ensayo que se deacribe en
el Ejemplo 5 con el titulo “Ensayo de activacién de la
Proteina C (sobre superficies ricas en TF)” contenfa 20 ul
de muestra de TM, ya sea TMi456 o una fusién (scFv(TF)3el0D-
TMi456), 20 pl de protefina C 1,5 puM, 20 pl de alfa-trombina
3 nM y 20 pl de solucién amortiguadora o vesiculas de TF
(Innovina, TF humana recombinante, 4X, la concentracién
normal para PT). Se dejé que la activacién avanzara durante
1 hora. La fase de activacién se detuvo por adicién de 20
ul de hirudina 0,16 p/ml. Después ee agregaron 100 ul de
52266 1 mM y se determiné el valor de A405 cada 10 segundos
durante 30 minutos. La velocidad de reaccién depende de la
cantidad de proteina C activada que se ha generado. Los
datos se expresan en mOD/min.

Figura 8. La proteina de fusién muestra una mayor
especificidad por una coagulacién inducida por TF que la

TMi4e56. El1 ensayo de tiempo de tromboplastina activada

1%
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parcial (APTT) es sensible a los inhibidores de las vias de
coagulacién intrinsecas y centrales. La coagulacién que se
produce en este ensayo e8s independiente del TF. Los
inhibidores, ya Bea anticuerpo contra TF (scFv(TF)3el0),
TMi456 o la fusién (scFv{TF)3el0-TMi456), se diluyeron en
50 pl de plasma humano reconstituido hasta una
concentracién final que permitié obtener una prolongacién
al doble en el ensayo PT. El coaqulémetro agregd entonces
50 pl de reactivo de APTT (Alexin HS) y 50 ul de reactivo
de CaCl; (0,02 mol/l) y s8e determind el tiempo de
coagulacién en segundos.

Figura 9. La proteina de fusién inhibe de forma més
potente la coagulacifén de sangre completa inducida por TF
que cualgquiera de sus componentes solamente. La coagulacidn
de la sangre completa se analizd usando como analizador un
Tromboelastégrafo (TEG) Haemoscope. A la sangre completa
con citrato, se agregd una concentracién 120 nM de
anticuerpo contra TF (scFv(TF)3el0), TMi456 o la fusién
(acFv(TF)3el10-TMi456) junto con 10 ul de reactivo de
tromboplastina (dilucién 1: 64) y 20 ul de CaCl; 0,2 M. Se
obtuvo el valor R (tiempo hasta la formacién inicial de
fibrina) para cada muestra. Este valor se convirtid luego
en un valor R % no inhibido.

Figura 10. La proteina de fusién muestra una dosie-

L
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respuesta wmis predecible que ILMWH en un ensayo de
coagulacién de sangre completa (TEG). A sangre completa con
citrato, se agregaron concentraciones crecientes (15 nM
iniciales y aumentado en incrementos de 2X) de la fusién
{BcFv(TF) 3el1l0-TM1456) o concentraciones crecientes (0,15
g/ml iniciales y aumentado en 2X) de enoxaparina (LMWH),
junto con 10 pl de un reactivo de tromboplastina (dilucién
1:64) y 20 pl de CaCl; 0,2 M. Se obtuvo el valor R (tiempo
hasta la formacién inicial de fibrina) para cada muestra y
luego se grafic6é en funcién de la concentracién relativa
{(definida la concentracién mis baja en 1 (para cada valor R
similar), luego aumentada a concentraciones crecientes 2X).

Figura 11. La proteina de fusién scFV{(TF)3el0-TMi456
es eficaz en un modelo In vivo de coagulacién intravascular
digpeminada (“DIC*}. Se evalu6é el anticuerpc contra TF
(scFV(TF)3el0) y 1la fusién (scFV{TF)3el0-TMi456) en el
modelo de tromboembolia en rata que se describe en el
Ejemplo 8 para (A) mortalidad porcentual y (B) calificacién
de morbilidad-mortalidad. (A) En el grupo tratado con
vehiculo, la dosis de TF usada dioc como resultado un 60% de
letalidad (LDgy). El 8cFv(TF)3el0-TMi456 a razén de 0,7
nmol/kg impidié la muerte por completo. Por el contrario,
el scFv(TF)3el0 a razén de 0,7 nmol/kg no tuvo efecto sobre

la muerte. El acFv(TF)3el0-TMi456 era més eficaz que una



17

dosie 10 veces mayor de B8cFv(TF)3el0. (B) En el grupo
tratado con vehiculo, la dosis In vivo de TF dio como
regultado una calificacién promedio de morbilidad-
mortalidad de 2,6, basado en el siguiente sistema de
puntaje: 0 = no afectado; 1 = dificultad respiratoria leve
(recuperacitn dentro de los 30 min); 2 = dificultad
regpiratoria severa (moribundo, 1la recuperacién requirié
mis de 60 min); y 3 = muerte. El1 s8cFv(TF)3el0-TMi456
impidié de una manera dependiente de la dosis la muerte
inducida por el TF y la dificultad reapiratoria con un
valor de EDs; de 0,46 nmol/kg (0,019 mg/kg). El
scFv (TF) 3e10-TMi456 a razén de 7,0 nmol/kg impidié por
completo tanto la muerte como la dificul.tad respiratoria, y
a 0,7 nmol/kg impidié por completo la muerte y redujo
significativamente la dificultad respiratoria. Por el
contrario, el scFv(TF)3elQ0 a razén de 0,7 nmol/kg no tuvo
efecto sobre la muerte y poco o ninglin efecto scobre la
dificultad respiratoria. El1 8cFv(TF}3el0-TMi456 era mas
eficaz que una dosis 10 veces mds alta de scFv(TF)3elD.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La proteina de fusién anticoagulante de la presente
invencién comprende una proteina direccionadora que
interactGa ya Bea con el factor tisular (*TF”) o el

complejo de factor VIIa/factor tisular (*FVIIa/TF*), est&

1>
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ligada operativamente al dominio EGF456 de la
trombomodulina (®*TM*)} solamente o estd combinada con al
menos un dominico adicional seleccionado del grupo formado
por el dominio hidrofSbico de la regién N-terminal, el
dominio EGFl123, el bucle de interdominio entre EGF3 y EGF4
y el dominio rico en Ser/Thr O-glicosilado o anilogoa,
fragmentos, derivadcos o variantes de las mismas.

Definiciones:

En la descripcién de 1la presente invencién, se
utilizarin los siguientes términoe como 8se definen a
continuacién.

Las "proteinas o los polipéptidos recombinantes” se
refieren a proteinas o polipéptidos producidos mediante
técnicas de ADN recombinante, es decir, producidos a partir
de cé&lulas, micrcbianas o de mamifero, transformadas con
una construccién de ADN exSgeno que codifica el polipéptido
deseado. Las proteinas o los polipéptidos expresados en la
mayoria de 1los cultivos bacterianos estarfn libres de
glucano. Las proteinas o los polipéptidos expresados en
levadura pueden contener un patrémn de glucosilacién
diferente del expresado en células de mamifero.

Las proteinas o los polipéptidos “nativos” se refieren
a proteinas o polipéptidos recuperados a partir de una

fuente natural. El1 término *TM nativa* incluye la T™

[l‘-l
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natural y fragmentos de la miama.

Una ‘“secuencia de codificacién® de ADN es una
secuencia de ADN que se transcribe en ARNm y que se traduce
en un polipéptide en una célula huésped cuando se encuentra
bajo el control de secuenclias regquladoras apropiadas. Los
limites de la secuencia de codificacién estin determinados
por un codén de inicio en el extremo N-terminal 5 y un
codén de terminaci6én de la traduccién en el extremo C-
terminal 3’. La secuencia de codificaci6én puede incluir
secuencias procariontes, ADNc de ARNm eucarionte,
secuencias de ADN genfmico de ADN eucarionte y secuencilas
de ADN Bsintético. La Becuencia de terminacién de 1la
transcripcién se ubica habitualmente 3’ con respecto a la
secuencia de codificacién.

Una *“proteina de fusién” ea una proteina resultante de
la expresién de al menos dos secuencias de codificacién
heterSlogas ligadas operativamente entre si. La proteina de
fusién de &esta invencién comprende una proteina
direccionadora que interactGa ya 8ea con el TF o el
complejo de FVIIa/TF, est& ligada operativamente al dominio
EGF456 de la trombomodulina (*TM*) Bsolamente o esBtéd
combinada con al menoa un dominio adicional de la TM
seleccionado del grupo formado por el dominio hidrofébico

de la regién N-terminal, el dominio EGF123, el bucle de

418"
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interdominio entre EGF3 y EGF4 y el dominio rico en Ser/Thr
O-glicosilado o andlogos, fragmentos, derivados o variantes
de las mismas.

Una "proteina direccionadora” es una protefina que se
une o que interactia con otra proteina o complejo de
proteinas. La proteina direccionadora de esta invencién es
una proteina que se une o que interactfia con el TF o con el
complejo de FVIIa/TF. Por ejemplo, un anticuerpo anti-TF o
anti-complejo de FVIIa/TF, es una proteina direccionadora
de esta invencién. Otros dos ejemplos de proteinas
direccionadoras comprenden el factor VIIa de sitio activo
inhibido (“*FVIIai”), que Be puede unir al TF para formar un
complejo de FVIIai/TF inactivo, y el inhibidor de la via
del factor tisular (“TFPI"), que se puede unir e inactivar
el complejo de FVIIa/TF.

Una “secuencia de nucleétidoa” es un heteropolimero de
desoxirribonucleétidos (bases de adenina, guanina, timina o
citosina). Las secuencias de ADN que codifican 1las
proteinas de fusidén de esta invencién se pueden ensamblar a
partir de fragmentos de ADN derivados de ADNc sintético y
lTigadores cortos de oligonucleStidos para proveer un gen
gintético que se puede expresar en un vector de expresién
recombinante. Al describir 1la estructura de molé&culas

particulares de ADN de cadena doble, las secuencias se



21

describirdn de acuerde con 1la convencién normal de
solamente mencionar la secuencla en la direcci6n 5’ a 3’ a
lo largo de la cadena no transcripta de ADNc.

Un *“vector de expresién recombinante® es una
construccién de ADN replicable usada ya sea para amplificar
O para expresar un ADN que codifica las protefinas de fusién
de la presente invencién. Un vector de expresiSn contiene
secuencias de ADN control y una secuencia de codificacién.
Las Becuencias de ADN control incluyen secuencias
promotoras, sitios de wunién a ribosomas, sefiales de
poliadenilacién, secuencias de terminacién de la
transcripeién, potenciadores y dominios regquladores 5’'. Los
sistemas de expresién recombinantes definidos aquf
expresarin las protefnas de fusién una vez inducidos los
elementos requladores.

Las “células huésped transformadas®™ sBe refieren a
células que han sido transformadas y transfectadas con ADN
exSgeno. El1 ADN exdgeno puede estar integrado, o no,
(ligado covalentemente) al ADN cromoséSmico que conforma el
genoma de la célula. En procariontes y levaduras, por
ejemplo, el ADN exégeno se puede mantener sobre un elemento
episbmico, tal como un plésmido, o se puede integrar de
forma estable en el ADN cromoafmico. Con respecto a las

células eucariontes, una c¢élula transformada de manera
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estable es aguella en la cual el ADN exégeno estd integrado
en la replicacién del cromosoma. Esta estabilidad queda
demostrada por la capacidad de las lineas o clones de
células eucariontes para producir una poblacién de células
hija que contienen al ADN ex&geno

La *trombomodulina (T™) * se refiere a una
glucoproteina de la superficie de células endoteliales que
forma un complejo de gran afinidad con la trombina. Se han
aislado y secuenciado los genes que codifican la TM nativa
(tanto la forma genémica y como el ADNc) de bovinos y seres
humanos (Jackman, R.W. et al. (1986) Proc. Natl. Acad. Scil.
EE.UU. 83(23): 8834-8838 y Jackman, R.W. et al. (1987)
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 84 (18): 6425-6429,
incorporadas en este documento a modo de referencia). Las
secuencias de TM bovina, humana y de ratén presentan un
alto grado de homologia entre si. El ADNc de la TM humana
codifica una protefna de 60,3 kDa de 575 amino&cidos,
incluyendo una B8Becuencila sefial de aproximadamente 18
aminodcidos, véase, por ejemplo, la Patente de los Estados
Unidos N°: 5.827.824.

Cuando la trombina se une a la TM se puede observar un
incremento de mil o mi&s en la velocidad de activacién de la
proteina C que forma la enzima anticoagulante conocida como

proteina C activada. Ademds, cuando la trombina se une a la

&
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T, la trombina ya no funciona como wuna enzima
procoagulante. Especificamente, la formacién de fibrina
catalizada por trombina, la activacién del factor V y la
activacién de plaquetas estdn inhibidas todas en presencia
de TM. Por comnsiguiente, la TM convierte trombina en un
anticoagulante fisiolégico.

Un *“dominio de trombomodulina (TM)”" se refiere a una
secuencia discreta de aminodcidos que se puede asociar con
una funcién o caracteristica particular de la TM, tal como
la caracteristica de la unidad estructural terciaria. El
gen de la TM de longitud completa codifica un precursor o
un pro-polipéptido que contiene los siguientes dominios:
los aminoficidos -18--1 constituyen una secuencia sgefial; los
aminoicidoe 1-226 comprenden la regifn hidrofébica N-
terminal; los aminodcidos 227-462 comprenden la regién rica
en cisteina; que consiste de 6 repeticiones de tipo EGF en
tédndem unidos por pequeflos péptidoe o bucles interdominio;
los aminodcidos 463-497 constituyen una regién rica en
Ser/Thr O-glicosilada; los aminodcidos 49%8-521 constituyen
una regidén transmembrana hidrofébica; y los aminodcidos
522-557 constituyen la cola citoplasmitica C-terminal. La
regién rica en cisteina se puede dividir ademis en 3
dominios: los aminodcidos 226-344 constituyen el EGF123,

que conata de las repeticlones de tipo EGF 1, 2 y 3



(residuos 226-344); los aminodcidos 345-349 constituyen el
bucle de interdominio entre EGF3 y EGF4; y los aminodcidos
350-462 constituyen el EGF456, que coneta de los dominios
de tipo EGF 4, 5 y 6. Véase, por ejemplo, Yost, C.S. et al.
(1983} Cell 34(3): 1759-766; Wen, D.Z. et al. (1987)
Biochemistry 26(14): 4350-4357; y Wang, W. et al. (2000},
supra, cuyos contenidos se incorporan en este documento a
modo de referencia.

Los términos “andlogo”, *fragmento?, “derivado” Yy
“variante”, cuando se refieren a las proteinas de fusién de
esta invencién, asi como las proteinas direccionadoras y el
o0 los dominios de la T, 8e refieren a anilogos,
fragmentos, derivadoe y variantes de 1las protefnas de
fusién, proteinas direccionadoras y dominio(s) de TM que
retienen sustancialmente la miama funcién o actividad
biolS6gica, como se deacribiri mids adelante.

Un “andlogo” incluye un pro-polipéptido que incluye en
el mismo la Bsecuencia de aminodcidos de la protefina de
fusién de esta invencién. La proteina de fusién activa de
esta invenciém puede ser clivada de los aminoAcidos
adicionales que completan la molécula de pro-proteina de
fusién mediante procesos naturales, in vivo, o mediante
procedimientos bien conocidos en el arte tal como por

clivaje enzimitico o quimico. Por ejemplo, la TM nativa se

| 90
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expresa naturalmente como un pro-polipéptido de 575
aminodcidos que luego es procesado in vivo liberando el
polipéptido maduro activo de 557 aminoécidos.

Un “fragmento” es una porcién de la proteina de
fusidén, de la proteina direccionadora o de uno o varic;a
dominios de TM que retiene sustancialmente una actividad
funcional similar, tal como se muestra en los ensayos in
vitro que se describen mfs adelante en este documento.

Un “derivado” incluye todas las modificaciones de 1la
proteina de fusién que permiten preservar sustancialmente
las funcionee que aqul se describen e incluyen una funcién
de estructura y ayudante adicional, por ejemplo, proteinas
de fusién tratadas con PEG que poseen una mayor vida media,
proteinas de fusién O-glicosiladae modificadas por 1la
adicién de sulfato de condroitina y proteinas de fusién
biotiniladas, como se describiri mis adelante.

Los términos, *“actividad funcional sustancialmente
similar” y *“sustancialmente la misma funcién biolbgica o
actividad” significan cada uno que un polipéptido posee un
grado de actividad Dbiol6gica que comprende entre
aproximadamente un 30% y 100% o mis de la actividad
biolSgica demostrada por el polipéptido con el cual est4
siendo comparado cuande la actividad biolégica de cada

polipéptido se determina con el mismo procedimiento o
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ensayo. Por ejemplo, la proteina de fusi6n o uno o varios
dominios de TM que poseen una actividad funcional
pustancialmente similar a la proteina de fusidén del Ejemplo
2 (SEQ ID N*: 2) es aquella que, cuando se evalla en el
ensayo de activaci6n de la proteina C (cromogénico) que se
describe en el Ejemplo 5, demiestra acumilacién de 1la
proteina C activada. Una proteina direccionadora que posee
una actividad funcional sustancialmente similar para el
anticuerpo anti-TF del Ejemplo 1 (SEQ ID N°: 1) es aquella
que, cuando ge evalGa en el ensayo de 8eTF/FVIIa o los
ensayos de activacién del FX que se describen en el Ejemplo
5, demuestra capaclidad para unirse o para neutralizar el TF
o el complejo de FVIIa/TF.

La “similitud” entre dos polipéptidos se determina por
comparacién de la secuencia de aminodcidoe y los sustitutos
de aminodcidos conservados de un polipéptido con 1la
secuencia de un segundo polipéptido. Dichas sustituciones
conservadoras incluyen los que se describieron previamente
en The Atlas of Protein Seqguence and Structure 5 de Dayhoff
(1978) y de Argos (1989) EMBO J. 8: 779-785. Por ejemplo,
los amino&cidos que pertenecen a uno de los siguientes
grupos representan cambios conservadores:

-Ala, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Thr:

-Cys, Ser, Tyr, Thr;

1 9%
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-Val, Ile, Leu, Met, Ala, Phe;

-Lys, Arg, His;

-Phe, Tyrx, Trp, His; y

-Asp, Glu.

Todos los demés términos té&cnicos usados aqui tienen
el mismo significado que el uso comin entre los
especialistas en el arte al cual pertenece la presente
invencién.

Proteina direcciocnadora:

La protefna direccionadora de esta invencién es una
proteina que tiene la capacidad para unirse especificamente
a una molécula de interés particular preseleccionada, por
ejemplo, el TF o el complejo de FVIIa/TF, y luego sirve
para dirigir la proteina de fusién hacia una célula o
tejido que lleva dicha molécula de interés preseleccionada.

En una realizacién de esta invencién, 1la proteina
direccionadora es wun anticuerpo que g8e puede unir vy
neutralizar el TF o el complejo de FVIIa/TF. Un
*anticuerpo” incluye aqui moléculas de inmunoglobulina
(*Ig”) intactas, asf como fragmentos de las mismas, tal
como Fab, F(ab’); y Fv, que tienen la capacidad de unirse a
un epitope del TF o del complejo de FVIIa/TF. Tipicamente,
se requieren al menos 6, 8, 10 & 12 aminodcidos contiguos

para formar un epitope. Sin embargo, loa epitopes gque
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comprenden aminodcidos no contiguos pueden requerir miés,
por ejemplo al menos 15, 25 6 50 aminodcidos.

Tipicamente, un anticuerpo que se une especificamente
al TP o al complejo de FVIIa/TF provee una seflal de
deteccli6n al menos 5, 10 & 20 veces mayor que la sefial de
deteccién provista con otras protefnas cuando se usa en un
ensayo inmunoquimico. Preferentemente, los anticuerpos que
ge unen especificamente al TF o al complejo de FVIIa/TF no
detectan otras proteinas en los ensaycs inmunoquimicos y
pueden causar la inmunoprecipitacién del TF o del complejo
de FVIIa/TF de una solucién.

El TF o el cqmplejo de FVIIa/TF se puede usar para
inmunizar un mamifero, tal como ratones, ratas, conejo,
cobayos, monos o seres humanos, para producir anticuerpos
policlonales. Si Be deseara, el TF o el complejo de
FVIiIa/TF se puede conjugar con una proteina vehiculo, tal
como albfimina de suero bovino, tiroglobulina y hemocianina
de lapa. Dependiendo de la especie del huésped, se pueden
usar diversos adyuvantes para incrementar la respuesta
inmunolégica. Dichos adyuvantes incluyen, por ejemplo,
adyuvante de Freund, geles minerales (por ejemplo,
hidr6xido de aluminio) y sustancias tensiocactivas (por
ejemplo, 1lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones,

péptidos, emulsiones oleaginosas, hemocianina de lapa y
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dinitrofenol). Entre 1los adyuvantes usados en seres
humanos, son de especial utilidad: BCG (bacilos Calmette-
Guerin) y Cormybacterium parvum.

Los anticuerpos monoclonales que se unen
especificamente al TF o al complejo de FVIIa/TF se pueden
preparar usando cualquier técnica que provee la produccién
de moléculas de anticuerpo por lineas celulares continuas
en cultivo. Estas técnicas incluyen, por ejemplo, 1la
técnica de hibridomas, la técnica de hibridomas de cé€lulas
B humanas y la técnica de hibridomas del EBV (Kohler et al.
(1985) Nature 256: 495-497; Kozbor et al. (1985} J.
Immunol. Methods Bl: 31-42; Cote et al. (1983) Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 80: 2026-2030; y Cote et al. (1984) Mol.
Cell Bicl. 62: 109-120).

AdemSs de las técnicas desarrolladas para la
produccién de “anticuerpos quiméricos”, se puede usar el
procesamiento de genes de anticuerpos de rat6n para genes
de anticuerpos humanos para obtener una molé&cula con una
especificidad de antigeno y actividad biolégica apropiadas
(Morrison et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. B1:
6851-6855; Neuberger et al. (1984) Nature 312: 604-608;
Takeda et al. (1985) Nature 314: 452-454). Los anticuerpos
monoclonales y otros anticuerpos también pueden ser

*humanizados” para impedir que un paciente genere una
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respuesta inmune contra el anticuerpo cuando se usa en
aplicaciones terapéuticas. Dichos anticuerpos pueden ser
suficientemente similares en cuanto a secuencia a los
anticuerpos humanos como para ser usados directamente en la
proteina de fusibén o bien, puede ser necesario efectuar una
alteracién de unos pocoe residuos clave. Las diferencias en
cuanto a secuencia entre los anticuerpos de roedores y las
gecuencias humanas pueden ser minimizadas por sustitucién
de loa residuos que difieren de los de las secuencias
humanas mediante mutagénesis dirigida al sitioc de residucs
individuales o por injerto de regiones enteras
determinantes de la complementariedad. Como alternativa, es
posible producir anticuerpos humanizados wusando métodos
recombinantes, como B8e describe en GB2188638B. Los
anticuerpos que se unen especificamente al TF o al complejo
de FVIIa/TF pueden contener sitios de unién a antigenos que
eatdn parcial o completamente humanizados, como se describe
en la Patente de los Estados Unidos N°: 5.565.332.

Como alternativa, es posible adaptar las técnicas
descriptas para la produccién de anticuerpoe de cadena
simples usando métodos conocidos en el arte para producir
los anticuerpos de cadena simple que se unen
especificamente al TF o al complejo de FVIIa/TF. Los

anticuerpos con eapecificidad relacionada, pero de distinta
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compoaicién idiotipica, pueden ser generados por
combinacién o entremezclado de cadenas a partir de
bibliotecas de Ig combinatorias y aleatorias (Burton (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU, 88: 11120-11123).

Los anticuerpos de cadena simple también Be pueden
conetrulr usando un mé&todo de amplificacién de ADN, tal
como PCR, usando ADNc de hibridomas como templado (Thirion
et al. (1996) Eur. J. Cancer Prev. 5: 507-511). Los
anticu-e:poa de cadena simple pueden ser monc © bi-
especificas y pueden ser Dbivalentes o tetravalentes. La
construccién de anticuerpos de cadena simple tetravalentes,
bi-especificas se describe, por ejemplo, en Coloma Yy
Morrison (1997) Natl. Biotechnol. 15: 159-163. La
construccién de anticuerpos de cadena simple bivalentes,
bi-especificos se describe en Mallendar y Voss (1994) J.
Biol. Chem. 269: 199-216.

La secuencia de nucledtidos que codifica un anticuerpo
de cadena simple se puede construir usandc sintesis de
nucleétidos manual o automftica, luego se puede clonar en
una construccién de expresién usando métodos de ADN
recombinante estdndar e introducir en una célula para
expresar la secuencia de codificacién. Como alternativa,
los anticuerpos de cadena simple se pueden producir

directamente usando, por ejemplo, 1la tecnologfia de
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expresién en fagos filamentosos (Verhaar et al. (1995) Int.
J. Cancer 61: 497-501; y Nicholls et al. (1593} J. Immunol.
Meth. 165: 81-91).

Los anticuerpos que se unen especificamente al TF o al
complejo de FVIIa/TF también se pueden producir por
induccién in vivo de la produccién en una poblacién de
linfocitos o mediante el rastrec y examen de bibliotecas de
Ig o paneles de reactivos de unién altamente especificos
como Be describe en la literatura. (Orlandi et al. (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. B86: 3833-3B37; Winter et al.
(1991) Nature 349: 293-299).

En otra realizacién de esta invencién, la proteina
direccionadora es una porcifn direccionadora distinta de un
anticuerpo que se puede unir y neutralizar el TF. Dos
ejemploe de ellas son el factor FVIIa (FVIIal) de sitio
activo inhibido y el inhibidor de la via del factor tisular
(TFPI) .

Tanto el FVIIa como el FVIIai forman un complejo de
gran afinidad con el TF (Sorenson, B.B. y Rao, L.V. (1998)
Blood Coagul. Fibrinolysis 9 (Supl. 1): S67-71). El FVIIai
es un anticoagulante que neutraliza el TF que actfia por
competencia con el FVIIa endSgeno por la unién al TF
expueato. El FvVIIali inhibe 1la capacidad del FVIIa

proteoliticamente activo para formar un complejo ée FVIiia-
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TF competente y de esta manera inhibe el inicio de 1la
coagulacién. Al fusionar genéticamente los dominios de la
T™ con el FVIIai, la TM podrd ser dirigida a superficies
protrombdSticas ricas en TF.

Se ha aislado y secuenciado el ADNc que codifica el
FVII human (Hagen, H.S. et al. (1986) Proc. Natl. Acad.
Sci. EE.UU. B83(8): 2412-2416, cuyo contenido se incorpora
en este documento a modo de referencia). El ADNc del FVII
humano s8se puede obtener utilizando técnicas de ADN
recombinante estindar a partir de ARNm aislado de higado
humano. El1 FVIIal se puede obtener por mutacién de la
serina del sitio activo mediante té&cnicas de ADN
recombinante est&ndar o mediante tratamiento quimico del
FVIIa cataliticamente activo con una peptidil
clorometilcetona, que modifica e inhibe de forma
irreversible el sitio activo.

El TFPI busca e inhibe el complejo de FVIIa/TF de una
manera dependiente del FXa (Salemink, I. et al. (1999) J.
Biol. Chem. 274(40): 28225-28232). El TFPI se une primero
al FXa y luego el complejo de TFPI-FXa se une e inhibe el
complejo de FVIIa/TF. Al fusionar genéticamente los
dominiosa de la TM al TFPI, se podria dirigir la TM hacia
puperficies protromb6ticas ricas en TF.

Se ha aislado y secuenciado el ADNc que codifica el
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TFPI humano (Wun, T.C. et al. (1988) J. Bicl. Chem.
263(13): 6001-6004, incorporada en este documento a modo de

referencia). El1 ADNc del TFPI humano se puede obtener

mediante técnicas de ADN recombinante esténdar a partir de-

ARNm aislado de higado humano.

La protefina direccionadora de esta invencién (es
decir, anticuerpos u otras proteinas relevantes) se pueden
expresar y purificar mediante métodos bien conocidos en el
arte. Por ejemplo, los anticuerpos y las proteinas se
pueden purificar por afinidad por pasaje a través de una
columna a la cual ee ha ligado TF. Los anticuerpos o
proteinas unidos se pueden eluir después de la columna
usande una solucién amortiguadora con una concentracién de
sales alta.

En una realizacién preferida de esta invencién, la
proteina direccionadora es un anticuerpo scFv de unién a TF
que inhibe la activacién de FX por el complejo de FVIIa/TF
y no compite por la unién con FVIIa. Con el fin de producir
el anticuerpo scFv de unién al TF, se seleccion6 1la
biblioteca de anticuerpos humanos HuPhaBL3, que Be expresd
en un fago filamentoso, contra el TF soluble inmovilizado.
Los anticuerpos del fago de unién a TF se scbreexpresaron
en E. coli y luego se purificaron por afinidad usando una

columna con marca de epitope. Los anticuerpos purificados
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fueron caracterizados también usando BIAcore, un ensayo con
el factor VIIa dependiente del sTF (ensayo sTF/FVIIa), un
ensayo de activacién del FX y el ensayo PT. La secuencia
del anticuerpo scFv de unién al TF, denominado
scFv(TF) 3el0, se muestra en el Ejemplo 1 y corresponde a la
SEQ ID N°: 1. Los procedimientos de aislamiento, produccién
y caracterizacién del anticuerpo scFv de unifn al TF se
describen con mayor detalle mis adelante.

Trombomodullna:

La porcién del o de los dominios de la TM de la
proteina de fusién actfia como cofactor para la activacién
de la proteina C catalizada por trombina, que a su vez
degrada los factores Va y VIIIa impidiendo de esa manera la
formacién de trombos. Los dominios de la TM incluyen, por
ejemplo, el dominio hidrofébico de la regién N-terminal, el
dominio EGF123, el bucle de interdominio entre EGF3 y EGF4,
el dominio EGF456 y el dominio de la regifn rica en Ser/Thr
O-glicosilada. El dominio EGFAS56 interviene, en particular,
en la unién a trombina y la actiyacién de la protefna C
(Kurosawa, S. et al. (1988), supra; y Zushi, M. et al.
(1989) supra). En realizaciones preferidas de esta
invencién, la porcién del o de los dominios de TM de la
proteina de fusién comprende solamente el dominio EGF456 o

estd combinada con uno o varios de los demfs dominios de
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TM. En realizaciones afin mis preferidas de esta invencién,
el dominio EGF456 contiene mutaciones puntuales que vuelven
mis resistente a la proteina a los dafios oxidativos y a las
proteasas y/o incrementan su eficacia catalitica.

La secuencia de ADN de longitud completa que codifica
la TM human facilita la preparacién de genes y se usa como
punto de partida para la construccién de secuencias de ADN
codificadora de péptidos y proteinas de fusiSn de TM gque
contienen TM y fragmentos/péptidos de TM.

El gen de longitud completa de TM se puede preparar
utilizando diversos métodos. Las bibliotecas genfimicas
humanas se encuentran disponibles comercialmente. Se pueden
sintetizar sondas de oligonuclebtidos, especificas para
estos genes, usando la secuencia genética publicada. Los
métodos para examinar bibliotecas genémicas con asondas de
oligonucleétidos son bien conocidos. La publicaciém de la
secuencia genética para TM demuestra que no hay intronea
dentro de la regi6n de codificacién. Por consiguiente, un
clon gendSmico provee el material inicial necesario para
construir un pldsmido de expresién para TM usando métodos
conocidos.

El fragmento de ADN que codifica TM se puede recuperar
aprovechando los sitios de endonucleasas de restriccién

identificados en las regiones que flanquean © que son
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internos para el gen. (Jackman, R.W. et al. (1987), supra).
Como altermativa, los genes de longitud completa también se
pueden obtener a partir de un banco de ADNc. Por ejemplo,
el ARN mensajero preparado a partir de células endoteliales
provee un material inicial adecuado obtenido con 1la
preparacién de ADNc. Los métodos para obtener bancos de
ADNc Bon bien conocidos (véase por ejemplo, Sambrook, J.F.
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory (1989), cuyo contenido Bse incorpora en
este documento a modo de referencia).

Proteina de fusiba:s

La proteina de fusifn anticoagulante de esta invencién
comprende una proteina direccionadora que se une ya sea al
TF o al complejo de FVIIa/TF, y estid ligada operativamente
al dominio EGF456 de TM solamente o estid combinada con al
menos un dominio adicional de TM seleccionado del grupo
formado por el dominio hidrofébico de la regién N-terminal,
el dominio EGF123, el bucle de interdominio entre EGF3 y
EGF4 y el dominio rico en Ser/Thr 0-glicosilado o an&logos,
fragmentoas, derivados o variantes de las mismas. La
proteina de fusi6n puede comprender wuna proteina
direccionadora ligada con los dominios de TM en cualquier
combinacién.

En una realizacién particularmente preferida, 1la

‘1 15:5
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proteina de fuaidén comprende un anticuerpo que se une al
TF, ligada operativamente al dominio EGF456 de la TM y el
bucle de interdominio entre EGF3 y EGF4 (“TMi456"), o
andlogos, fragmentos, derivados o variantes de la misma.

La proteina de fusién de la presente invencién
incluye, por ejemplo, construccicnes en las cuales la
porcién C-terminal de un anticuerpo de cadena simple estd
fusionada a la porcién N-terminal de un andlogo, fragmento,
derivado o variante de uno o varios dominios de TM, la
porcién C-terminal de un anticuerpo de IgG est&d fusionado a
la porcién N-terminal de un andlogo, fragmento, derivado o
variante de uno o varios dominios de TM, la porcién C-
terminal de un anticuerpo Fab estd fusionado a la porciém
N-terminal de un anilogo, fragmento, derivado o variante de
uno o variocs dominios de TM, la porcién N-terminal de un
anticuerpo de cadena simple esti fusionado a la porciém C-
terminal de un andlogo, fragmento, derivado o variante de
uno o varios dominios de TM, la porcién N-terminal de un
anticuerpo de IgG esti fusionado a la porcién C-terminal de
un andlogo, fragmento, derivado o variante de uno o varios
dominios de TM, la porcién N-terminal de un anticuerpo Fab
esti fusionado a 1la porcién C-terminal de un anilogo,
fragmento, derivado o variante de uno o varios dominios de

TM, mis de un anticuerpo de cadena simple esti fusionado a
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ambas porciones N-terminal y C-terminal de un andlogo,
fragmento, derivado o variante de uno o varics dominios de
TM, mis de un anticuerpo de IgG estd fusionado a ambas
porciones N-terminal y C-terminal de un anilogo, fragmento,
derivado o variante de uno o varios dominios de TM, mis de
un anticuerpo Fab estd fusionado a ambas porciones N-
terminal y C-terminal de un anidlogo, fragmento, derivado o
variante de uno o varios dominios de TM, mis de un anilogo,
fragmento, derivado o variante de uno o varics dominios de
T™™ estd fusionado a ambas porciones N-terminal y C-terminal
de un anticuerpo de cadena s8imple, mis de un anédlogo,
fragmento, derivado o variante de uno o varios dominios de
T estd fusionado a ambas porciones N-terminal y C-terminal
de un anticuerpo de IgG, mis de un andlogo, fragmento,
derivado o variante de uno o varios dominios de TM estéd
fusionado a ambas porciones N-terminal y C-terminal de un
anticuerpo Fab, wuno o varios anflogos, fragmentos,
derivados o variantes de uno o varios dominios de TM esté&n
fusionados a ambas porcicnes N-terminal y C-terminal de un
anticuerpo dimérico de cadena simple.

Las proteinas de fusién de 1la presente invencién
incluyen las proteinas de fusifn de los Ejemplos 2 (SEQ ID
N°: 2) y 3 (SEQ ID N°: 3), asi como aquellas proteinas de

fusién que poseen variaciones no significativas en cuanto a
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secuencia de las mismas. Una “variacién no significativa”
incluiria cualquier variante de la secuencia de sustitucidn
o supresién que permita conservar sustancialmente al menos
una funcién biolSgica de 1los polipéptidos de esta
invencién, preferentemente la actividad como cofactor para
la activacién de la proteina C mediada por trombina. Estos
equivalentes funcionales pueden incluir preferentemente
proteinas de fusién que presentan al menos un 90% de
identidad aproximadamente con las proteinas de fusién de
las SEQ ID N°: 2 6 3, y mdB preferentemente al menos un 95%
de identidad con las proteinas de fusién de las SEQ ID N°:
2 6 3 y mis preferentemente aln al menos un 97% de
identidad con las proteinas de fusién de las SEQ ID N°: 2 6
3, y tambié&n incluyen porcionese de dichas proteinas de
fusi6n gque poseen sustancialmente la misma actividad
biol6gica. Sin embargo, cualquier proteina de fusién que
presentan una varilacién no s8ignificativa en cuanto a
secuencia de amino&cidop de las proteinas de fusién de las
SEQ ID N°: 2 y 3 que demuestran una equivalencia funcional,
como 8se describiri m&s adelante con mayor detalle, esta
incluida en la descripcién de la presente invencién.

En otra realizacién, la proteina de fusién comprende
un anticuerpo que se une al TF ligada operativamente al

dominio EGF3 de la TM, que es necesario para activar el
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activador de fibrinflisis que puede ser activado por
trombina (TAFI).

Anflogos, fragmentos, derivados y variantes:
Un andlogo, fragmento, derivado o variante de las

proteinas de fusién, asi como las proteinas direccionadoras
0o el o0 los dominios de TM, de la presente invencién puede
ger: (i) uno en el cual uno o varios de los residuos de
aminodcidos estdn sustituidos con un residuo de aminodcido
conservado o no conservado (preferentemente un residuo de
aminofcido conservado) y dicho residuo de aminodcido
sustituido puede estar codificado, o no, por el cédigo
genético; o (ii}) uno en el cual uno o varios de los
residuos de aminofcidos incluyen un grupo sustituyente, o
(iii) uno en el cual la protefna de fusién madura esté
fusionada con otro compuesto, tal como un compuesto para
incrementar la wvida media de la proteina de fusién (por
ejemplo, polietilenglicol), o© (iv} uno en el cual hay
aminodcidos adicionales fusicnados a la proteina de fusién
madura, tal como una secuencia directriz o secretora o una
secuencia que se emplea para la purificacién de la proteina
de fusién madura, o (v) uno en la cual la secuencia de
polipéptidos estd fusionada con un polipéptidoc mayor, es
decir, albGmina humana, un anticuerpo o Fc, para lograr una

mayor duracién del efecto. Dichos anflogos, fragmentos,
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derivados y variantes se consideran dentro del alcance para
loe especialistas en el arte a partir de la presente
descripcién.

Preferentemente, los derivadoas de la presente
invencién van a contener sustituciones de aminofcidos
conservadores (definidos mds adelante) efectuadas en uno o
varios residuos de amino&cidos predichos, preferentemente
no eaenciales. Un residuo de aminodcido "no esencial” es un
residuc que puede ser alterado en la secuencia de tipo
salvaje de una proteina sin alterar la actividad biolégica,
en tanto se requiere de un residuo de aminofcido “esencial”
para la actividad Liolégica. Una *gustitucién de
aminodcidos conservadores” es aquella en la cual el residuo
de aminodcido es reemplazado por un residuo de aminodcido
que posee una cadena lateral similar. En el arte Be han
definido familias de residuos de aminodcidos que poseen
cadenas laterales similares. Estas familias incluyen
aminodcidos con cadenas laterales bé&sicas (por ejemplo,
lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidicas
(por ejemplo, &cido aepértico, &cido gluté&mico), cadenas
laterales polares 8in carga (por ejemplo, glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo,

alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
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fenilalanina, metionina, ¢triptofano), cadenas laterales
ramificadas en ©posicién beta (por ejemplo, treonina,
valina, isoleucina) y cadenas laterales aromiticas (por
ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina).
Las sustituciones no conservadorae no 8se harfin para
residuos de aminodcidos conservados o para residuos de
aminodcidos ubicados dentro de un dominio conservado de una
proteina, a menos que las sustituciones no conservadoras se
efectiien para que la proteina de fusién resultante sea mis
resistente a los daflos oxidativoa y proteasas y/o para
incrementar su eficacia catalitica. Los fragmentos o
porciones bilolSgicamente activas incluyen £fragmentos de
polipéptidos adecuados para su uso como medicamentos, como
un reactivo de investigacién y semejantes. Los fragmentos
incluyen péptidos que comprenden secuencias de amino&cidos
suficientemente Bimilares o derivados de las secuencias de
aminodcidos de una proteina de fusién de esta invencién y
que presentan al menos una actividad de dicho polipéptido,
pero que incluyen menos aminodcidos que los polipéptidos de
longitud completa descriptos aqui. TIpicamente, las
porciones biol6gicamente activas comprenden un dominio o
motivo con al_ menos una actividad del polipéptido. Una
porcién biol&Sgicamente activa de un polipéptido puede ser

un péptido que tiene, por ejemplo, 5 o mds amino&cidos de
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longitud. Dichas porciocnes biolégicamente activas pe pueden
preparar mediante sintesis o con técnicae recombinantes y
pueden ser evaluadas por una o© varias actividades
funcicnales de un polipéptido de esta invencién de 1la
manera que se describe agqui y/o que es bien conocida en el
arte.

Mds afin, los derivados preferidos de la presente
invencién incluyen proteinas de fusién maduras que se han
fusicnado con otro compuesto, tal como un compuesto para
incrementar la vida media del polipéptido y/o para reducir
la inmunogenicidad potencial del polipé&ptido {por ejemplo,
polietilenglicol, ™PEG”). E1 PEG se puede usar para
impartir solubilidad en agua, mayor tamafio, disminuir la
velocidad de depuracién en rifiones y reducir 1la
inmunogenicidad a 1la protefna de fusién. Véase, por
ejemplo, la Patente de los Estados Unidos N°: 6.214.966. En
el caso de tratamientos con PEG, la fusiém de la proteina
de fusién a PEG se puede llevar a cabo utilizando cualquier
medio conocido por el especialista en el arte. Por ejemplo,
el tratamiento con PEG se puede llevar a cabo introduciendo
primero una mutacién de cipteina en la proteina de fusién,
seguido de una derivatizacién easpecifica del sitio con PEG-
maleimida. La cistefna ee puede agregar al extremo C-

terminal de los péptidos. Véase, por ejemplo, Tsutsuml et
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al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 97(15): 8548-8553.
Otra modificacién que se puede efectuar en la proteina de
fusién comprende una biotinilacién. En algunas instancias,
puede per de utilidad la proteina de fusién biotinilada
para que pueda reaccionar rdpidamente con estreptavidina.
Los métodos de biotinilacién de protefnas son bien
conocidos en el arte. Ademis, ge puede ligar sulfato de
condroitina a la proteina de fusién.

Las variantes de las protelnas de fusién, de las
proteinas direccionadoras y de uno o varios dominios de la
T™ de esta invencién incluyen polipéptidos que poseen una
secuencia de aminodcidos suficientemente similar a 1la
secuencia de aminodcidos de las proteinas de fusibn, las
protefnas direccionadoras y los dominios de TM originéles.
El término “suficientemente similar” significa que hay una
primera sBecuencia de aminodcidos que contiene una cantidad
suficiente o minima de residuos de aminodcidos idénticos o
equivalentes con relacién a una segunda secuencia de
aminodcidos de modo que dichas primera y segunda secuencias
de aminoicidos poseen un dominioc estructural comin y/o una
actividad funcional comlin. Por ejemplo, las Becuencias de
amino&cidos que contienen un dominio estructural com(n que
es al menos un 45% aproximadamente, preferentemente un 75%

a 98% aproximadamente, 1déntico 8se define aqui como
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suficientemente similar. Preferentemente, las wvariantes
seran esuficientemente similares a la secuencia de
aminodcidos de las proteinas de fusién preferidas de esta
invencién. Las variantes incluyen variantes de proteinas de
fusifn codificadas por un polinucleStidc que se hibridiza
con un polinuclebétido de esta invencién o un complemento
del mismo bajo condiciones severas. Dichas variantes
retienen en general la actividad funcional de las proteinas
de fusidén de esta invencién. Be pueden usar bibliotecas de
fragmentos de los polinucletStidos para generar una
poblacién variegada de fragmentos para el rastreo Yy
sBubsiguiente seleccifn. Por ejemplo, se puede generar una
biblioteca de fragmentos mediante tratamiento de un
fragmento de PCR de cadena doble de un polinucleétido con
una nucleasa bajo condicionea donde el corte “nicking”
solamente se produce una vez por molécula,
desnaturalizacién del ADN de cadena doble, renaturalizacién
del ADN para formar ADN de cadena doble que puede incluir
pares orientados en el sentido del marco de
lectura/antisentido de diferentes productos recortados,
eliminacién de porciones de cadena simple a partir de
duplas reformadas mediante tratamiento con la nucleasa 51 Yy
ligacién la biblioteca de fragmentos resultante en un

vector de expresién. Utilizando este método, es posible
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derivar una biblioteca de expresién que codifica fragmentos
N-terminales e internos de distintos tamafios de las
proteinas de fusién de esta invencién.

Las variantes incluyen proteinas de fusién, asi como
proteinas direccionadoras y uno o varios dominios de TM,
que difieren en cuanto a secuencia de aminodcidos debido a
una mutagénesis. Las variantes que presentan actividad de
cofactor para la activacién de la proteina C mediada por
trombina pueden ser identificadas por rastreo y examen de
bibliotecas combinatorias de mutantes, por ejemplo mutantes
de truncamiento o puntuales, de las proteinas de fusifn o
el/los dominios de TM de esta invencién usando el ensayo de
activacién de proteina C que se describe en el Ejemplo 5.
Las variantes que poseen actividad de unién al TF o al
complejo de FVIIa/TF se pueden identificar mediante examen
y rastreo de bibliotecas combinatorias de mutantes, por
ejemplo mutantes de truncamiento o puntuales, de las
proteinas de fusifn o de las proteinas direccionadoras de
esta invencifn usando el ensayo con BTF/FVIIa o los enpayos
de activacién con FX del Ejemplo 5 descriptos en el Ejemplo
5. Ademds, los andlogos bicequivalentes de las proteinas de
fusién también se pueden construir efectuando numerosas
sustituciones en residuos o secuencias en la porcién del/de

los dominios de TM de la protefina de fusién que pueden
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volver mis resistente a la proteina de fusibén frente a los
dafios por oxidaci6n o a proteasas, véase por ejemplo,
Patente de los Estados Unidos N°: 5.827.824, o incrementar
la eficacia catalitica de la proteina de fusién, véase por
ejemplo, Adler, M. et al. (1995) J. Biol. Chem. 270(40):
23366-23372, y la Solicitud de Patente PCT WO001/98352,
publicada el 27 de diciembre, 2001, cuyos contenidos se
incorporan por completo en este documento a modo de
referencia.

En una realizaci6n, se genera una biblioteca variegada
de variantes por mutagénesis combinatoria a nivel de Acido
nucleico y estd codificada por una biblioteca de genes
variegados. La biblioteca variegada de variantes se puede
producir, por ejemplo, ligando enzim&ticamente una mezcla
de oligonucleétidos sintéticos en las secuencias de genes
de modo tal que B8e obtiene un conjunto degenerado de
varlantes potenciales de secuencias de amino&cidos que se
puedan expresar como polipéptidos individuales o, como
alternmativa, como un conjunto de proteinas de fusién més
grandes (por ejemplo, para expresién en fagos) que
contienen el conjunto de secuencias. Existen numerosos
métodos que se pueden utilizar para producir bibliotecas de
variantes ©potenciales a partir de secuencias de

oligonucleétidos degenerados. La sintesis quimica de una
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secuencia genética degenerada se puede llevar a cabo con un
sintetizar automftico de ADN y el gen sintético se puede
ligar luego en un vector de expresiém apropiado. El uso de
un conjunto de genes degenerados permite proveer, en una
mezcla, todas las secuencias que codifican el conjunto
deseado de variantes potenciales de las Bsecuencias. Los
métodos para sintetizar oligonuclesStidoes degenerados son
conocidos en el arte (véase, por ejemplo, Narang (1983)
Tetrahedron 39: 3; Itakura et al. (1984a) Annu. Rev.
Biochem. 53: 323; Itakura et al. (1984b) Science 198: 1056;
Ike et al. (1983) Nucleic Acid Res. 1ll: 477).

En el arte mse conocen numerosas técnicas para examinar
productos de genes de bibliotecas combinatorias obtenidas
mediante mutaciones puntuales o truncamientos y para
rastrear y examinar bibliotecas de ADNc por productos
genéticos que poseen una propiedad seleccionada. Dichas
técnicas pueden ser adaptadas para efectuar un examen
rdpido de 1las bibliotecas de genes generadas por 1la
mutagénesis combinatoria de proteinas de fusién, asi como
de proteinas direccionadoras y uno o varios dominios de TM,
por la actividad de cofactor para la activaci6n de la
proteina C mediada por trombina o la actividad de unién al
TF o al complejo FVIIa/TF. Las técnicas de mayor uso, que

son propicias para un anilisis de alto rendimiento para
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examinar grandes bibliotecas de genes incluyen tipicamente
la clonacién de la biblioteca de genes en vectores de
expresién replicables, transformacién de las células
apropiadas con la biblioteca de vectores resultante y
expresién de los genes combinatorios bajo condiciones en
las cuales la deteccién de la actividad deseada facilita el
aislamiento del vector que codifica el gen cuyo producto
fue detectado. La mutagénesis de ensamblaje recursiva
(REM), una técnica que aumenta la frecuencia de mutantes
funcionales en lae bibliotecas, s8se puede wusar en
combinacién con los ensayos de raetreo y examen para
identificar las variantes deseadas.

Produccién de las proteinas de fusién:

La protefna de fusién de esta invencién es producida
por fusién de la proteina direccionadora, o la unién a la
misma, uno o varios dominios de TM o anilogos, fragmentos,
derivados o variantes de las mismas utilizando cualquier
método conocido por los especialistas en el arte. Los doa
componentes s8e pueden unir quimicamente utilizando 1los
diversos procedimientos quimicose que son bien conocidos.
Por ejemplo, la unién 8se puede efectuar utilizando
ligadores de entrecruzamiento heterobifuncionales, por
ejemplo, SPDP, carbodiimida, glutaréldehido O semejantes.

En una realizacién m&s preferida, 1la proteina
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direccionadora de esta invencién se puede fusionar a uno o
varios dominios TM por medios recombinantes, tal como con
el uso de técnicas de ADN recombinante para producir un
dcido nucleico que codifica tanto la proteina
direccionadora como el polipéptido que codifica el o los
dominios de TM y expresar la secuencia de ADN en una cé&lula
huésped, tal como E. coli o una célula de mamifero. E1 ADN
que codifica la proteina de fusién se puede clonar en la
forma genSmica o de ADNc utilizando cualquier procedimiento
de clonacién conocido por los especialistas en el arte.
Véase por ejemplo, Sambrook, J.F. et al. (1989) supra.

En el caso que la proteina direccionadora es un
anticverpo, una vez identificada la secuencia de ADN que
codifica una regiém Fv que al expresarse presenta una
actividad de unién especifica, es posible preparar las
proteinas de fusifn que comprenden dicha regifn de Fv
mediante métodos conocidos por el especialista en el arte.
Asi, por ejemplo, Chaudhary, V.K. et al. (1989) Nature
339(6223): 394-397; Batra, J.K. et al. (19%0) J. Biol.
Chem. 265(25): 15198-15202; Batra, J.K. et al. (1989) Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU. 86(21): B8545-8549; Chaudhary, V.K.
et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 87(3): 1066-
1070, todas incorporadas a modo de referencia, describen la

preparacién de diversos anticuerpo de cadena simple contra
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proteinas de fusién. La regién Fv 8e puede fusionar
directamente a uno o varios dominics de TM o se pueden unir
mediante una secuencia ligadora. La secuencia ligadora
puede estar presente simplemente para proveer espaclo entre
el grupo direccionador y el o los dominios de T™ o para
facilitar la movilidad entre estas regiones a fin de
permitir que alcancen su conformacién Sptima. La secuencia
de ADN que comprende el conector también puede proveer
secuencias (tal como sitios de restricci6n o cebadores)
para facilitar la clonacién o pueden conservar el marco de
lectura entre 1la secuencia que codifica 1la porcidn
direccionadora y 1la secuencia que codifica el o 1los
dominios de TM. El disefio de dichos péptidoe conectores es
bien conocido para el especialista en el arte.

En la presente invencibén, las secuencias ligadoras se
pueden usar para ligar la protefina direccionadora con el o
los dominios de TM. En una realizacién preferida de 1la
presente invencidn, se usan dos secuencias ligadoras en la
construccién de una protefna de fusién compuesta por un
anticuerpo de cadena simple y el dominio EGF456 de la TM y
el bucle de interdominio entre EGF3 y EGF4 (TMi456). La
primera une los dominios pesado y liviano del anticuerpo de
cadena simple. La primera secuencia ligadora es de 5

aminodcidos de longitud. Se considera que se pueden emplear

¥
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otras secuencias ligadoras cortas, que comprenden entre 0 ¥y
10 amino&cidos. El segundo ligador de la presente invencién
e8 un ligador de 15 amino&cidos que une el anticuerpo a uno
o varios dominios de TM. Seri evidente para el especialista
en el arte que sBe pueden utilizar muchas secuencias
ligadoras diferentes y afin obtener como resultado una
proteina de fusi6n que retiene la actividad anticoagulante
y la activacién de proteina C. Las modificaciones del
ligador existente apuntan a maximizar el aumento de
activacién de la proteina C sobre superficies de
fosfolipidos que contienen al TF.

En un enfoque preferido, el anticuerpo de cadena
simple se preparé usando una biblioteca de expresién en
fagos. En el primer paso de 1la construccién de 1la
biblioteca de expresitn en fagos, los genes variablea (Vg
(de la IgM) Vg y Vi) fueron clonados por PCR a partir de
ARNm agrupado de mé&dula &6sea, nédulo linfético y bazo
humanos usando un conjunto de cebadores especificos de la
familia. Las bibliotecas resultantes pCITE-Vy (3,8 x 10°
miembros), pZ604-Va (1,6 x 107) y DZ604-Vrn (3,2 x 107)
representan la diversidad permanente y alta de genes V. Los
genes Vp fueron amplificados a partir de la biblioteca
pCITE-Vyp. Los genes Vp y V. fueron amplificados por PCR a

partir de las bibliotecas pZ604-Vp y pZ604-V, com una
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secuencia ligadora Jp en el extremo 5’. A continuacién, los
genes Vg, Vg Yy V. purificados sobre gel que contienen los
productos de la PCR fueron procesados juntos para obtener
el repertorio de genes scFv. El repertorio de genes scFV se
clond en el vector Phagemid pZ603 y el producto de 1la
ligacién fue sometido a electroporaciénm en células TGl
competentes de E. coli para generar la biblioteca scFV de
expresién en fagos, HuPhabL3, con 5,2 x 10° transformantes
individuales (Kay, B.K. et al. (1996) Phage Display of
Peptides and Proteins: A Laboratory Manual, Academic Preas,
S8an Diego CA; Marks, J.D. et al. (1991) J. Mol. Biol.
222(3): 5B81-597; Sheetas, M.D. et al. (1998) Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 95(11): 6157-6162).

En una realizacién preferida de la presente invencién,
Be prepar$ un anticuerpo de cadena simple (ocFv{TF)3el0)
que posee un Bolo sitio de unién V,/V, para el TF. La
secuencia de amino&cidos de scFv(TF)3el0 (SEQ ID N°*: 1) se
muestra en el Ejemplo 1.

En una realizacién preferida de la presente invencién,
se subclondé el fragmento de PCR, que contiene la secuencia
TMid56 {con las mutaciones M3BBL y H381G) flanqueada por
Bitios NotI, en el sitioc NotI del pZ6l12/3el0 (un vector de
expresidén bacteriano para 8cFv(TF)3el0 basado en el

pCANTABS de Pharmacia). En este caso, las mutaciones
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puntuales en las porciones de TM de las protelinas de fusién
de la invencién estén especificadas con la denominacién de
una sola letra para el residuo de aminodcido de la T™
nativa, seguido del nfimero de la posicién del aminoécido en
la TM madura y la denominacién de una sola letra de 1la
mutacién del aminodcido. Por ejemplo, M388L indica que la
metionina en la posicién de amino&cido 388 de la TM madura
ha sido cambado por leucina. El sBitio NotI se encuentra
entre la secuencia del anticuerpo y la secuencia de 1la
marca del epitope. Esto gener6 una construccién de
expresién en bacteriae (pKM10l) para una proteina de fusién
compuesta por scFV(TF)3el0 - un ligador de 15 aminoacidos -
TMi456, sBeguido de la secuencia de la marca del epitope.
Para generar un vector de expresi6n de mamifero se generd
primero un fragmento de PCR a partir del templado del
pPKM10l. Este fragmento fue dipefiado para su ligacién en los
sitios StuI/MscI del vector de expresiém de TM, pTHRS525.
Esto gener6 el vector (pKM113) que contenfia la secuencia
sefial de Solulin seguido de la secuencia de la proteina de
fusién madura seguido a su vez de la secuencia de la marca
del epitope. El vector contiene el gen de resistencia a
ampicilina y los marcadores de seleccién de higromicina y
DHFR. La expresidén estd dirigida por el promotor MPSV LTR.

Se realiz6 una mutagénesis dirigida al sitio en este vector
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para incluir las mutacioneas R456G y H457Q que confieren
resistencia a proteasas a la porcién de TM. El1 vector
repultante se denomindé pKM115. El vector pMK1l5 contenia un
ligador de 15 amino&cidos que separaba los dominios Vo y Vi
y otro ligador de 15 amincdcidos que separaba el dominio Vv
del TMi456. El ligador que separa los dominios Vo y V. se
disminuyé a 5 aminodcidos para dirigir la formacién de un
dimero de mayor avidez, denominado pHM115.5. La proteina de
fusién codificada por el pHM115.5, scCFv(TF)3el0-TMi456 (SEQ
ID N°: 2), se deacribe en el Ejemplo 2. Se gener$ un vector
adicional, el pKM125, usando tecnologia de ADN recombinante
estindar por supresién de 3 aminodcidos (GAP) entre el
ligador de 5 amino&cidos que separa los dominios Vo y Vi ¥y
supresién de la marca del epitope en el extremo C-terminal
de la proteina de fusi6n. La proteina de fusién resultante,
BcFv({TF) 3el10-TMi456A (SEQ ID N°: 3), 8se describe en el
Ejemplo 3.
Expresién y purificacién de las proteinas de fusidn:

Existen numerosas formas de expresién de las proteinas
de fusién recombinantes in wvitro, incluyendo en E. cold,
baculovirus, levadura, cé&lulas de mamifero u otros sistemas
de expresiétn. Los métodos de expresién de 1los genes
clonados en bacterias son bien conocidos. A fin de obtener

un alto nivel de expresitn de un gen clonado en un sistema
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procarionte, resulta esencial construir vectores de
expresién que contengan, como minimo, un promotor fuerte
para dirigir la terminacién de la transcripcién del ARNm.
Los ejemplos de regioneas reguladoras adecuadas para tal fin
son la regi6n promotora y operadora del gen de beta-
glucosidasa de E. coli, la via de biosintesis de triptofano
de E. coll o el promotor izquierdoc del Fago Lambda. Es de
utilidad la inclusién de marcadores de selecciémn en los
vectores de ADN transformados en E. coli. Lose ejemplos de
dichos marcadores incluyen 1los genes que especifican
resistencia a ampicilina, tetraciclina o cloranfenicol.
Entre los sistemas de células eucariontes superiores
que son de utilidad para la expresifn de las proteinas de
fusibén y andlogos de las mismas, existen numercsos sistemas
de células para elegir. Los ejemplos ilustrativos de lineas
celulares de mamifero incluyen, por ejemplo, las células
RPMI 7932, VERO y Hela, las lineas celulares de ovario de
hamster chino (CHO), las lineas celulares WI3B, BHK, COS-7,
C127 o MDCK. La linea celular de mamifero preferida es CHL-
1. Cuando se uga CHL-1 se incluye higromicina como marcador
de seleccifn eucarionte. Las células CHL-1 derivan de las
células de melanoma RPMI 7032, una lfinea de c&lulas humanas
fécilmente disponible. La linea de células CHL-1 est&

depositada con ATCC de acuerdo con las condiciones del
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Tratado de Budapest Yy recibié el nGmero CRL 9446,
depositada el 18 de junio, 1987. Lae célulag adecuadas para
Su uso en esta 1invencién Be encuentran disponibles
comercialmente de ATCC. Las lineas celulares ilustrativas
incluyen las de Spodoptera frugiperda y Bombyx mori.

Con el sistema procarionte, E. coli, no es poaible
efectuar una modificacién de post-traducciébn, tal como
glucosilaci6én. Ademds, las proteinas con patrones disulfuro
complejos a menudo sufren plegamientos erréneos cuando se
expresan en E. coli. Para la proteina de fusién que Be
describe aquli se observ6é una reduccién marcada en 1la
actividad de cofactor de trombomodulina cuando se expresaba
en E. coli aunque alin se conservaban ambas actividades. Con
el sistema procarionte, la proteina expresada estd presente
en el citoplasma celular en una forma insoluble denominada
cuerpo de inclusién, presente en la fracci6n soluble
después de lisar las cé&lulas o bien, es dirigida hacia el
periplasma por adicién de secuencias de gefial de secrecién
apropiadas. Si la proteina expresada se encuentra en
cuerpos de inclueién insolubles, habitualmente se requiere
de la solubilizacién y subsiguiente replegamiento de los
cuerpos de inclusién.

Existen muchos vectores de expresifén procariontes que

son conocidos por los especialistas en el arte, tal como
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pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, BSuecia),
pKK233-2 (Clontech, Palc Alto, CA, EE.UU.) y pGEM1 (Promega
Biotech, Madison, WI, EE.UU.), todos disponibles
comercialmente.

Los promotores utilizados com(nmente en los sistemas
de expresiSn recombinantes microbianos incluyen el sistema
de la beta-lactamasa (penicilinasa) y el sistema promotor
de lactosa (Chang, A.C. et al. (1978) Nature 275(5681):
617-624; Goeddel, D.V. et al. (1975) Nature 281(5732): 544-
548), el sistema promotor de triptofano (trp) (Goeddel,
D.V. et al. (1980) Nucl. Acids Res. B(18): 4057-4074) y el
promotor tac (Maniatis, T. et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1982)).
Otro sistema de expresifn bacteriano que es de utilidad
emplea el promotor pL del fago lambda y el represor
termoinducible cIts857 (Bernard, H.U. et al. (1979) Gene
5{(1): 559-76; Love, C.A. et al. (1996) Gene 176{(1-2): 49-
53). Las protefinas de fusién recombinantes también se
pueden expresar en huéspedes de levadura, tal como
Saccharomyces cerevisiae. Habitualmente permite efectuar
diversas modificaciones de post-traduccién. La proteina de
fusién expresada puede ser secretada hacia el sobrenadante
del cultivo donde no hay muchas otras proteinas, lo cual

facilita la purificacién. Los vectores para la expresién en
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levadura de las protefnas de fusién en esta invencién
presentan determinadas caracteristicas necesarias. Los
elementos del vector derivan generalmente de levaduras y
bacterias a fin de permitir la propagacién del plédsmido en
ambos. Los elementos bacterianos incluyen un origen de
replicacién y un marcador seleccionable. Los elementos de
levadura incluyen una secuencia de origen de replicacién
(ARS), un marcador seleccionable, un promotor y un
terminador de la transcripcién.

Los promotores adecuados en los vectores para
expresifn en levadura incluyen los promotores del gen TRP1,
del gen ADH1 o ADHII, del gen de la fosfatasa &cida (PHO3 o
PHOS) , el gen del isocitocromo o© los promotores
comprometidos con la via glucolitica, tal como el promotor
de enolasa, gliceraldehido-3-foefato deshidrogenasa
(GADPH), 3-fosfoglicerato quinasa (PGK), hexoquinasa,
plruvato quinasa, triosafoasfato isomerasa y fosfoglucosa
isomerasa (Hitzeman, R.A. et al. (1980) J. Biol. Chem.
255(24): 12073-12080; Hess, B. et al. (1968) J. Adv. Enzyme
Reg. 7: 149-167; y Holland, M.J. y Holland, J.P. (1978)
Biochemistry 17(23): 4900-4507).

Los vectores para levadura disponibles com€rcialmente
incluyen pYES2, pPICY (Invitrogen, San Diego, CA), Yepc-

pADH2a, pYcDE-1 (Washington Research, Seattle, WA), pBCl02-
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K22 (ATCC N° 67255} e YpGX265GAL4 (ATCC N°* 6§7233). Las
lineas celulares de mamifero incluyen por ejemplo células
COS-7, células L, C127, 3T3, de ovario de hamster chino
(CHO) , Hela, BHK, CHL-1, NSO y HEK293 que se pueden emplear
para expresar las proteinas de fusién recombinantes en esta
invencién. Las proteinas recombinantes producidas en
c€élulas de mamifero habitualmente son solubles Yy
glicoasiladas y poseen extremos N-terminales auténticos. Los
vectores de expresién de mamifero pueden contener elementos
no transcriptos, tal comp un origen de replicacién, un
promotor y un potenciador y secuencias no traducidas 5’ o
3’, tal como siticas de unién a ribosomas, sgitios de
poliadenilacién, sitios aceptores y un donante de
procesamiento Y secuencias de terminacién de la
transcripcién. Los promotores que ae-pueden utilizar en los
vectores de expresién de mamifero son habitualmente, por
ejemplo, promotores viralesa, tal como de polioma,
adenovirus, HTLV, virus 40 simio (S5V 40) y citomegalovirus
humano (CMV).

Segin el sgistema de expresién y el huésped
seleccionados, se puede obtener una proteina de fusién
recombinante homogénea utilizando diversas combinaciones de
técnicas de cromatografia convencionales usados para 1la

purificacién de proteinas. Estas incluyen: cromatograffa de
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inmunoafinidad, cromatografia de fase reversa,
cromatografia de intercamblio catifnico, cromatografia de
intercambio aniénico, cromatografia con interaccién
hidrofébica, cromatografia con filtracién sobre gel y HPLC.
Si el sistema de expresiém secreta la proteina de fusién
hacia el medio de cultivo, la proteina se puede purificar
directamente a partir del medio. Si la proteina de fusién
no es secretada, se lo puede aislar a partir de lisados
celulares. La ruptura celular se puede efectuar utilizando
cualquier métode convencional, incluyendo ciclos de
congelamiento-descongelamiento, sonicacién, ruptura
mecinica o uso de agentes de lisis de células.

En una realizacién preferida de esta invencién, las
construcciones de expresidn de mam{fero fueron
transfectadas en cé&lulas CHO DXBll. Se Beleccionaron
poblaciones estables usando higromicina B 400 ug/ml en el
medio HAMS/F12., Los niveles de expresién fueron de
aproximadamente 500 ug/l. Para incrementar los niveles de
expresién se seleccioné una poblacién usando metotrexato
100 nM en medio alfa MEM. El nivel de expresién aproximado
de esta poblacién era de 5 mg/l.

La construccién de fusién contiene la secuencia de la
marca de epitope en el extremo C-terminal de la proteina.

Las columnas de afinidad anti-marca del epitope se
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adquirieron de American/Pharmacia Biotech. El medio de
cultivo celular pe £iltrd a través de un filtro de 0,22 um
Yy 8e cargaron 5 ml en una columna con la marca del epitope
a razém de 2 ml/min. La columna se lavé con solucién
amortiguadora de fosfato 0,2 M NaN,, 0,05%, pH 7,0, y luego
se recolecté en tubos que contenfan 0,1 voliimenes de
golucién amortiguadora Tris 1M, pH 8,2 para neutralizar la
solucién amortiguadora de elucifn. Como alternmativa, el
medio de cultivo filtrado se cargl en una columna de
protefina A. En este caso, la columna se lavd con &cido
citrico 50 mM, NaCl 300 mM, pPH 6,5 Yy Be eluydé con la misma
solucién amortiguadora a pH 3,0. En ambos casos, las
muestras purificadas se cargaron después en una columna
Sephadex 200 para separar las formas monoméricas de las
diméricas de la proteina de fusifn.

Composiciones farmacéuticas:

La invencién también provee composiciones
farmacéuticas gque pueden ser administradas a un paciente
con el fin de 1lograr un efecto terapéutico. 1las
composiciones farmacéuticas de esta invencién se pueden
preparar para la administracién combinando una proteina de
fusién que posee el grado de pureza deseado con una
cantidad eficaz para uso farmacéutico de vehiculos

aceptables para uso fisiolSgico.



Las proteinas de fusién de la presente invencién se
pueden emplear en composiciones farmacéuticas, para una
administracién intravenosa o una administracién subcuténea
© una administracién intratecal. Asi, las proteinas de
fusién descriptas se combinarén preferentemente con un
vehiculo estéril aceptable para uso farmacéutico, tal como
dextrosa al cinco por ciento, solucién de Ringer con
lactato, salina normal, agua estéril o cualquier otra
solucién ameortiguadora fisiolégica preparado comercialmente
diseflado para una infusifén intravenosa. Se debe tener en

cuenta que la selecci6n de la solucién del vehiculo y la
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dosificaci6n y administracién de la composicién varia con

el sujeto y el estado clinico particular y est& sujeta a
los procedimientos médicos esténdar.

De acuerdo con los métodos de la presente invenciénm,
estas composiclones farmacéuticas pueden ser administradas
en cantidades eficaces para inhibir 1las consecuencias
patolégicas asociadas con una generacién excesiva de
trombina en el sujeto.

La administracién de la proteina de fusién puede ser
por inyeccifn intravenosa de un bolo, por infusién
intravenosa constante o por una combinacién de ambas rutas.
Como altermativa, o ademis, la proteina de fusién se mezcla

con loe excipientes apropiados para su incorporacién en la
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circulacién desde un sitic intramscular. El1 tratamiento
sistémico con la proteina de fusién puede ser monitoreada
con la determinacién del tiempo de tromboplastina activada
parcial (PT) en una serie de muestras de sangre extraidas
del paciente. El tiempo de coagulacién observado en este
ensayo esti prolongado cuando se leogra un nivel suficiente
de la proteina de fusifn en la circulacién general.

Las proteinas de fusién recombinantes y las
composiciones farmacéuticas de esta invenciénm son de
utilidad para la administraci6n por via parenteral, tépica,
intravenosa, oral o local. Las composiciones farmacéuticas
pueden ser adminiatradas en diversas formas de dosificacién
unitaria seglin el método de administracién. Por ejemplo,
las formas de dosificacién unitaria pueden ser
administradas en formas que incluyen, por ejemplo,
tabletas, clpsulas, polvo, soluciones y emulsiones.

Las protelnas de fusi6n recombinantes y las
compopiciones farmacéuticas de esta invencién son de
particular utilidad para una administracién por via
intravenosa. Las composiciones que serin administradas
comprenden habitualmente una solucién del anticuerpo de
cadena simple o de una pfoteina de fusién que comprende el
anticuerpo de cadena eimple disuelto en un vehiculo

aceptable para uso farmacéutico, preferentemente en un



vehiculo acuoso. Se pueden emplear diversoe vehiculos
acuosos, por ejemplo, 8eclucidédn amortiguadora sealina y
semejantes. Estas soluciones son estériles y en general
entén libres de materialer no deseados. Las composiciones
pueden pser esterilizadas utllizando las técnicas de
esterilizacién convencionales que son bien conocidas.’

La composicifn farmacéutica tipica para una
administracién intravenosa puede ser determinada facilmente
por el @especialista en el arte. Las cantidades
administradas son claramente especificas de la proteina y
dependen de sBsu potencia y perfil farmacocinético. Los
métodos actuales para preparar composiciones de
administracién parenteral son conocidos o habituales para
el especialista en el arte y se describen con mayor detalle
en publicaciones tales como Remington’s Pharmaceutical
Science, 15" ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa
{1980) .

Las composiciones gque contienen 1las proteinas de
fusién de la invencién o un cb8ctel de las mismas (es decir,
una mezcla con otras proteinas) se pueden administrar como
tratamientos terapéuticos. En las aplicacicnes
terapéuticas, las composiciones 8se administran a un
paciente que esufre de wuna enfermedad o trastorno

hemorrdgico en una cantidad suficiente como para curar o al
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menos detener parcialmente la hemorragia. La cantidad
adecuada para lograrlo se define como una “cantidad eficaz
para uso terapéfutico”. Las cantidades efectivas para este
uso dependerén de la severidad de la enfermedad y el estado
general de salud del paciente.

La administracién simple o miltiple de laa
composiciones dependeri de la dosificacién y frecuencia
requeridas y toleradas por el paciente. En cualquier caso,
la compoeicién deberd proveer una cantidad suficiente de
las proteinas de esta invencién con el fin de tratar
eficazmente al paciente.

Las proteinas de fusién de 1la invencién, o 1las
composiciones aceptables para uso farmacSutico de las
mismas, se administran en una cantidad eficaz para uso
terapéutico, que varfa seglin numercsos factores incluyendo
la actividad de la proteina de fusién especifica empleada;
la establlidad wmetabSlica y extensifn de la accidén de 1la
proteina de fusiGn; la edad, peso corporal, estado de salud
general, sexo y dieta del paciente; el modo y tiempo de
administracién; la velocidad de excrecifn; la combinacién de
farmacos; la severidad del estado de enfermedad particular;
y del huésped bajo terapia. En general, una cantidad eficaz
para uso terapéutico diaria comprende entre aproximadamente

0,14 mg y 14,3 mg/kg de peso corporal por dia de una
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proteina de fusi6n de la invencién, o una composicién
aceptable para uBso farmacéutico de la misma;
preferentemente, entre aproximadamente 0,7 mng Yy
aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal por dia; y méas
preferentemente, entre aproximadamente 1,4 mg Y
aproximadamente 7,2 mg/kg de peso corporal por dia. Por
ejemplo, para la administracifn a una persona de 70 kg, el
rango de doeificacién comprenderfa entre aproximadamente 10
mg y aproximadamente 1,0 gramo por dia de una proteina de
fueién de la invencién, o una composicién aceptable para uso
farmacéutico de la misma, preferentemente entre
aproximadamente 50 mg y aproximadamente 700 mg por dia y més
preferentemente entre aproximadamente 100 mg Yy
aproximadamente 500 mg por dia.

Terapla genética:

La proteina de fusién de la invencién también se puede
emplear de acuerdo con la invencién por expresién de dicha
proteina de fusi6n in vivo, a menudo denominada “terapila
genética”. Asi, por ejemplo, se pueden manipular cé&lulas
con un polinucleétido (ADN o ARN) que codifica la proteina
de fusién ex vivo, a continuacién se proveen al paciente a
tratar las células manipuladas que contienen la proteina de
fusi6n. Dichos métodos son bien conocidos en el arte. Por

ejemplo, las células se pueden manipular mediante
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procedimientos conocidos en el arte que comprenden el uso
de una particula retroviral que contiene un ARN codificador
de la proteina de fusifén de la presBente invencién.

La distribucién 1local de lae proteinas de fusiébn
anticoagulantes de la presente invencién mediante terapia
genética permite administrar el agente terapéutico en el
4rea de interés, es decir las células endoteliales que
revisten los vasos sanguineos.

Se contemplan metodologias de terapia genética tanto
in vitro como in vivo. Se conocen diversos métodos para
transferir genes potencialmente terapfuticos a poblaciones
de cé&lulas definidas. Véase, por ejemplo, Mulligan (1993)
Science 260: 926-931. Estos métodos incluyen:

1) Transferencia directa de genes. Vé&ase, por ejemplo,
Wolff et al. (1990) Science 247: 1465-1468;

2) Transferencia de ADN mediada por liposcmas. Véase,
por ejemplo, Caplen et al. (1995) Nature Med., 3: 39-46;
Crystal (1995) Nature Med. 1l: 15-17; Gao y Huang (1991)
Biochem. Biophys. Res. Comm. 179: 280-285;

3) Transferencia de ADN mediada por retrovirus. Véase,
por ejemplo, Kay et al. (1993) Science 262: 117-119;
Anderson (1992) Science 256: 808-813.

4) Transferencia de ADN mediada por wvirus. Dichos

virus a ADN incluyen adenovirus (preferentemente vectores
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basados en Ad2 o Ad5), virus Herpes (preferentemente
vectorea basados en el virue Herpes simplex) y parvovirus
(preferentemente vectores basados en parvovirus
*defectuosos” o no auténomos, mis preferentemente vectores
basados en virus adeno-asociados, mis preferentemente afin
vectores basados en AAV-2). Véase, por ejemplo, Ali et al.
(1994) Gene Therapy 1l: 367-384; Patente de los Estados
Unidoa N°:; 4.797.368, cuyo contenido se incorpora en este
documento a mode de referencia, y Patente de los Estados
Unidos N°: 5.139.941, cuyo contenido se incorpora en este
documento a modo de referencia.

La eleccién de un sistema de vectoree particular para
transferir el gen de interés dependeri de diversos
factores. Un factor importante es la naturaleza de 1la
poblacién de células de interés. Aunque se han estudiado y
utilizado extensamente loa vectores retrovirales en
numerogae aplicaciones de terapia genética, en general,
estos vectores no son adecuados para infectar células gque
no estin en divisién. Ademds, los retrovirus adolecen de
una potencial oncogenicidad. Sin embargo, desarrollos
recientes en el campo de los vectores lentivirales permiten
evitar algqunas de estas limitaciones. Véase Naldini et al.
(1996) Sclence 272: 263-267.

Los retrovirus a partir de los cuales pueden derivar
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los vectores de ©pléasmidos retrovirales mencionados
previamente incluyen, por ejemplo, el virus de leucemia de
murincse de Moloney, el virua de necrosis del bazo,
retrovirus tales como el virus del sarcoma de Rous, el
virus del sarcoma de Harvey, el virue de leucoeis de aves,
el virus de leucemia de monos gibones, el virus de
inmunodeficiencia humana, adenovirus, el virus del sarcoma
mieloproliferativo y virus de tumor de mamiferos. En una
realizacién, el vector de un pliasmido retroviral deriva del
virus de leucemia de murinos de Moloney.

Los adenovirus tienen la ventaja que presentan un
amplio rango de huéspedes, pueden infectar células
quiescentes o diferenciadas terminalmente, tal como
neuronas o hepatocitos, y son esencialmente no oncogénicas.
Véase, por ejemplo, Ali et al. (1994), supra, pdg. 367. Los
adenovirus no parecen integrarse en el genoma huésped. Dado
que Be ubican fuera de los cromosomas, se reduce mucho el
riesgo de mutagénesis por insercién. Ali et al. (1994),
gupra, pag. 373.

Los virus adeno-asociados presentan ventajas similares
a los vectores basados en adenovirus. Sin embargo, los AAV
presentan una integracién especifica del sitio en el
cromosoma humano 19 (Ali et al. (1994), supra, pag. 377).

En una realizacién preferida, el ADN que codifica las



proteinas de fusién de esta invencién se usa en terapilas
genéticas para trastornos que incluyen, por ejemplo,
tromboesis venosa profunda, coagulacién intravascular
diseminada, sindrome coronario agudo o céncer con evidencia
de cocagulopatias.

De acuerdo con esta realizacifén, se provee una terapia
genética con el ADN que codifica las proteinas de fusién de
esta invencién a un paciente que lo necesita, de forma
concurrente o inmediatamente deapués del diagmnéstico.

El especialista comprenderid que de acuerdo con esta
realizacién se puede utilizar cualquier vector de terapia
genética adecuado que contenga el ADN codificador de la
proteina de fusifn de la invencién o el ADN codificador de
anidlogos, fragmentos, derivados o variantes de la proteina
de fusién de la invencidn. Las té&cnicas para construir
dicho vector son conocidas. Véase, por ejemplo, Anderson,
W.F. (1998) Nature 392: 25-30; Verma I.M. y Somia, N.
(1998) Nature 389: 239-242. La introduccién del vector dque
contiene el ADN de la protefna de fusién en el sitio de
interés 8e ©puede 1llevar a cabo utilizando técnicas
conocidas.

El vector de la terapia genética incluye uno o varios
promotores. Los promotores adecuados que se pueden emplear

incluyen, por ejemplo, el promotor retroviral LTR; el
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promotor SV40; y el promotor del citomegalovirus humano
(CVM) descripto en Miller et al. (1989) Biotechniques 7(9):
980-990, o cualquier otro promotor (por ejemplo, promotores
celulares tal como promotores de células eucariontes
incluyendo, por ejemplo, loe promotores de histona, pol III
y B-actina). Otros promotores virales que se pueden emplear
incluyen, por ejemplo, promotorea de adenovirus, promotores
de la timidina quinasa (TK) y promotores del parvovirus
Bl9. La selecci6n del promotor adecuado serid evidente para
el especialista en el arte a partir de las descripciones
contenidas en este documento.

La sBecuencia de &cido nucleico que codifica 1la
proteina de fusién de la presente invencién se encuentra
bajo el control de un promotor adecuado. Los promotores
adecuados que se pueden emplear incluyen, por ejemplo,
promotores adencovirales, tal como el promotor tardic mayor
adenoviral; o promotores heterdlogos, tal como el promotor
de citomegalovirus (CMV}; el promotor del virus sincicial
respiratorio (RSV); promotores inducibles, tal como el
promotor MMT, el promotor de metalotionelna; los promotores
de shock de calor; el promotor de albfimina; el promotor de
ApoAl; los promotores de globina humana; promotores de
timidina quinasa virales, tal como el promotor de 1la

timidina quinasa de Herpes simplex; los LTR retroviral
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(incluyendo los LTR retrovirales modificados descriptos
previamente); el promotor de P-actina; y el promotor de la
hormona de crecimiento humana.

El vector plédsmido retroviral se emplea para
transducir lineas celulares empaquetadores con el fin de
formar 1lineas celulares productores. Los ejemplos de
células empaquetadoras que puedern sger transfectadas
incluyen, por ejemplo, las lineas celulares PES01, PA317,
W-2, y-AM, PAl2, T19-14X; VT-19-17-H2, WYCRE, WYCRIP, GP+N°-
B6, GP+envAml2 y DAN descriptas en Miller (1990) Human Gene
Therapy 1: 5-14, cuyo contenido se incorpora por completo
en este docqmento a modo de referencia. El1 vector puede
transducir las células empaquetadoras mediante cualquier
medio conocido en el arte. Dichoe medios incluyen, por
ejemplo, electroporacién, el wuso de liposomas vy
precipitacién por CaPO,. Como alternativa, el vector
plédsmido retroviral se puede encapsular en una liposoma, ©
se puede acoplar a un 1lipido, y 1luego puede ser
administrado al huésped. La linea de células productoras
genera particulas infecciosas del vectt-:r retroviral que
incluyen la o las ©pecuenclas de &cido nucleico
codificadoras de los polipéptidos. Dichas particulas del
vector retroviral se pueden emplear entonces para

transducir células eucariontes, ya sea in vitro o in vivo.
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Las células eucariontes transducidas expresardn la o las
secuenclas de &dcido nucleico que codifican el polipéptido.
Las c¢élulas eucariontes que pueden Ber transducidas
incluyen, por ejemplo, células madre embrionarias, células
de carcinoma embrionarias, aei como células madre
hematopoyétic:as, hepatocitoa, fibroblastos, mioblastos,
queratinocitos, células endoteliales y células epiteliales
bronquiales.

Un enfogque diferente de la terapia genética es la
*terapia transcariética”, en la cual 1las células del
paciente son tratadas ex vivo para inducir loe genes
cromosbmicos latentes a fin de producir la protefina de
interése después de introducirlas nuevamente en el paciente.
La terapia transcariética supone que el individuo posee un
complemento normal de 1los genes necesarios para la
activacioén. La terapia transcarifética comprende 1la
introduccién de un promotor, u otra secuencia reguladora
exdgena capaz de activar los genes nacientes, en el ADN
cromosémico de las células del paciente ex vivo, el cultivo
y la seleccién de células activas productoras de proteinas
Y la reintroduccién de las células activadas en el paciente
con el propéeito de establecerlos por completo. Las cé&lulas
*activadas por genes” fabrican entonces la protefna de

interés por algln tiempo significativo, tal vez durante
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toda la vida del paciente. En las Patentes de los Estados
Unidos N°: 5.641.670 y 5.733.761 se describe detalladamente
este concepto, y los contenidos de las mismas se incorporan
por completo en este documento a modo de referencia.

Conjuntos de elementos:

Esta invenci6n se relaciona ademis con conjuntos de
elementos para fines de diagnéstico o de investigacién. Los
conjuntos de elementos incluyen tipicamente uno o varios
contenedores que contienen los anticuerpos de cadena simple
de la presente invencién. En una realizacién preferida, los
conjuntos de elementos comprenden contenedores que
contienen anticuerpos de cadena simple en una forma
adecuada para una derivatizacién con una segunda molécula,
por ejemplo, uno o varios dominios de T™ ¢ fragmentos de
los mismos. En una realizacién méds preferida, los conjuntos
de elementos comprenden contenedores gue contienen las
proteinas de fusién de la SEQ ID N°: 2 o de la SEQ ID N°:
3.

En otra realizacién, los conjuntos de elementos pueden
contener las secuencias de ADN que codifican las protefnas
de fusién. Preferentemente las 8secuencias de ADN que
codifican estas proteinas de fusiSn se proveen en un
plésmido adecuado para la transfeccién y expresién en una

célula huésped. El plasmido puede contener un promotor (a
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menudo un promotor inducible) para regular la expresitn del
ADN en 1la célula huésped. El1 plésmido también puede
contener sitios de restriccién apropiados para facilitar la
insercién de otras secuencias de ADN en el plismido con el
fin de producir numerosas proteinas de fusién. Los
pléemidos también pueden contener numerosos elementos
adicionales para facilitar la clonacién y expresién de las
proteinas codificadas. Dichos e}ementos son bien conocidos
por los especlalistas en el arte e incluyen, por ejemplo,
marcadores seleccionables, codones de inicio, codones de
terminacién y semejantes.

Indicaciones terapéuticas:

Las enfermedades en las cuales la formacién de trombos
cumplen una funcién etiolégica significativa incluyen
infarto de miocardio, coagulacién intravascular diseminada,
trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, apoplejia
iaquémica, shock séptico, sindrome de dificultad
respiratoria aguda, angina inestable y otras afecciones
oclusivas arteriales y venosas. Las proteinas de fusién de
esta invencitn son de utilidad en todos estos casos, asi
como en otras enfermedades en las cuales la formacién de
trombos es patoldgica. Otras afecciones patolSgicas donde
la protefna de fusién de esta invencién puede ser de

utilidad incluyen céncer con coagulopatias e inflamacién.
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Los compuestos también pueden ser Gtiles en los injertos de
piel y venas y en los transplantes de &6rganos. El término
*de utilidad” significa que los compuestos son de utilidad
en el tratamiento, ya sea para prevenir una enfermedad o
para impedir el avance de la misma a un estado mis severo.
Los compuestos de esta invencién también proveen un
anticoagulante seguro y eficaz, por ejemplo, en pacientes
que reciben bioprétesis, tal como vdlvulas cardiacas. Estos
compuestos pueden reemplazar la heparina y warfarina en el
tratamiento de, por ejemplo, embolia pulmonar o infarto de
miocardio agudo. Las proteinas de fusién de esta invencién
también son Gtiles en el recubrimiento de los dispositivos
médicos donde 1la coagulacién constituye un factor de
cuidado.

Ensayos:

Existen numerosoe de ensayos de laboratorio para medir
la actividad de la TM de una proteina de fusién de la
invenci6n. La actividad de la proteina C se puede medir con
el ensayo descripto por Salem, H.H. et al. (1984), supra, y
Galvin, J.B. et al. (1887) J. Biol. Chem. 262(5): 2199-
2205. Brevemente, el ensayo consiste de dos pasos. El
primer paso comprende la incubacién de la proteina de
fusién de prueba con trombina y proteina C bajo condiciones

definidas. En el segqundo paso, la trombina es inactivada
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con hirudina o antitrombina III y heparina, y luego se
determina la actividad de la proteina C recién activada
mediante el uso de un sustrato cromogénico, por el cual es
liberado un cromSforo por la actividad proteolitica de la
proteina C activada. Este ensayo Be lleva a cabo con los
reactivos purificados.

Como alternativa, el efecto de la proteina de fusién
se puede medir usando ensayos de tiempo de coagulacién en
plasma, tal como el tiempo de tromboplastina activada
parcial (APTT), el tiempo de coagulacién de trombina (TCT)
y/o el tiempo de protrombina (PT). Estos ensayos permiten
distinguir los diferentes mecanismos de 1inhibicién de 1la
coagulacién y comprenden la activacién de la proteina C. La
prolongacién del tiempo de coagulacién en cualquiera de
estos ensayos demuestra que la molécula puede inhibir la
coagulacién en plasma.

Los ensayos mencionados se usan para ldentificar las
proteinas de fusién con actividad TM que se pueden unir a
la trombina y para activar la proteina C, tanto en sistemas
purificados como en el entorno plasmitico. Luego se emplean
otros ensayos para evaluar otras actividades de la TM
nativa, tal como la inhibicién de formacién de fibrina
catalizada por trombina a @partir de fibrinégeno

(Jakubowskl, H.V. et al. (1586) J. Biocl. Chem. 261(8):
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3876-3882), la inhibicibén de la activacifn por trombina del
factor Vv (Esmon, C.T. et al. (1982). J. Biol. Chem.
257(14) : 7944-7947), la inhibicifén acelerada de la trombina
por la antitrombina III y el cofactor de heparina II
(Esmon, N.L. et al. (1983) J. Biol. Chem. 258(20): 12238-
12242), inhibicién de activacién por trombina del factor
XIII (Polgar, J. et al. (1987) Thromb. Haemost. 58(1):
140), la inhibicién de la inactivacién mediada por trombina
de la proteina S (Thompson, E.A. y Salem, H.H. (1986) J.
Clin. Inv. 78(1): 13-17) y la inhibicién de la activacién y
agregacién de plaquetas mediada por trombina (Esmon, N.L.
et al. (1983), supra).

Se utilizan los siguientes ensayos, que se describen
con mayor detalle en el Ejemplo 5, para medir la potencia in
vitro de las proteinas de fusi6n de la invencifén: 1} ensayo
de activacién de la protefina C (cromogénico); 2) ensayo de
activacién de 8TF/FVIIa; 3) ensayo de activacién del factor
X; y 4) ensayo de activacién de la protefna C (sobre una
superficie rica en TF).

Al llevar a cabo los procedimientos de la presente
invencién por supuesto se considera que la referencia a
soluciones amortiguadoras, wmedios, reactivos, cé&lulas,
condiciones de <cultivo particulares y semejantes no

pretenden ser limitantes, sino que se debe considerar que
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incluyen todosa los materiales relacionados gque el
especialista en el arte tendrfa en cuenta como de interés o
valor en el contexto particular en el cual dicha
descripcifn se presenta. Por ejemplo, a menudo es posible
sustituir un sistema de solucionee amortigquadoras o medios
de cultivo por otrc y ahin obtener resultados similares,
cuando no idénticas. Los especlalistas en el arte tienen un
conocimiento suficiente de dichos aistemas y wmetodologias
como para poder, B8in experimentos innecesarios, efectuar
dichas sustituciones que servirin a su propfsito de manera
6ptima con los métodos y procedimientos que se describen
aqui.

La presente invencién se describira ahora con
referencia a los siguientes ejemplos no limitantes. Al
aplicar la descripcién del ejemplo, se debe tener en cuenta
que 8in lugar a dudas habri otras realizaciones diferentes
de los métodos descriptos acordes con la presente invencién
que sBer&n evidentes para el especialista en el arte
relevante.

Sin una elaboracién adicional, se considera que el
especlalista en el arte puede utilizar 1la presente
invencién en su concepcién mis completa, teniendo en cuenta
la descripci6n precedente. Las siguientes realizaciones

especificas preferidas se deben considerar entonces como
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meramente illustrativas y no constituyen limitaciones del
resto de la descripcifn en modo alguno.

En la descripcién anterior y en 1los saiguientes
ejemplos, todas las temperaturas estén expresadas en grados
Celsius sin corregir y todas las partes y porcentajes son
en peso, a menos que se ilndique lo contrario.

Todas las descripciones de las solicitudes, patentes y
publicaciones citadas previamente se incorporan en este
documento a modo de referencia.

Los Biguientes ejemplos se proveen a modo de guia para
asistir en la pr&ctica de la invencién y no constituyen
limitaciones del alcance de la invencién.

EJEMPLO 1

Construccién del anticuexrpo de cadena gimple anti-TF

scPv(TF) 3810

(-18) M L 6 VL VL GADLATLA AGTLTVF P
EMAQVNTELTZ RETSG GGTTLTVGQTPG GG S
LRLSC CAASTGTFTSTPFTTDA ATGWMSTWYV
R QAPGKETLTETHWTYTSSTISGS ST GG 8
T ¥ YA GS VKGRTPFTTIST RUDUNTETIKN
T L YL QMNTGSTLURAETDTA ATVTYTYCA
R VLSTLTTUDTYTYT¥®WYGMTDVYVTHWOGOQGT
L VTVSAGGGS G S GATPNTFMLTQ
P H SV S§ASPGI KTV VTTIST CTTZ RS S
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scFv (TF) 3el0

(SEQ ID N°: 1), consiste de un péptido sefial (-18 a -1), un

dominio Vy; (1 a 126),

dominio Vi

epitope (247 a 264).

EJEMPLO 2

un ligador de Vy-V. (127 a 131),

un

(132 a 246) y una secuencia de la marca del

Construccién 1 de la protefna de fusidén - acFv(TF)3el0-

THI456
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G S VA S Y YVQWYOQQRTUPGSSUPT
T VvI Y EDNJBHERTPSTGVDPDTRTEFTSG S
I DT S S8 NSAGSTULTTIZSGILIX XKTTETDE
A DY YCQS8YDSNNTLVYVVYVFGS GG GT
K LT VLGAAAG GG GG GG GTSG GGG GG GS S G
G GG S5 VEZPVDPCFPFRANTCTETYSQSC
Q PLNQTSJYTLCGCVCATEG GTFA ATPTIH?P
G EPHRTGCO QLVFC CNG QTA ACTPA ATDTCTD
N TQASTCETG CEPETGTYTIULDUDGTFI

T DI DECEUNG GG GTPTC CSGVCHNL

G TF ECICGTPDSALA AGS QTIGTSTOD
C AAAGATPVZPYZPDZPTILTETPTRAA

(400)

La proteina de fusi6n scFv(TF)3el0-TMi456 (SEQ ID N*:
2) consiste de un péptido seflal (-18 a -1), un dominio Vy
(1 a 126), un ligador V-V, (127 a 131), un dominio Vi (132
a 246), un ligador V,-TM (247 a 264), un dominio TMid456
(265 a 382) y una secuencia de marca del epitope (383 a
400) . Las mutaciones H381G, M388L, R456G y H457Q en TMi456
eatin subrayadas.

EJEMPLO 3
Construccién 2 de la proteina de fusién - scFv(TF)3el0-
TMi456

(-18&) M L. ¢ V L VL G A L A LAGIULV F P
EMAQV NTLRESGGTULVQPGG S
L R L 8 C A A S8 G F 8§ FTDAMWMMUGSWUV
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I s @ 8 G G 8

T ¥ ¥ A G 8§ V K GRUVFTTI S RUDNSIKN

R Q A P G K EUL E WV S5 8§

T L YL Q M NSLURWAETUDTM AWVY Y CA
R VL 8 L. T D Y Y WY GMUD®VYV W G QG T
L vT VS8 A GGGGSNUVFMTLTOQUPUH S8

vV 8 A 5 PG KTVTTI S CTUZRGS8 8 G 8 V

A S Y Y V Q WY Q QRUPGS S PTTUVTI

Y EDNHRUPSGS GV P DRUVPFS8 G 8§ I DT

S 8 N S A S LTI S GULIXTETUDTEM AT DY
¥ ¢ Q 58 ¥Y DS NNULV YV FGGGTIXULT
VL GA AAGG GG S G G G G 8 GG G G

S v E PV DPCUFRWANTCGCETYOQTCOQUPIL

G E P

N Q TS YL CV COAUETGT FM AUPTI?P
F C N Q T ATCUPADUGCTDUPNT

H R C Q

L

Q A S C E CPEG Y I L D DGV F I CTD

I D ECENGGU FTCSGV CHNILUPGT

F BE C I C G P DS A L A

{(379)

I 6 T D C

G Q

La proteina de fusién scFv(TF)3el0-TMi456 (SEQ ID N°:

3) consiste de un péptido sefial (-18 a -1), un dominio Vy

(1 a 126), un ligador Vy-V; (127 a 131), un dominio v (132

un ligador V,-TM (244 a 261) y un dominio TMi456

a 243),

Las mutaciones H381G, M388L, R456G y H457Q en

(262 a 379).

TMi456 estan subrayadas.

EJEMPLO 4

Expresidén de

c8lulas

la proteina de fusién

bacterianas/de mamifero

pero la

era posaible,

La expresién en bacterias
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proteina obtenida presentaba una actividad como cofactor de
TM muy reducida. La proteina de fusién se expresé en
c€lulas CHO. El1 plasmido de expresién contiene ambos
marcadores de 8eleccién de higromicina B y DHFR. La
seleccién original se llevé a cabo en higromicina 400 ug/ml
para seleccionar una poblacién. La poblacién resultante fue
sometida luego a seleccién con metotrexato 100 nM. Durante
este procedimiento, 8e 8Beleccionaron 1las células que
contenian copias amplificadas de la regifn del ADN gue
contenfia el marcador de seleccién, y un gen de interés, de
dicha poblacién. Los niveles de expresién habfan aumentado
desde aproximadamente 0,3 mg/l hasta aproximadamente 6 mg/l
como resultado de esta seleccién.

EJEMPIO 5

Ensayos in vitro

1. Ensayo de activacién de la proteina C (cromogénico)

Este ensayo se llevé a cabo mezclando 20 ul de cada
una de 1las siguientes proteinas en una placa para
microtitulacién: muestra de TM (desconocida o esténdar),
trombina (3 nM) y proteina C (1,5 upuM). El1l diluyente de
ensayo para cada proteina era Tris-HCl 20 mM, NaCl 0,1 M,
CaCl; 2,5 mM, BSA 2,5 mg/ml, pH 7,4. Las cavidades sge
incubaron durante 2 horas a 37 °C después de lo cual ee

terminé la activacién de la proteina C por adicién de 20 pl

NEF
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de hirudina (0,16 unidades/pl 370 nM) en diluyente de
ensayo e incubacién durante otros 10 minutos.

La cantidad de proteina C activada formada se detect6t
por adicién de 100 pl de S2266 1 mM (en diluyente de
ensayo) y luego se continudé incubando la placa a 37 °C. La
absorbancia a 405 nm se leyS para cada cavidad cada 10
segundos durante 30 minutos, usando un lector de placae de
Molecular Devices. Los datos de absorbancia se guardaron y
se calculd el cambio en la absorbancia por segundo
(pendiente) para cada cavidad. El cambio de abaorbancia por
segundo es proporcional a pmol/ml de proteina C activada.

Esta relacién se determind empiricamente usando
concentraciones +variables de proteina C totalmente
activada. Las muestrae que contenfan proteina C 100%
activada fueron generadas mediante mezclado de proteina C a
concentraciones de 0 a 1,5 uM con TM de conejo 60 nM Yy
trombina 30 nM, incubacién durante 0 a 4 horas, adicién de
hirudina y medicién de la actividad de S2266 igual que
antes. Lae condiciones bajo las cuales el 100% de 1la
proteina C estaba activada se definieron como aquellas
donde la actividad 82266 (A405/seg) alcanzaba un valor
constante.

Una unidad de actividad se define como 1 pmol de

proteina C activada generada por ml/min bajo las

182



condiciones de reaccién definidas previamente. Como
alternativa, los valores de actividad se informan como una
comparacién con los valores para TM de conejo nativa
solubilizada en detergente.

2. Eusayo de activacisn de sTF/FVIIa

A continuacién Be describe el principio de este
ensayo. El enlace p-nitroanilida amida del tripéptido del
sustrato es hidrolizado por el complejo sTF/FVIIa. El
producto croméforo liberado, la p-nitroanilida, es
monitoreada a 405 nm y la concentracién de producto formado
por unidad de tiempo se calcula usando un coeficiente de
extincién molar de 9920 Mlcm?. Los valores de ICsp, (C) Be
determinan ajustando las velocidades iniciales en 1la
siguiente ecuacién de 4 parimetros: Y = (A-D)/(1+ (x/C)*B
}J+ D
H-D-Val-Leu-Arg-p-NA -+ H-D-Val-Leu-Arg + p-NA
Sustrato S2266 Tripéptido
Crom&Sforo

Reactivoe y soluciones:

1. Solucién amortiguadora de ensayo: Tris-HCl 50 mM,
NaCl 150 mM, CaCl, 5 mM, BSA 0,1%, pH 7.5

2. FVIIa humano (HCVIIA-0060, Haematologic
Technologies Inc.): solucién de trabajo 10x: preparar una

golucién 20 nM en solucién amortiguadora de ensayo antes
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del uso.

3. TF soluble (Berlex): solucién de trabajo 10 x:
preparar una solucifn 30 nM en scolucién amortiguadora
ensayo antes del uso.

;. Sustrato cromogénico S2266 (Kabl Pharmacia Hepar
Inc.): solucién madre: 10 mM en H;0, guardar a 4 °C.
Solucién de trabajo 2,5 x: preparar una solucién 2,5 mM en
solucién amortiguadora de ensayo antes del uso.

5. Anticuerpo: Preparar diluciones 2,5x en solucién
amortiguadora de ensayo antes del uso.

Condiciones de ensayo:

Los ensayos s8e llevan a cabo en una placa para
microtitulacién de 96 cavidades a temperatura ambiente. Las

concentraciones finales de los componentes son:

STF inM

Anticuerpo varia entre 1000 vy
0,625 nM

FViia 2 nM

52266 1 mM

Procedimiento de ensayo:

1. Pipetear 0,1 ml de AB 2,5x (o solucién
amortiguadora control) en cada cavidad.

2. Agregar 0,025 ml de 8TF 10x e incubar durante 10

min a temperatura ambiente con agitacién suave.



90

3. Agregar 0,025 ml de FVIIa 10x, incubar durante 10
min a temperatura ambiente con agitacién suave.

4. Agregar 0,1 ml de sustrato 82266 2,5x, transferir
inmediatamente la placa a un lector de placas y medir las
cinéticas enzimiticas a 405 nm con intervalos de 10
segundos durante 15 min.

3. Ensayo de activacién del factor X:

A continuacién se describe el principio de este
ensayoc. El1 FVIiIa B8e incuba con vesiculas de TF
recombinantes humanas para formar un complejo de proteasas
capaz de activar el sustrate, FX. Este complejo se forma en
presencia (o ausencia) de diferentes concentraciones de
anticuerpo, luego se introduce el sustrato FX y se permite
que la reaccién avance para formar el producto, la proteasa
FXa activa, capaz de hidrolizar el enlace p-nitroanilida
amida del sustrato cromogénico $2222. El producto cromSforo
liberado, p-nitroanilida, ee monitorea a 405 nm y luego se
calcula la concentraci6n de producto formado por unidad de
tiempo usando un coeficiente de extincién molar de 9920 M

lem™?t.

Los valores de ICs5; (C)} se determinan ajustando las
velocidades iniciales en la sigquiente ecuacién de 4
par&metros: Y = (A-D)/(1+ (x/C)*"B )+ D

Bz-Ile-Glu-Gly-Arg-p-NA - Bz-Ile-Glu-Gly-Arg-OH +

p-NA

156
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Sustrato 52222
CromSforo

Reactivos y soluciones:

1. Solucién amortiguadora de ensayo: Tris-HC1l 50 mM,
NaCl 150 mM, CaCl; 5 mM, BSA 0,1%, pH 7,5

2. FVIIia humano (HCVIIA-0031, Haematologic
Technologies Inc.): solucién de trabajo 4 x: preparar una
solucién 100 pM en scolucién amortiguadora de ensayo antes
del uso.

3. TF recombinante humano (reconstituido en los
laboratorios de los autores a partir de Innovin, Dade):
solucién de trabajo: preparar una dilucién 1: 480 en
solucidén amortiguadora de ensayo antes del uso.

4. Factor X (HCX-0060, Haematologic Technologies
Inc.): solucién de trabajo 4 x: preparar una solucién 1000
nM en solucidén amortiguadora de ensayoc antes del uso.

5. Sustrato cromogénico 82222 (Kabi Pharmacia Hepar
Ine.):

Soluci6n madre: 6 mM en H;0, guardar a 4 °C.

Solucién de trabajo: preparar una solucién 0,78 mM en
EDTA 3,57 mM (para detener la reaccién), NaCl 150 mM, Tris-
HCl1 50 mM, pH 7.5, antes del uso.

6. Anticuerpo:

Preparar diluciones 4x en solucién amortiguadora de

] &7~
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ensayo antes del uso.

Condicionea de ensayo:

Los ensayos sBe llevan a cabo en una placa para
microtitulacién de 96 cavidades a temperatura ambiente. Las

concentraciones finalese de los componentes son:

Vesiculas de rTF ¥ de una dilucién 1:
480

Anticuerpo Varia entre 1000 vy
0,625 nM

FVIIa 25 pM

FX 250 nM

52222 0,546 mM

Procedimiento del ensayo:

1. Pipetear 0,015 ml de AB 4x (o 8olucién
amortiguadora control) en cada cavidad.

2. Agregar 0,015 ml de vesiculas de rTF 4x.

3. Agregar 0,015 ml de FVIIa 4x, incubar durante 10
min a temperatura ambiente con agitacién suave.

4. Agregar 0,015 ml de FX 4x, incubar durante 5 min
a temperatura ambiente con agitacién suave.

5. Agregar 0,14 ml de sustrato 52222, transferir la
placa inmediatamente a un lector de placas y medir las
cinéticae enzimdticas a 405 nm con intervalos de 10

sequndos durante 15 minutos.
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4. Ensayo de activacién de la proteina C (sobre una
superficie rica en TF)

Este ensayo se lleva a cabo ilgual que para el ensayo
de activacién cromogénico de la proteina C descripto
previamente con la excepcifn en este ensayo 8e agregan
vesiculas PC/PS que contienen TF humano a la proteina de
fusién, o TM control, antes de agregar la trombina y la
proteina C.

EJEMPLO 6

Caracteristicas de los anticuerpos anti-TF

Se aielaron siete anticuerpos diferentes de unién al
TF a partir de una biblioteca de expresi6én en fagos de
anticuerpos de cadena simp.le completamente humanocs. Las
afinidades de los anticuerpos de unién sTF, medidas usando
BIAcore, comprendieron entre 35 y 470 nM. El ensayo de
aTF/VIIa ee usd para determinar si los anticuerpos podian
blogquear la formacién de un complejo VIIa/TF activo. En el
ensayoc de sTF/VIIa, la unién de VIIa al sTF acelera la
velocidad de clivaje contra el sustrato de péptidos
cromogénicos 82266 en >20 veces. Los anticuerpos que
inhiben la unién de FVIIa al TF bloquean esta aceleracién.
Entre los siete anticuerpos diferentes que se aislaron,
golamente uno de elloa, el scFv(TF)3el0, no inhibia el

ensayo sTF/VIIa. Este anticuerpo incrementé la afinidad del
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FVIIa por el 8TF, dieminuyendo 5 veces el valor de la Kp
(Figura 1). La Kp del anticuerpo scFv(TF)3el0 para el sTF,
medido usando el ensayo BTF/FVIIa, era de 65,4 nM (Figura
2). Be usd microcalorimetria para comparar la afinidad de
scFv(TF)3el0 por el TF en comparacién con el complejo de
FVIiIa/TF. Estos experimentos revelaron que el anticuerpo
tiene una afinidad 20 veces mayor por el complejo TF/FVIIa
en comparacién con el sTF libre (33 nM vs. 600 nM, Figura
3). Los anticuerpos se compararon usando el ensayo de
activacién del FX, que consiste de TF de longitud completa
en vesiculas de fosfolipidos, FVIIa y FX. La cantidad de
FXa generada se determina usando el sustratoc cromogénico
82765. Aunque el anticuerpo scFv(TF) 3el0 no presentaba la
mayor afinidad medida con el BIAcore e incrementd la
afinidad del FVIIa por el sTF, era el (inico anticuerpo del
grupo que inhibfa la activacién del FX y prolongaba el
tiempo de coagulacién en el ensayo de PT. El valor de ICs
del anticuerpo scFV(TF)3el0 (dimero) para la inhibicién en
el ensayo de activaci6én del FX era de 0,44 nM (Figura 4) y
se observd una prolongacién del doble del PT a los 417 nM
(Figura 5).

El anticuerpo scFv(TF)3el0 se identificé sobre la base
de la unién al TF recombinante humano soluble. La homologia

de secuencia del TF entre humanos y murinos o humanos y
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conejos es del 58% y 71%, respectivamente. El anticuerpo se
une a un epitope finico sobre el TF humano que interfiere
con la activacién del FX por el complejo de FVIIa/TF.
Fisiol6gicamente, el anticuerpo presenta una ventaja con
respecto a los anticuerpos que compiten por la unién al
FVII o FVIIa con el TF. El valor de la Ky de ambos FVII y
FVIIa en plasma humano es de 10 nM, © entre 100 y 1000
veces mayor que Kp. La velocidad de disociacifn para el
complejo de gran afinidad serd lento (70 a 700 segundos,
suponiendo kon = 10°M"'seg™!). Por el contrario, la Km del FX
por el complejo de VIIa/TF comprende un valor entre 0,200 y
4 uM y la concentracién de FX en el plasma humano es de 130
nM (entre 0,03- y 0,65 veces la Kp). La funcién primaria
del complejo de FVIIa/TF en la coagulacién es la conversién
del FX en el FXa.

EJEMPLO 7

Caracteristicas in vitro de la proteina de fusisn
sc¥v (TF) 3el0-THi456

Se evaluaron las caracteristicas de la proteina de
fueidn de la invencién, scFv(TF)3el0-TMi456, en diversos
ensayos in vitro. La proteina de fusién, s&scFv(TF)3el0-
TMi456, retenia la capacidad para inhibir la activacién del
FX por el complejo de FVIIa/TF (ICs, = 0,5 nM, no se

muestran los datos) y actuaba como cofactor para la
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activacién de la proteina C catalizada por trombina (ensayo
cromogénico, Figura 6). No se observaron diferencias
significativas en la actividad de cofactor del TM entre la
proteina de fusifn y Tmi456 s6lo en ausencia de vesiculas
de fosfolipidos que contienen TF. Por el contrario, la
actividad de cofactor de T™M de la proteina de fusién, pero
no de TMi456, aumentaba >5 veces en presencia de vesiculas
de fosfolipidos que contienen TF (Figura 7). La potencia in
vitro de la proteina de fusi6n, scFv(TF)3el0-TMi456, contra
la coagulacién inducida por TF (ensayo PT, via de
coagulacién extrinseca) era 6 veces mayor que con el
anticuerpo scFv(TF)3el0 y 17 veces mayor que con TMi456
solamente (Figura 5). Por el contrario, la potencia in
vitro de la proteina de fusifn contra las vias intrinsecas
y comunee no era afectada significativamente (ensayos de
APTT y TCT, no se muestran los datos). Por consiguiente, la
doeie de proteina de fusién que causé una prolongacién del
doble en el PT solamente tenia un efecto moderado sobre el
APTT, en tanto TMi456, a una dosis equivalente en la PT,
causé un aumento de 4 vecee en el APTT (Figura 8). Este
perfil in vitro es coherente con el esperado para los
anticoagulantes dirigidos a TF/FVIIa que son conocidos por
tener una eficacia superior a las relaciones de hemorragia

en modelos de tromboslis en animales. De acuerdo con los

19%
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ensayos de coagulacién basados en plasma, la proteina de
fusién scFv(TF)3el0-TM1i456 era mis potente en un ensayo de
coagulacién inducida por TF en pangre completa
(Tromboelastégrafo, TEG) que el scFv(TF)3el0 o el Tmi456
solos (Figura 9). Ademés, la proteina de fusién
8cFv(TF) 3el0-TMi456 presentaba wuna dosis-respuesta més
predecible en el ensayo de coagulacién inducida por TF en
Bangre completa que la heparina de bajo peso molecular
(LMWH, Figura 10). En resumen, los datos anteriores
demuestran que las proteinas de fusi6n de la invencién son
anticoagulantes potentes y selectivos in vitro.

EJEMPLO 8

Modelo de tromboembolia in vivo en rata

La porcifn de anticuerpo contra TF de la proteina de
fusién scFv(TF)3el0-TMi456, es esBpecifica para el TF Qe
primates. BSe desarrolld un modelo de tromboembolia
desencadenado por el TF humano (reactivo de tromboplastina
que contiene el TF recombinante humano, Orto) en ratas
Sprague-Dawley macho concientes (350 - 400 g, n » 7/grupo).
En este modelo de coagulacién intravascular diseminada
(DIC), el TF, por medio de una inyeccién de tromboplastina,
induce deposicién de fibrina pulmonar, insuficiencia
regspiratoria y muerte. Se inyectaron dosis equimolares de

scFv({TF)3el0-TM1456 o0 acFv(TF)3el0 o vehiculoc en la vena de
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la cola seguido, 15 min después, de una inyeccién de bolo
de tromboplaetina (0,5 ml/kg}. En el grupo tratado con
vehiculo, esta dosis de TF da como resultado un 60% de
letalidad (LDge), habitualmente dentro de los 5 min después
de 1la inyeccién de tromboplastina. Las ratas fueron
calificadas de acuerdo con el siguiente sistema de puntaje
de morbilidad-mortalidad: 0 = no afectado; 1 = dificultad
respiratoria leve (recuperaciém dentro de los 30 min); 2 =
dificultad respiratoria severa (moribunda, la recuperacién
requirié mis de 60 min); y 3 = muerte. La calificacién
promedio se usd para comparar la eficacia de los 4 grupos
de tratamiento diferentes. Los resultados con este ensayo
in vivo se muestran en la Figura 11. La proteina de fusién
de la invenci6n pudo inhibir o impedir la muerte y la
dificultad respiratoria en este ensayo.

Los ejemplos anteriores se pueden repetir con é&xito
similar sustituyendo 1los reactivos y/o condiciones de
cperacién de esta invencién descriptos genérica o
especificamente utilizados en los ejemplos precedentes.

En tanto la invencifn se ha ilustrado con respecto a
la produccién de determinadas construcciones de proteinas
de fusién, resultari evidente que ee posible efectuar
variaciones y modificaciones de la invencién sin apartarse

del espiritu o alcance de la invencién.

194



99

REIVINDICACIONES:

1, Una proteina de fusién anticoagulante, la cual
comprende una proteina direccionadora que interactda con el
factor tisular (TF) o el complejo de factor VIIa/TF
(FVIIa/TF), ligada operativamente al dominio EGFAS6 de la
trombomodulina (TM) o andlogos, fragmentos, derivados o
variantes de las mismas, sola o combinada con al menos un
dominic adicional de TM seleccionado del grupo formado por
el bucle de interdominio entre EGF3 y EGF4, el dominio
EGF123, el dominio de glucosilacién O-ligado, y el dominio
hidrofébico de 1la regi6n N-terminal, o andlogos,
fragmentos, derivados o variantes de las mismas.

2. La proteina de fusién de la reivindicacién 1, donde el
dominio TM comprende el bucle de interdominio entre EGF3 y
EGF 4.

3. La proteina de fusi6n de la reivindicacién 2, donde
dicho dominio EGF456 contiene mutaciones puntuales gque
vuelven mis repistente a dicha proteina de fusién a los
dafios oxldativos o la actividad proteasa © incrementan la
eficacia catalitica de dicha proteina de fusién.

4. La protefna de fusifn de la reivindicacién 3, donde
dicho dominio EGF456 contiene al menos una mutacién puntual
seleccionada del grupc formado por H381G, M38BL, R456G Y

HA457Q.
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5. La proteina de fusitn de la reivindicacién 4, donde
dicho dominio EGF456 consiste de mutaciones puntuales en
H381G, M388L, R456G y HA57Q.

6. La proteina de fusién de la reivindicacién 1, donde
dicha proteina direccionadora es un anticuerpo que se une
al TF.

7. La proteina de fusién de la reivindicacién 6, donde
dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

8. La proteina de fusi6n de la reivindicacién 7, donde
dicho anticuerpo monoclonal se une al complejo de FVIIa/TF
con mayor afinidad que al TF solo.

9. La proteina de fusiSn de la reivindicacién 8, donde
dicho anticuerpo monoclonal es un anticuerpo de cadena
simple, un anticuerpo dimérico Fab o0 un anticuerpo contra
I1gG.

10. La proteina de fusién de la reivindicacién 9, donde
dicho anticuerpo monoclonal es un anticuerpo de cadena
simple.

1l1. La proteina de fusién de la reivindicacién 7, donde
dicho anticuerpo monoclonal estd ligado operativamente a
mis de un dominio de TM.

12. La proteina de fusién de la reivindicacién 7, donde
dicho anticuerpo monoclonal neutraliza el TF.

13. La protefna de fusitn de la reivindicaciém 1, donde
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dicha proteina de fusifn estd glicosilada.

14, La proteina de fusifn de la reivindicaci6m 1, donde
dicha proteina de fusién ha sido modificada por la adicién
de polietilenglicol.

15. La proteina de fusifn de la reivindicaci6n 1, donde
dicha proteina de fusién estd biotiniladq para su unién a
estreptavidina.

16. La protelina de fusién de la reivindicacién 1, donde
dicha proteina direccionadora es FVIIai.

17. La protefina de fusién de la reivindicacién 1, donde
dicha proteina direccionadora es TFPI.

18. Una composicién farmacéutica, donde comprende 1la
proteina de fusién de la reivindicaciénm 1, donde dicha
composicién comprende un excipiente aceptable para uso
farmacéutico y una cantidad eficaz para uso terapéutico de
dicha proteina de fusidn.

19. Un método de proteccién contra 1la formaciém de
trombos, que comprende la administracién de una cantidad
eficaz para uso terapéutico de la proteina de fusién de la
reivindicacién 1, donde dicha proteina de fusién inhibe la
generacién de trombina psin afectar directamente otros
pardmetros de coagulacién, tal como la activacién vy
agregacién de plagquetas.

20. El método de la reivindicacién 19, donde dicho mé&todo
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consiste en ofrecer proteccién contra la formaci6n de
trombos en la apoplejia isquémica, 1las complicaciones
trombSticas después de una angioplastia o una cirugia
microvascular.

21. Un método para prevenir y tratar la trombosis venosa
profunda (DVT), la coagulacién intravascular diseminada
(DIC), el sindrome coronario agqudo o céncer con evidencia
de coagulopatfas en un paciente, que comprende 1la
administracién de una cantidad eficaz para uso terapéutico
de la proteina de fusi6n de la reivindicacién 1 a dicho
paclente.

22. Un método para reqular la respuesta inflamatoria en un
paciente, que comprende la administracién de una cantidad
eficaz para uso terapéutico de la proteina de fusién de la
reivindicacién 1 a dicho paciente.

23. El método de 1la reivindicaciém 22, donde dicha
respuesta inflamatoria se selecciona del grupo formado por
sepsis, injertos de piel y venap y transplantes de 6rganos.
24. La proteina de fusién de la reilvindicacién 1, donde
dicha proteina de fupién se puede usar para formar un
recubrimiento no -trombogénico sobre la superficie de un
dispositivo médico, donde dicho dispositivo médico toma
contacto con la sangre.

25. Un conjunto de elementeca, que comprende la proteina de
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fusidén de la reivindicacibn 1.

26. Un conjunto de elementos, que comprende secuencias de
ADN que codifican los componentes de la proteina de fusién
de la reivindicacién 1.

27. Una composicién de terapia genética, donde comprende
el ADN que codifica una proteina de fusién que consiste de
la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID N°: 2 o SEQ ID N°:
3, en combinacién con una cantidad eficaz para uso
terapéutico de un vector de terapia genética.

28. Una proteina de fusifn anticoagulante, donde comprende
una proteina direccionadora que interactGGa con el TF o el
complejo de FVIIa/TF, donde dicha proteina direccionadora
es un anticuerpo de cadena simple que se une al TF, ligada
operativamente al dominio EGF456 de la T™M y el bucle de
interdominio entre EGF3 y EGF4, donde dicho dominio EGF456
consiste de mutacionee puntuales en H3B1G, M3B88L, R456G Yy
H457Q.

29. La proteina de fusiém de la reivindicacién 28, donde
dicha protefina de fusién comprende 1la secuencia de

aminodcidos de la SEQ ID N°: 2 o SEQ ID N°*: 3,
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Light, David
McLean, Kirk

<120> Nuevas proteinas de fusién con trombomodulina dirigidos
contra factores tisulares como anticoagulantes

<130> BERLX 282WO

<140> PCT/UB03/13522
<l4l> 2003-04-30

<150> 60/376.566
<151> 2002-05-01

<160> 3
<170> PatentIn versidm 3.1

<210> 1

<211> 282

<212> PRT

<213> SBecuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Proteina de fusién
sintética

<4005 1
Met Leu Gly Val Leu Val Leu Gly Ala Leu Ala Leu Ala Gly Leu Val
1 5 i0 15

Phe Pro Glu Met Ala Gln Val Asn Leu Arg Glu Ser Gly Gly Thr Leu
20 as 30

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
is 40 45

Ser Phe Thr Asp Ala Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Giy Lys
50 55 60

Glu Leu Glu Trp Val Ser Ser Ile Eer Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr
65 70 75 80

Tyr Ala Gly Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ber Arg Asp Asn Ser
85 950 95

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
100 105 110

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Val Leu Ser Leu Thr Asp Tyr Tyr Trp
115 120 125
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Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
130 135 140

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Ala Pro Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His
145 150 155 160

Ber Val Ber Ala Ser Pro Gly Lys Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg
165 170 175

Ser Ber Gly Ser Val Ala Ser Tyr Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg
180 i85 190

Pro Gly Ser Ser Pro Thr Thr Val Ile Tyr Glu Asp Asn His Arg Pro
195 200 a0s

Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ile Asp Thr Ser Ser Asn
210 415 220

. Ser Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp
225 230 235 240

Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Asn hsen Leu Val Val Phe Gly Gly
245 asp 255

Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ala Ala Ala Gly Ala Pro Val Pro
260 265 270

Tyr Pro Asp Pro Leu Glu Pro Arg Ala Ala
275 280

<210> 2

<211> 418

«212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<€223> Deacripcidn de la secuencila artificial: Proteina de fusién
sintética

<400> 2
Met Leu Gly Val Leu Val Leu Gly Ala Leu Ala Leu Ala Gly Leu Val
1 5 10 15

Phe Pro Glu Met Ala Gln Val Asn Leu Arg Glu Ser Gly Gly Thr Leu
20 as 30

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ber Cys Ala Ala Ser Gly Phe
k1 40 45

Ser Phe Thr Asp Ala Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
50 55 60

Glu Leu Glu Trp Val Ser Ser Ile Ser Gly 8er Gly Gly Ser Thr Tyr
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Tyr Ala

Lys Asn

Ala val

Tyr Gly
130

Gly Gly
145

Ser val

Ser Ser

Pro Gly

Ser Gly
210

Ser Ala
225

Tyx Tyr

Gly Thr

Gly Gly

Cys Phe
290

Ser Tyr
305

Pro Hias

Cys Asp

Leu Asp

Gly Eer val

Thr

Tyr
115

Met

Gly

Ber

Gly

Ser

195

Val

Ber

Cys

Lys

Gly

275

Arg

Leu

Arg

Pro

Asp

Leu
100

Tyr

Asp

Gly

Ala

Ser

180

Ser

Pro

Leu

Gln

Leu

Gly

Ala

Cys

Cys

Asn

340

Gly

Tyr

Cys

val

Ser

Ser

165

val

Pro

Asp

Ser

Ser

Asn

Val

Gln

325

Phe

70

106

Lys Gly Arg Phe

Leu

Ala

Gly
150
Pro

Ala

Ile
230
val
Gly
Cys
Cys
310
Leu

Gln

Ile

Gln

Arg

Gly
135
Ala
Gly
Ser
Thr
Phe
215

S8er

Asp

Gly
Glu
295
Ala

Phe

Ala

Cys

Met
val
120
Gln

Pro

Lys

Val
200
Ser
Gly
Ser
Gly
Gly

280

Glu

Cys

Ber

Asn
105
Leu

Gly

Asn

185

Ile

Gly

Leu

Asn

Ala

265

Gly

Gln

Gly

ABn

Cya
45

ABp

Ser

Ser

Val
170

Val

Ser

Lys

Asn

a5

Ala

Ser

Cys

Phe

Gln

330

Glu

Ile

75

Ile

Met

155

Thr

Gln

Glu

Ile

Thr

235

Leu

Ala

val

Gln

Ala
315

Asp

Ser Arg Asp Asn

Arg

Thrx

val

140

Leu

Ile

Trp

Asp

Asp

Glu

val

Gly

Glu

300

Pro

Ala

Glu

Ala
Asp
125
Thr

Thr

Ber

ABsn

205

Asp

val

Gly

285

Leu

Ile

Cys

Glu

Cys

Glu
110

Tyr

vVal

Gln

Cyo

Gln

190

His

Ber

Glu

Phe

Gly

270

Val

Asn

Pro

Gly
iso

Glu

Agp

Tyx

Ser

Pro

175

Gln

Ber

Ala

Gly

255

Gly

Asp

Gln

Gly

Ala
335

Tyr

Asn

Ber

Thr

Trp

Ala

His
160

Asn
Asp
240

Gly

Ber

Thr
Glu
3a0
Asp

Ile

Gly
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360

107

365

Gly Phe Cys Ser Gly Val Cys His Asn Leu Pro Gly Thr Phe Glu Cys

370
Ile Cys
385
Ala Ala

Ala Ala

<210> 3

375

3aeo

Gly Pro Asp Ser Ala Leu Ala Gly Gln Ile Gly Thr Asp Cys

380

395

400

Ala Gly Ala Pro Val Pro Tyr Pro Asp Pro Leu Glu Pro Arg

405

<211> 397
<212> PRT
<2131> Secuencia artificial

<220>

«<223> Descripcién de la secuencia artificial: Proteina de fusién

aintética

<400> 3
Met Ieu
1

Phe Pro

val Gln

Ser Phe
S50

Glu Leu
65

Lys Asn

Ala Val
Tyr Gly
130

Gly Gly
145

Gly Val Leu
5

Glu Met Ala
20

Pro Gly Gly
as

Thr Asp Ala
Glu Trp Val
Gly Ser val

as

Thr Leu Tyr
100

Tyr Tyr Cys
115

Met Asp Val

Gly Gly Ber

Val

Gln

Ser

Trp

Ser

70

Lys

Leu

Ala

Trp

Asn
150

Leu

val

Leu

Met

Ser

Gly

Gln

Arg

Gly

135

Phe

Gly Ala

Asn

Arg
40
Ser

Ile

Met
Val
120

Gln

Met

Leu
25

Leu

Trp

Ber

Asn
105
Leu

Gly

Leu

410

415

Ieu Ala Leu Ala Gly Leu

10

Arg Glu
Ser Cys
Val Arg
Gly Ser

75

Thr Ile
50

Ber Leu
Ber Leu

Thr Leu

Thr Gln
155

Ser Gly
Ala Ala
45

Gln Ala
60

Gly Gly

Ser Arg

Arg Ala

Thr Asp
125

Val Thr
140

Pro His

15

Gly Thr
0

Ser Gly

Pro Gly

Ser Thr

Asp Asn
95

Glu Asp
110

Iyr Tyr

Val Ser

Ser Val

val

Phe
Lys
Tyr

Ber

Trp

Ala

Ser
160



Ala

Ber

Ser

Pro

Leu

Gln

Gly

Cys

305

Asn

Gly

Ber

Pro
385

Ser

val

Pro

Asp

210

Ber

Ser
Asn
290
Val
Gln
Thr
Phe
Gly

370

Asp

Ala
Thr

195

Ile

val
Gly

275

Cys

Gln
Ile
ass

Vval

Ber

Gly

Ser
180

Ber

Asp

Leu

Gly

Glu

Ala

Phe

Ala
340

Cys

Cys

Ala

Lys
165

Tyr

val
Ber
Gly
Ser
245

Gly

Gly

Glu
Cys
3a5
Ser

Thr

Hip

Thx

Tyr

Ile

Gly

230

Asn

Ala

Gly

Gln

Gly

310

Asn

Asp

Ala
390

val

vVal

Ser
215
Lys
Aen

Ala

Ser

Cys
295
Phe
Gln
Glu
Ile
Leu

375

Gly

Gln
Glu
200

Ile

Ala
Val
280

Gln

Ala

Cys
Asp
360

Pro

Gln

108

Ile

Trp

185

Asp

Asp

Glu

Val

Gly

265

Glu

Pxo

Pro

Ala

Pro

145

Glu

Gly

Ile

Ser

170

Asn

Thr

Asp

Val

a50

Gly

Pro

Leu

Ile

Cys
330

Glu

Cys

Thr

Gly

Cys

Gln

His

Ber

Glu

a3s

Phe

Gly

val

Asn

Pro

315

Pro

Gly

Glu

Thr Arg Ser Ser Gly

175

Gln Arg Pro Gly Ser

Arg

Ser
420
Ala
Gly
Gly
Asp
Gln
300
Gly
Ala
Tyr
ABn
Glu

380

Asp

Pro
205
Asn
Asp
Gly
Ser
Pro
285
Thr
Glu
Asp
Ile
Gly
385

Cys

Cya

190

Ser Gly

Ser Ala

Tyr Tyt

Gly Thr
255

Gly Gly
270

Cys Phe

Ser Tyr

Pro Hls
Cys Asp
335

Leu Asp
350

Gly Phe

Ile Cys

Val

Ser

Cys
240
Lys
Gly

Arg

Leu

320

Pro

Asp

Cys

Gly
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<400> 1
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1 5 10 15

Phe Pro Glu Met Ala Gln Val Asn Leu Arg Glu Ser Gly Gly Thr Leu
20 25 30
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145

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

225

Tyr

Gly

Tyzr

vVal

Ser

Gly

Gly

210

Ala

Tyr

Thr

Pro

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>
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Met
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Fhe
Val
Ser
Glu
65

Tyr

Lya

Leu

Pra

Gln

Phe

50

Leu

Ala

Ser

Gly

Ser

195

Val

Ser

Cys

Lys

Asp
275

418
PRT
Secuencia artificilal

Gly

Giu

Pro

35

Thr

Glu

Gly

Thr

Ala Ser
165

Ser Val
180

Ser Pro

Pro Asp

Leu Thr

Gln Ser
245

Leu Thr
260

Pro Leu

Val Leu
5

Met Ala
20

Gly Gly

Asp Ala

Trp Val

Ser Val

85

Leu Tyr
100

150

Pro

Ala

Thr

Arg

Ile

230

Tyr

Val

Glu

val

Gln

Ser

Trp

Ser

70

Lys

Leu

Gly

Ser

Thr

Phe

215

Ser

Asp

Leun

Pro

Lys

Tyr

Val

200

Ser

Gly

Ser

Gly

Arg
280

Thr
Tyr
185
Ile
Gly
Leau
Asn
Ala

265

Rla

Leu Gly Ala

Val
Leu
Met
55

Ser

Gly

Gln

Aan
Arg
40

Ser
Ile

Arg

Met

Leu
25

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn
105

val
170
Val
Tyr
Ser
Lys
Asn
250

Ala

Ala

Leu
10

Arg
Ser
Val
Gly
Thr

90

Ser

155

Thr Ile Ser
Gln Trp Tyr
Glu Asp Asn

205

Ile Asp Thr
220

Thr Glu Asp
235

Leu Val Val

Ala Gly Ala

Ala Leu Ala
Glu Ser Gly
Cys Ala Ala

45

Arg Gln Ala
60

Ser Gly Gly
75

Ile Ser Arg

Leu Arg Ala

Cys

Gln

190

His

Ser

Glu

Phe

Pro
270

Gly

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu
110

160

Thr Arg
175

Gln Arg

Arg Pro

Ser Asan

Ala Asp
240

Gly Gly
255

Val Pro

Descripcién de la secuencla artificial: Proteina de fusién sintética

Leu Val
15

Thr Leu

Gly Phe

Gly Lys

Thr Tyr
80

Asn Ser
95

Asp Thr

W
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Gly

145
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Ser
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Ser

Ser

225
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305
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385

Val
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130
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210
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370
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Tyr
115
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Ser
195
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Serx
Cys
Lys
Gly
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Arg
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Cys

Gly

Tyr

Asp
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Ala
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180

Ser

Pro

Leau

Gln

Leau

260

Gly

Ala

Cys

Cys

Asn

340

Gly

Ser

Pro

Gly

Cys

val

Ser

Ser

165

Val

Pro

Asp

Thr

Ser

245

Thr

Ser

Asn

Val

Gin

325

Thr

Phe

Gly

Asp

Ala
405

Ala

Trp

Gly

150

Pro

Ala

Thr

Arg

Ile

230

Tyr

Val

Gly

Cys

Cys

310

Gln

Ile

val

Ser

390

Pro

Arg
Gly
135
Ala
Gly
Ser
Thr
Phe
215

Ser

Asp

Gly
Glu
295
Ala
Phe
Ala
Cys
Cys
375

Ala

Val

Val

120

Gln

Pro

Lys

Tyr

val

200

Ser

Gly

Ser

Gly

Gly

280

Tyr

Glu

Cys

Ser

Thr

360

Eis

Leu

Pro

Leu

Gly

Asn

Thr

Tyr

185

Ile

Gly

Leu

Ala
265
Gly
Gln
Gly
Asn
Cys
345
Asp
Asn

Ala

Tyr

Ser

Thr

Phe

val

170

val

Tyr

Ser

Lys

Asn

250

Ala

Ser

Cys

Phe

Gln

330

Glu

Ile

Leu

Gly

Pro
410

Leu

Met

155

Thr

Gln

Glu

Ile

Thr

235

Leu

Ala

Val

Gln

Ala

315

Thr

Cys

Asp

Pro

Gln

395

Asp

Thr
Val
140
Leu
Ila
Trp
Asp
Asp
220
Glu
val
Gly
Glu
Pro
300
Pro
Ala
Pro
Glu
Gly
380

Ile

Pro

Asp

125

Thr

Thr

Ser

Tyr

Asn

205

Thr

Asp

val

Gly

Pro

285

Leu

Ile

Cys

Glu

Cys

365

Thr

Gly

Leu

Tyr

val

Gln

Cys

Gln

190

Hia

Ser

Glu

Phe

Gly

270

Val

Asn

Pro

Pro

Gly

350

Glu

Phe

Thr

Glu

Tyr

Ser

Pro

Thr

175

Gln

Arg

Ser

Ala

Gly

255

Gly

Asp

Gln

Gly

Ala

335

Tyr

Asn

Glu

Asp

Pro
415

Trp

Ala

His

160

Arg

Arg

Pro

Asn

240

Gly

Ser

Pro

Thr

Glu

320

Asp

Ile

Gly

Cys

Cya

400

Arg

pAL%



Ala Ala

<210> 3

<211> 397

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Proteina da fusién sintétice

<400> 3
Met Leu Gly Val Leu Val Leu Gly Ala Leu Ala Leu Ala Gly Leu Val
;| 5 10 15

Phe Pro Glu Met Ala Gln Val Asn Leu Arg Glu Ser Gly Gly Thr Leu
20 25 30

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
35 40 45

Ser Phe Thr Asp Ala Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lya
50 55 60

Glu Leu Glu Trp Val Ser Ser Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr
65 70 75 80

Tyr Ala Gly Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
85 90 95

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
100 105 110

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Val Leu Ser Leu Thr Asp Tyr Tyr Trp
115 120 125

Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
130 135 140

Gly Gly Gly Gly Ser Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His Ser Val Ser
145 150 155 160

Ala Ser Pro Gly Lys Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser Ser Gly
165 170 175

Ser Val Ala Ser Tyr Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Ser
180 185 190

Ser Pro Thr Thr Val Ile Tyr Glu Asp Asn His Arg Pro Ser Gly Val
195 200 205

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ile Rsp Thr Ser Ser Asn Ser Ala Ser
210 215 220

Leu Thr Ile Ser Gly Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
225 230 235 240



Gln

Leu

Gly

Cys
305

Cys

Gly

Ser

Pro
385

Ser

Thr

Ser

Asn

290

Val

Gln

Thr

Phe

Gly

370

Asp

Tyx

Val

Gly

275

Cys

Cys

Leu

Gln

Ile

355

val

Ser

Asp
Leu
260

Gly

Glu

Phe
Ala
340
Cys

Cys

Ala

Ser

245

Gly

Gly

Tyr

Glu

Cys

325

Ser

Thr

His

Leu

Gly

Gln

Gly

310

Asn

Cys

Asp

Asn

Ala
390

Asn Leu

Ala Ala

Ser Val
280

Cya Gln
295

Phe Ala

Gln Thr

Glu Cys

Ile Asp
360

Leu Pro
375

Gly Gln

val

Gly

265

Glu

Pro

Pro

Ala

Pro

345

Glu

Gly

Ile

Val
250
Gly
Pro
Leu
Ila
Cys
330
Glu
Cys

Thr

Gly

Gly

Val

Asn

Pro

315

Pro

Gly

Glu

Fhe

Thr
395

Gly

Gly

Asp

Gln

300

Gly

Ala

Tyr

Asn

Glu

380

Asp

Gly
Ser
Pro
285
Thr
Glu
Asp
Ile
Gly
365

Cys

Cys

Gly
Gly
270
Cys
Ser
Pro
Cys
Leu
350

Gly

Ile

Thr
255
Gly
Phe
Tyr
His
Asp
335
Asp

Phe

Cys

Lys

Arg

Leu

Arg

320

Pro

Asp

Cys

Gly
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Construccién 1 de la proteina de fusién - scFv(TF)3el0-TMid56

| TMi456

scFv(TF)3el0

VI.

VH

(-18) M L 6 V L. V L. 6 A L AL A G L V F P E M

A Q VNLIRESGGTIULV Q P GG S L RL S

C A A S G F S FTUD AWM SWVUROQAUPGK
E L E WV 8§ 585 I §S8 GG S8 GG S T VY Y A G S V K
G R FTI S RUDNSI KN NTIULVYTUILOQMMNSTULR R

A E DT AV Y YCARUVYVYIULSTILTIDY YWY G

M DVWGQGTULVTVS A GGG G S G A P

N FMLTOQU&PUHS V S A S PG KTV T I S C

T R S § G 8§ V A 8 Y Y V QW Y Q Q R P G 5 8
P T T V I ¥ EDNUHIRUZPS GV P DIREF S G S
I DT S 8 N S A SLTTISGULKTETDTEA ATD
Y ¥ CQ S ¥ DS NNILVV FGGGTIKTLTYV

L G A A A GG GG S 6 6 GG S GG GG S V E

P VvV DPCFRANUGCEYO QTCOQU&PTULNU GOQQTSY

L CVv CAEGTFA AUPTIP

C

E PHRCAO QL F

G

N OTACU?PA ADT CDU&PNTO QA A ST CETCUPTEG

D ECUEWNGUGTFC 8§

Y I L D DG F I CTDI

G

G v C H NL P GTVF E CTIOCGU?PUDSATLA

I 6 T pDCAAAGAWUPV P Y P D PULE PR

Q

(400)

A A

La proteina de fusién scFv(TF)3el0-TMi456 (SEQ ID N°: 2}

consiste de un péptido sefial (-18 a -1), un dominio Vy (1 a

126}, un ligador Va-Vy (127 a 131), un dominio Vi (132 a.246),

un ligador V,-TM (247 a 264), un dominio TMi456 (265 a 382) y

Las

una secuencia de marca del epitope (383 a 400).

mutaciones H381G, M388L, R456G y H457Q en TMi456 estan

subrayadas.



97>

(4

L

Construccién 2 de la protaina de fusién - scFv(TF)3al0-TMid56

el

TMi456

(-18) M L G V L V L 6 A L A L A G L V F P E
M AQVNILWRESGGTULUVQUPGG S L R

L s CAASGVF S FTD AWM SWV RQA

P G K E L E W V S 8§

I 8 G S G G S T Y Y A

G S vV X GR F T I S RDNSI KNTIULUVYTULQ
M NS LRAEUDTA AV Y Y CARUVILSTILT
DY YWY GMUDVWGAQ 6TTUL VTV S A G
G G G S NFMLTOQUZPHS VS A S P G KT

s C T R S 8 G s v.A 5 Y Y VO WY Q

I

T
Q R P G S §S PTTV I Y EDNUHIRUP S G V

P DR F S5 G S

Vv

I DT 8 8 NS A S8 L T I S8 G

L K T EUDEW ADY Y CQS Y DS NNDNILUVYV
F G 6 6 T K L T VvV L G AU AWM AUGGG G S8 G G
G G S GGG G S V E P V D PCUVFIRW BANDNTCE
Y  C Q PLNQTSYLCVCAZETGUFAU?P

F C N Q TACUPA ADC

L

E P H R C Q
D P NTOQW ASGSTCUETGCUPEGY I L DUDGVF I

c T DbpD I DECIENGU GV FCS GV CHNILP

P G

1

Q I 6T DC

G T F ECI CGPD S AULA ASG

(379)

La proteina de fusién scFv(TF)3el0-TMi456 (SEQ ID N°: 3)

consiste de un péptido sefial (-18 a -1), un dominio V4 (1 a

126), un ligador Vy-V, (127 a 131), un dominio V. (132 a 243),

un ligador V,-TM (244 a 261) y un dominio TMi456 (262 a 379).
Las mutaciones H381G, M388L, R456G y H457Q en TMi456 estén

subrayadas.
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Las enmiendas de la memorla descriptiva y del listado de
secuencias, ambas por escrito y en formato para lectura por
computadora, son correcciones de un error evidente. No se

incorporan elementos nuevos con estas enmiendas.



For 1«

Y221

= e el

Intemationsl Application No.

PCT

REQUEST

Intemanional Filing Date

The undersipned requests that the present
international application be processed

Name of eceiving Office and “PCT International Application”

accordinyg to the Patent Cooperation Treaty.

Applicant’s or agent’s file reference

{if dasired) {12 charocters maximusm) ; BERLX 282 WO

Box Ne.1 TITLE OF INVENTION

Box No. Il _APPLICANT

NOVEL TISSUE FACTOR TARGETED THROMBOMODULIN FUSION PROTEINS AS ANTICOAGULANTS

Name nod sddress: (Famlly nasme foliewed by givas nome: for a legnl endlsy, fuil official dusgmanen. The address szt | [ ] This petson is also invendor.
inchute passl cosle xed aemas of counery. The couniry of the akirexs iulicasad in chiy Bux i the spplicunts Stose {thas Is,
coustry) of raxndenca if ne Swix of revuiunce s inlicasd below ) Telephone No.
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT .,
D-13342 Berlin Facsimile No.
DE Teleprinter No.
N/A
Swune (that is, country) of nationality: DE State fihat Ir. country) of residence:  DE
This person is spplicant [ ] all designaled States [ X] ull designated Sisten except the United States of America
for the of: the United States of America onl the Statey indicated in the Supplemental Box
Box Ne. Il FURTHER APPLIC AND/OR THER) INVENTOR(S)
Name and addross: ¢Family saow follownd by givm asms; for o lepel anvicy. Al official durigeasion, The addray st | This o i
inchale pociai code aud sovms of commry. The cousiry of the wibiraws indieased in this Box is the spplicanr's Sune fohat s, | [ ] applicunt only
conniry) of ratidenes if 5o Saase of residence it bndicaiad balow)
LIGHT, David [X] spplicant and inventor
614 South Fremom Street . .
inventor oaly /2y ks chack-bar
%.snmm.camoz “n.-ub-wn-hu
F
State country) of nationality: US State fthat is, couniry) of residence:  US
'I'Impumulpphm [ ] all designated States ] all designated States except the United Swams of America
for the the United States of Americs onl the Swiey indicated in the Supplemeniul Box
[X ] Purther applicants and/or {firther) inventors are indicated on & continuation sheet
Box Ne. [V _ AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE
The person identified below is hereby/has been appointed to sct on behall [X] agent [ ] common representative
of the applicani(s) befare the co. Internations) Authorities as:
Name urxd addroas: (Funily sewms foliowad by gives name; for « legal enity, full qfficial dengnation. The oddrext Telephona No.
st inpluds sevnd cos s namsy of counsry) {703) 243-5333
—.———1
ZELANO, Anthany J. Facgimile No. (703) 2435410
MILLEN, WHITE, ZELANO & BRANIGAN, P.C.
Arlington Courthouse Plazn | .
2200 Clarendon Boulevard, Suite 1400 Teleprinter No. NA
| _Arlinetnn Virginin 327{]

used irmead to indicete a special address 1o which comespondance should be sent,

[ ] Address for correspondence: Mark this check-box where no sgen or common representative is/has been sppointed and the space above is

Form PCT/ROVI01 (Grat sheet) (July 1998; reprint Septenber 2001)

See Notes to the requast form

0y
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- TRANSMITTAL LETTER TO THE Date 30 AFRIL 3uu3 225
UNITED STATES RECEIVING OFFICE Intarnational Application No. To Be Assigned
Attornay Docket No. BERLX 282 W0
I. Certification under 37 CFR 1.10 (if applicable)

I hereby certify that the application/correspondenceattached hereto is being deposited with the United States Poatal Service "Express Mail Poat
Officu to Addresses” sarvice under 37CFR 1.10 on the date indicated above and ia addressed to the Commissionerof Patents and Trademarks,
Washington, D.C. 20231

i { i I |
I1. [X] New International Application

NOVEL TISSUE FACTOR TARGETED THROMBOMODULIN FUSION PROTEINS Earlisst priority date
TITLE | AS ANTICOAGULANTS (DayMonth/Year)
01 MAY 2002

SCREENING DISCLOSURE INFORMATION: In ordsrto assist in screening ths accompanying internatianal application for
purposes of determining whether a liconse for foreign transmittal should and could be grantad and for other purposes, the
bllowing information is supplied. (Notes: check as many boxes as apply):

A [ ] The invention disclosad was not mads in the United Statas.
B. [ ] There is no prior U.S. application relating to this invention.
C. X] The followingprior U.S. application{s)contain subjnct matter which is related to the invention diselosed in the attached
internationsl application. (NOTE: priorily o these applications may or may not be claimed on form PCT/RO/101
{Request) and this listing does not conglituls a claim for prioriiy)
application no. 60/376,686 filad on 01 MAY 200% (01.05.0%)
.. Slad
D. [] The pressnt intarnationalapplication [ ] is ideatical to { ] contains lesa aubject matter than that found in the prior U.S. application(s]

identified in paragraph C above.

E. {X] The present international spplication [X] contains additional subject mattar not found in the prior U.S. application(s} idantified ir
paragraph C above. The sdditioaalaubject matter [X ] DOES NOT ALTER (] MIGHT BE CONSIDERED TO ALTER the gener]
nature of the invention in a manner which would require tha U.S. application to have been made available for inspection by the
appropriate defonse agencias undsr 356 U.S.C. 181 and 37 CFR 0.1. See 37 CFR 6.15.

{] A Response to an Invitation from the RO/US. The following document{s) is(are) enclosad:

A. []1 ARequeat for An Extension of Tima to File a Response
B. [] A Powerof Attorney {(General or Regular)
C. {1 Replacemant pages:

a of the request (PCT/RO/101) _pages of the figures
a of the description ~of the abetrack .

D. [1 Submission of Prinrity Dacumenta
E. [] Feen an specified on attached Fes Calculation sheet form PCT/R0/101 annex

IV. [] A Request for Rectification under PCT Rule 91 []1 A Petition {] A Sequence Listing Diskette

V. [] Other (please identify):
The person sigaing this form ia the: [] Applicant K _Attormey/Agent (Reg. No. 27,969) [] Common Repressntative
-’ )

Typed nams of signsr | Anthony J. Zelano Signature g _
5——»
COPY

T™RA AN M an tAaAmMm TTE Nanambwnnt af Mammnesn: Patant and Trodamark Offire




Sheet No. 2

Continuation of Box No. 111 FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTORS

If none of the followlng sab-boxes ia used, this sheet should oot be included in the

Name and sddress: Punily aame followsd by given saw; for o lagnl eniity. full afficial derignacion. The adérems mat
incliuds posial cody and neme of country. The couniry of the sdkirass indicated in this Sox ls the applicanr’s Stwee (that Is,
couniry) of revidence if 50 Sasse of residence ix indicased beiow)

McLEAN, KIRK

291 Capricom Avenue
Oakland, CA 94611
us

This person is:
[ ] applicant only
[ X} epplicant and inventar

{ ] inventor anly gy sk chect-bec
is markad, do not flll in batmw)

State (ihat is, country) of nationality: US

State (Yhat is, country] of residence:  US

This person is applicant [ ] all designated States
for the purposes of

[ ] el designated States except the United States of America

Name and address: (Fumily same foliswed by given name; for a legul sntlty. full afficial designation. The addreys must
incliuly posasl code snd namyg of comsry, The ommiry of tha addrass indicaiad In this Bux iv the spplicants Swas (thet is,
inry)n]‘mﬁunfnhdm&—llﬂhdhhq

{ X ) the United States of America only [ ] the States indicated in the Supplemental Box
———

This pevson is:
[ ] spplicent only
[ I spplicant and inventor

{ ] inventor only ardis chest-bas
Is marked, do net Il in belons)

State (rhat is, country) of nationality:

State (vhat Iy, country) of residence:

This person is spplicant [ ] all designated States
for the purpases of: [ ] the United States of Americz only

Name and address: (Fumiy sems followed by given sams: for o lrgal entlty. full sificiol designasion. Tha adiresy must
include posta! cody and stmg of coonry. The coustry of the mbiress indicuted In thi Box Is the applicant's Siam (that is,
country) of resislence if m Suiie of residence I indivated baiow)

[ ] ull designated States except the United States of America
[ ] the States indicated in the Supplemenial Bax

‘This person is:
[ ] spplicant only
[ ] spplicant and inventor

{ ] inventor only /y sis check-box
I mavkaet dlo a8 Sl in i)

the purposes of! [ ] the United States of America only

State (that is, country) of nationality: Stute (that is, country) of residence:
is person ig applicant [ ] all designated States

[ ] ail designated States except the United States of America
[ ] the States indicated in the Supplementsl Box

=

Name and address: (Fumily name foliowsd by gives nams; for « lnge! snilly, full official deyiguation. Tha addrers must
include posinl cods and noms of counrry. Tha conery of the addraxs indicated in this Bax ls the opplicanr's Siete (that i,
country) of ratidencs if no Sy of rasidencs ix indicased balow )

This pervon is:
[ ] applicant only
[ ] applicant and inventar

[ ] inventor only gy skir chack-bax
i do met (il in beixw.)

State (that is, country) of nationality:

State (that iz, country) of rasidence:

Thix person is applicant [ ] all designated Stateg
for the purposes of [ ] the United States of America only

[ ] Further spplicants and/or {further) inventors are indicated on another continuation sheet.

[ ] all designated States except the United Statea of America
[ ] the States indicated in the Suppiemental Bax

()5
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Sheet No.

Box No. V DESIGNATION OF STATES
w:lmvﬂ"#mum are hereby mule under Rule 4.9()mark the appiicablecheck-bozes; a Isasi one must be marked):
DXIAP GBI e G gy A G K, At ML s, RSS2 Ut el o
IX] EA inn 'I-.-i'ﬁ-.ﬁrl wmﬁwwﬁwm RU Aumbss Federstion, T/ Tajitistas, TH
IR g e ey P At o 2 Uy P TR RV R [P 28
ION QAT e, A Gy B CE oy, R S e, .St 4 O SO o P ey A

National Patral (if azher bnd of procection or treatment desired, specify on dettad line):

(X]AE  Uwited Arb Emireum X} LK Sri Lonim

(X]AG  Asigms sad Barkds XILR  Libwh

POAL  Alemia s

(XIAM  Acnah X] LT Liskensjn

[XJAT Amois XjLu Lunenhowry

[X]AU  Awanlia_ WILY  Lavia

T o ———— [XIMA  Moroess .......

X} A Basais snd Herseyevins. X)mp Republic of Mokiove

(X|B3  Bubeds PIMG  Madegucar

(X|3C Buigwi POMK  Tie Semr Yugouley Rapublic o/ Mucedonht .. ...ccscueeereress
X1 aRr Beszl [X]1MN Mongotia

XIBY  Balena XIMW  Malewl

(KIBZ Dl ... PIMX  Muico

[X]CA  Camsda . . XIMZ  Mommbips ...........

[X] CH and || Switesriand sad Lischisumtzia [Xj 80 Noreny

PCN  Cxm XINZ  NewZoahmt

X0 [ AR ORPRIEI » + § ¢ [ | [«
[XICR  Coss Ric XIPH  Paiippiec

mcu Cula . Poland

{X]CZ  Cunch Republic prr Tarmugnl

PODE Owommy [p o) Te] Rosmain

XIDX  Desosrk iRy Raming Fedaration

{X]DM  Damsinica X1 ac Seychefiss ...

XIDZ  Algrl DOBD A oo ey receesscsecemmesssersemssrasmsssss enemse o e senmmss
X} EC Ecamder . . . xiag Sendaw .......

X]EE Eatemis, {x13c Siagapere

(X]x8 Spmin [X)& Tovmk

pom Flalsad X132k Shovakin

{X]GB  Unitrd Klngdor Xian Siprs Lo

IX]CD  Cromde - DT T Dclutam

(XICH Cham DTN Teahi

XIGM Cawbla Xi™ Tarkey

PIHU  Hungary (CITZ  Unlied Reyohikc of Taosusls
mm Indosls Xjua Ulrainn

XL lead QUG  Ugssds

[X] Ludln xjus Usliod Siatws of Americs

(e g}/ ] Iealand 29014 Unbaldema

x]Jr Jopan X]vc Sais Visceat snd tha Gropadios
PGEE  Keam ﬁﬂl ;'-IN-

XIXC Kygpous yu ugaslavis

XIKP  Dumscratic Peopls's Regublic of Kare g&ql:' Seuth Alica

(XIKR  Rupubile of Koo X|ZW  Zimimbwe

(XIKZ  Kankhstsn Clmtk-boze resarvad for dusiguuting States (for the purposes of o natioms] puieet) which bave
POLE  Sebx Luxin bacows party to the PCT sfier nsuanen of this shest:

Pracantiesary Designstien Statemant: In addition to the desigrations made sbove, the spplicant sia melkes under Rule 4.9(b) all designations which would
be permittad under the PCT except any deyignation(s) indicated in the Supplemental Box ws being excluded from the scope of thig statement. The applicant
dechures that thase addikons] designations are subject to confirmation and that snydesignation which isnot confimed before the expirstion of 15 monthe
from the priority dae is to be regarded ns withdrawn by the xpplcant at the sxpirstion of that time liit. (Con/irme s (incimling fany) must resch she receiving

X H_invluhulhll‘shlllhﬁﬂuﬁhm |

Q3

fﬂhﬁllﬂlhﬂ.ﬂ
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Supplemenin] Box If the emental Box iy not used, this sheet should roi be included in the reguest.

1 & v way of e Bourws, the spare i ingufficievt 10 furwizh ofl she infornasnon: w such cwse, wriss “Contpmsnos of Bax Ne. .. 'lﬂ-nﬁ.u-hfhh}udh-ﬂh
yfrmaiun in thy seme Sumver i reyuirnd sevondisg ip the capnens of the Bax ta ek the spee ma wngficions, in parnculur.

) {f myre tham twe purseecs are lnvaived as sppiicants und/er inveniers snd 0 “ronomsstion shet™ i svsilebic is such cmg, write “Connwtion of Bax Na. 111" eud selicets for exch
mubdingvl pursan the same (ypm of inflrrastion az rapdred o Bat No. fll. The coumpry of the ssbirens incicoed e this Bo s he applicens's Sinve fshat iz, comnury) of residancs of s Sune
of resulance it imbcated indow;

I o, Box Na. I or m ony of the sucb-boxat of Bax No [, the taliconion "the Sestes indicased in the Supplemewinl Bax® is checkwi: in such caye, write ‘Consivestion of bax No I or
“Continusan of Bas No. 1" er Continuarion of Bass No. /i ol No. Lil* fux she vscsu sty be), mulicase ity neme of the spphennt]s) ievelvel sul, suxt 10 (ancl) ek seme, the Smifs)
{ancior, whare applicable, ARIPO, Exrarusn, Eurapesn ar OAPI pateni) far the purposes of which the seened parzon it apsileass;

) of in Bax Mo, I or in say of she sub-bans of Box Nu_ UL, the inwtnmr or the toveniw/opplicant it aes invenior for the perpases of ull dgrigumied Sravar wr for tha purpeses of the
Unised Santas of Amprica: in such case, write “Consinuson of Bex No. I or “Contsmantien of Rez No. i1 er "Caatinuarion of Buxst Nu. Ul and Ne. 1" fas sy cuss sy by, bulicass the

aanw of thy invertsorfa} e, et i fanch) puch ness, sy Soatals) (ouiior. where applicable. AMPO, Eurnizn, Europuss or OdPi paies;) far ke parpasar of which the namad person &
inventer;

v} if dn livion re the cpenify) insicated in Sox Ne. [V, thars s farther agansy: in nuth case, write "Consinmtion of Bax No. IV° and imficate for auch further aguel tha tome typs of
infor=mpion ar reguirad is Bas Ne. IV
v} . 1n Bax Na. V. shenss of an Stuig {or OAPY) is ccrempanied by the vaiscotion "pasnt of addises, ® er “cardlficaie of sididen,™ or i, in Bux No. V. the mmag of the Unsted Ssras of

Amurios s ccamygmniod by s indicazion “cossiamsiion”™ or "continustion-in-puri™: in such coze, verure “Consimssrion of Bax No. V™ arul the nases of ench Suse invelved for 0P, snd
ater chy sume of sach such State for OAPD, She aumber of the purswt title or parant spplication wul the dete of gran: of the parent tide or flling of the pursnt spplication;

V) . in Box No. V1. tkere are mere than threg suriisr applications wheas prisrity s claimad: in such case, write "Coatinssnon of Bax No. VI* snd indicees for sach adklitnonal anrlier
epplicesion the swwe lyps of informmiion st reyuired s Bax Ne. MT;

(W) of Is Bax Nu. V1, the esriler application is an ARIPO spplication; in rech ccos, writy "Contimuction of Box No. V1, specify she mumber of the tem corresponding 10 st sriter
applicenos and indicate of kst sne couniry party m the Paris Convestion for the Prometion of Imdustriul Property for which thet seriisr spplicaiion wa; filed.

2 If, wish ragurd ru the prwcauliondry desigantion sretompnt contgined in Sax No. ¥, che appiican: wirkey 10 sxchels sy Siatefs) fruss the xagy of that smement: 1 ruch cute, wriis
'‘Desiprmtionfs} sxcinded from pretiutionsry detipuni susemn *snd Indicate the nams or iwg-latior cods of soch Sinte so axciuded

L {f v appiicomt cluim. in respect of any detigucssl Office. thra bansfics of provisiens of the ssuaml e coscarmny nesv-grejudicial digciesures ar excaptisar to bk of swvelty: v sech
cole write “Stawant concerning acu wm-w-h&dﬂ'dﬂﬂi tha Ficsawent belyw.

Contingnion of Box No. IV:

BRANIGAN, Alan E. J.
BRANIGAN, Jeanifer J.
HEANEY, Brion P.
MILLEN, I William
MQSES, Joln R.
RLLAND, Junes E.
SHURIN, Harry B.
SOPP, John A,
IRAVERSQ, Richard J.
WHITE, John L.
ZELAN(, Anthony J.

All memben of the firm of MILLEN, WHITE, ZELANO & BRANIGAN, P.C. at the addreys, telephone and facyimile numbers ag indieated in
Box No. IV.

Form PCT/ROV1 01 (supplenental sheet) (fanuary 2000; reprint September 2001) See Notes to the raquest form
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Box No. Vi PRIORITY CLAIM

[ ] Further priority claims are indicuted in the Supplemental Bax.

Where eartier application is:

Filing date Number national epplication: | regional wpplicution:* | intermational spplication:
of earlier application of earlier spplication country regional Office receiving Office
{day/month/year)
item{1) Ot MAY 2002 60/376,566 us
itemn (2)
item (3)

above aa item{s): __ (1)

the Prasetion olf Indusrial which thot arrfier

[X] The receiving Office ia requested 1o prepare and trangmit to the Intemational Buresu s centified copy of the caclier spplication(s) foaly if the
earlier applicaiion was filed with the Office which for the purpases of the present international application s the receiving Office) identified

* Nkery the sariior applicution is an ARIPO application. it ir mandatory ta indicae in the Suppiawmenial Bax ai lessi one country parcy to ihe Puriz Convention for
ication was filed (Rule 4. 1 . Sew

tal Aax,

Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Chalce of International Searching Authority (1ISA) (ifmoor
more Interngiionsi Ssarching Auihoriver are compemat ip carry out
tha internasional rearoh, Indicaie the Authority chosen; the iwo-latter
code sy by ured):

ISA/EP

Request to use results af earlfer search; reference to that search (Ifon cariler
nearch hay boen carried out by or reguested from the Inisrnational Searching Auhering:
Date fdaywmonth/year) Number Country (or regional Office)

Box Ne. VIII CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING
This intermational epplication containg the following nember of

This intenational application s scesmpanied by the item(s) marked below:

shosts:
request : Saheets | 1. [X] fea caicuintion sheet (dupfeats)
description {exchuding 2. [ ] scpasute signed power of uttamey
sequence listing part) 45sheets | ). [ ) copy of geneml power of stomey; reference aumber, if sny:
clains : Igheets | 4.[ ) ststement exphining lack of signature
nbatract | ghest 3. ] priority documeni(s) identified in Bax No. V1 as ilernis):
6. [ ) runshtion of intomational spplication into (language):
drwings Il sheats | 7.[ ]sapamicindicutiona conceming depaosiled microarganiam or other
sequence listing part biclogical mataria)
of description Sahects | 8. { ] nucleotide and/or aming acid sequence listing in computer resdable form
9. [X] ather fipecifi)r Transmitial
Total samber af sheets 71 shests
Figare of the drawiags which Langnage of fillag of the
should accompany the sbairact: Fig 1 international spplication: BNGLISH

Bex Na. IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT

Naxr & anch

L Apnt Applcani(s)

insliosis the wwmy of e puryon signing sl et Copurity in whick in parsen sigar ff sk copmrky it st shviove fum renling ihe reguery.

V4

1. Date of actunl receipt of the purparted
intemations| application;

For rauivigl Office usc only

1. Drawings:

3. Corrected daw of actual receipt due to later but
timnely received papers ar dmwings completing

the purported intemational spptication:

[ ]received:

{ 1notmecaived:

4. Date of timely receipt of the required

comections under PCT Article 1 1(2):

5. Intenational Searching Autharity (if two or
more are competent):  ISA/

6. [ ] Tranmvitta) of seurch copy delayed
uniil search Fee is paid

For Intemational Bumsu use only

Date of receipt of the recand copy by the Entemational Buresa:
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CARTA DE ENVIO A LA OFICINA — Fecha 30 de abril de 2003 |
RECEPTORA DE LOS ESTADOS UNIDOS Solickud Intemaconal ® | A ssigner 230
Referencia del Agentn N° BERLX 282 WO

. Certificacién CFR 37 1.10 (sl comesponda)

Nomero de envio expreso Fecha da Ko

Ceriifico que la sollcitud/comespondancia adjunta a la presents ha skio depositada mediants al Servicio Postal de los
E.E.U.U. con ia prestacidn “Express Mall Post Office to Addresses” bajo CFR 37 1.10 en la fecha indicada arhba y astd

remitida al comisionado de Patantss y Maress, Wiashington, D.C. 20231
Firma del remitants Nombre del remitents en letras de imprenta
IL [X] Nusva solickud Intemacional
NUEVAS PROTEINAS DE FUSION CON TROMBOMODULINA Fecha de prioridad mis
TiruLo | DIRIGIDOS CONTRA FACTORES TISULARES COMO fsmprena
ANTICOAGULANTES dis{mes/afic)
01de de

INFORMACION PARA EL EXAMEN DE REVELACIONES: se suministra la aigulents informacion a los fines de apoyar
ol axamen des la presants Solickud Intsmacional y con el propdsiio de determinar sl puade o debe 0 no ser otorgada
una licencia de tnansmialén exdmnjers. (NOTA: comentar todos los campos posbbies)

A []1 Lainvencidn revelada no fue produckia en los E.E.U.U.

B. [] EnlesE.E.UU. noaxiste una solickud anterior con relacién a esta invencién.

C M Lnluuhlla(l)uldhld(u)daE.E.UU anterior{es) contienan objetos que se relacionan con la Invencién
revaiada en la Solichud Intemacional adjunta. (NOTA: is prioridad de asfas soficiiudes puedan o no ser
reivindicadas con of formudanio PCT/RQY/101 (Requesi), y sata Bsia no constiiuys une reivindicacian de

pricridad) )
Soliciud N* 80/378,560 Prassntada el 01 de mayo da 2002
Soliciud N* Presentada el
D. [] Lapresents Soliciud intemecionsl] ] es idéntics a [ ] contiena menos objetos que loa encontrados en las

solicitud(as) de E.E.U.U. snterior{es) idantiiicadas en el tem C de aba,

E [x] Lapresents Soliciud Intemecionsl [x] conlisne objetos adicionales no encontrados en las solicliud(es) de
E.E.U.U. antarior(as) idaniificadss an el llem C de anba. El objeio adicienal [x] NO ALTERA [ ] PUEDE
CONSIDERARSE QUE ALTERA la naturaleza general de la Invencién da mansm de requerir qua la

Solicihud de E.E.U.U. estd disponbie para ser Inspeccionads por ia agencia defensora apropiada bajo ka
U.8.C. 181 y 37 CFR 5.1. Ver 37 CFR 5.15.

IIL [] Respussta a una invitacién de RO/US. Se adjuntan ek{ios) sigulsnts(s) documentols):

A [] Requermiento de una axtension de piazo pam presantsr una respussts.

B. [] Poderdeunabogado (general o nomal)

C. []) Piginasde mempiazo
inas del requerimiants (PCT/ROM D1 inas De bis figuras
inss de Ia descripcién Péginas
in de las mivindicaciones

o
D. [] Enviode documentos de priorided.
E [] Tasascomoa las sspecificades en el formulsrio Ciiculo de Tasas PCT/RO/101 adjunto

V. [ ] Respuseta para una rectificacién bajo regia PCT 1
[ 1 Peticidn
[ ] Disquete con Lxta de secusncias

V. [ ] Otros (se rusga identificarios)

La ue firma este formulario e ol: O Solicitants & me 0O ntants comdn
|mndllFl'l'llﬂ|I
(en leiran de Anthony J. Zslano Fima Fimado
Imprenta)

PTO-1382 (Rev. 12-1888)
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Unicaments para la oficina receptora 23 l
PCT Soliciiud Intemacionsl N®

SOLICITUD Fecha de pressntacion Intemacional

Nombre de la aficina recaptors y
E1 sbejo firmarte soficts que I8 presente “Solickacién PCT Intamacional”
ﬂMIGMMd e
Tratado de Cooperacidn intsmacionsd mﬂdﬂdm
en Matarla de Patartes BERLX 282 WO

TITULO DE LA INVENCION
CampoN*l NUEVAS PROTEINAS DE FUSION CON TROMBOMODULINA DIRIGIDOS CONTRA FACTORES
T m.%LAREB COMO ANTICOAGULANTES
[Campo W I SOLICITANTE

Nombre y direccin: (Apefido seguido por ol nombrs: para una persona juridics, in [] Estapersonnes
denominacidn oficlal compista. La direccion dabe inciulr ol cddigo postal y o! nambre del también inventor
pafa. El pals de ia direccién indicada sn esie campo s la del astado de residencia del
solickante (asio s, pais) sl no se indica abgjo of ssiado de realdencia).

Teldfono N*
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
D - 13383 Berlin Faceimil N®
DE

v

Telaprintar N*:

N/A
Estado (esto es, pais) de nacionalidad: _US [ Estado (esto as, pais) de residancla: ___US ]

Estapersonaeasclcianta L] Todosksestados  [x] Todos los estados designados excepto E.E.U.U.
8 los propdalitos de:

deaignados
Unicaments E.EU.U. Los astados indicados en e lsmentario
mm Nl Y/U OTRO(S) INVENTORES) e R —

Nombre y direccidn: (Apelitio sageido por &f nomive: para una persone jurtdice, ia Esta pareona ex:

denominacién oficial complets. La direccidn dabe inciuir o codigo postal y el nombre dal

paia. El pals de ia direccion indicada en este campo o8 la del esindo de residencia del [ 1 solosoiiciants

aolicitanie (asto as, pais) sl no ss indica abajo ol estado de residencia).
[x] soliciants e inventor

LIGHT, Davk

014 South Fremont Strest [] soloinventor (af aste
San Mateo, CA 94402 casliero esid marcado, no
EE.U.U. complelar abajo)

[Estado (esio es, pais) de nacionsiidad: _US " Estado {esio es, pafs) de residencia: ___ US
Ests parsona e soficitants [1] I::l ios astados {] Todos ios estados designados excepio EE.U.U.

& los propéeiios de: pJ__ Unicaments EEUU. [] Los estados indicados en el campo suplsmentario
soficitantas y/u {otros) inventores estén Iindicados en una de continuacién,

N°*IV__ AGENTE O REPRESENTANTE N; O DI N PARA CORRESBPONDENCIA
La persona idertificada abajo por aste madio/ha sido
avtorizada a actusr en nombre de(los) solicianta{s) erte [x] Agente [] Reprasantants comdn
los smos intemacionaies _ _ _
Nombve y direccidn: (Apeliido ssguido por of nombra: pars una parsona jurfdica, is Teléfono N®
denominacidn oficlal compista. La direccion dabe inciuir el cédigo postal y o nombre del {703) 243-8333

Nl)-m Anthony J. [Facaimil N®

MILLEN, WHITE, ZELANO & BRANIGAN, P.C. {703) 2438410

Arfington Courthouss Plaza 1 | _

Clarendon Boulevard, Sule 401 Teleprinter N*®
Virginla 22201

EEVU.U.

[]  Direccion Postal: marcar ssts casiliero cuando no estiha side autarizado ningdn agents o representants
comin, utiizando of sspacio de arriba an lugar de indicar una direceién particular a la cual debe sar anviads la

Formulario PCT/ROM01 (haola 1) (ulic 1688) Vear noias al formulario de Soliclud
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Continuacién de Campo N° Il } SOLICIT. YA INVENTOR(ES
81 no es uliiizado ni de los lontes subcam no incluir sata on ol requirimiantd

Nornbre y direccién: {Apeiiido ssguido por of nombra: para una parsona Juridica, ia Esta psrsona os:
denominacion oficial completa. La direccidn debe inciulr of cidigo postal y ol nombre del
pais. B pals da ia dimecidn ufioads on osle campo as ia tel astedo de reaidencia del [1 s=olopolicitants
soliclinris (esto ea, pala} sl no 88 indica abajo ol saiado de residencls).

McLEAN, Kirk
291 Capricom Avenus {1 soloimmntor (o sale
Oeldand, CA 64811 cosilloro ashi marcado, no
EEU.U. caompletar abajo)

{x] solicitante & inventor

[s) de nacionalided: US —_| Estado (esto es, pais) de residencla: ___ US

Esta persona os noliciants | | '::;klddm [1 Todos los sstados designados exceptn EEU.U.

® 108 prupdalioe de: ) Unicamens EEUU. [] Los estados indicados en el campo suplementario

Nombre y direccidn: (Apeiido seguido por ol nambre; para una persona jurfdics, ia Esta parsona s
denominacitn oficial complets. La direcaidn debe incluir of oddigo postal y ol nombre del
pals. E] pala de fa direccion indicada en sale campo o Jo dol saludo de residencia del [} soipsolichants
solicitanis (esio es, pals) al no se indica abajo ol esiado de residancia).

[] soliciante 8 iwentor

Estado (esio es, pais) de necionalidad: Estado (esto Is) de residencia:

Esta persona os solckants L] m:um [1 Todos bbs estacon designados excepio EE.U.U.

® loa propdaitos de: ] Unicaments EEU.U. ] ] _Los estados indicados an l campo supiamantario

Nombre y direccién: (Apelido seguido por s/ nombre: para una persona jurfdica, la Esta parsona as:
denominacion oficial compiefa, La direceidn debe inciuir sl cddigo postsi y el nombre del
pele. E pals de la directién indiceds en esie campo o3 Is del sstado de residencia del [] solosaliciunts
salickanie (esto es, pals) &/ no se indice abajo el eatado de residencis).

[]1 soliciianie e iventor

[ 1 woloinventor (s/ esie
casifero estik marcedo, no
complotar abajo)

Estado (ssto &3, pals) de naclonalidad: | Estado (esto s, pals) de residencia:

Esta porsona es solckants | ] I::buhdu [1 Todos o estados designados excapto EEU.U.

@ lod propdeitos de: [] Unicaments EEUU. [] _Los estados Indicados en el campo suplementario

Nombre y direccién: (Apeilicic seguido por o nombre: para una persona juridice, i Esta parsona s
denominaciin oficial completa. La direccitn dabe inciuir 6l cddigo postal y of nombre del
pafa. El pafs de in cireccidn indicada en eats campo as /2 dal esiado de residancia dei [1 =olosoicients
solficiants (asto s, pais) sl no s incdica abajo el astado de residencis).

{] solicitania e inventor

[] solonventor (o este
casilero eabd marcado, no
completar absjc)

[Eetado (esto es_pals) de nacionalkiad: [Estedo (esto es, pais) de reskdencia:
Esta parsona es solcitants [1 Todos ice estados T[] Todos ios sstados deaignados excepto E.E.U.U,

8 los propéaiios de: [] Onicaments EEUU. {] _Los estsdos indicados en el campo supiementario

Nombre y direccidn: {Apeiiido ssguido por e/ nombre: pare una parsana juridics, ia Esta parsona es:
danominacidn oficlal completa. La direccldn dabe inciulr sl codigo postal y sl nombre del
pafs. El pais de ia direccidn indicada en este campo 83 la del estado de reaidencie del [ ] saolosoliciants

o indica ol asindo de 8
soliciianis (eslo o8, pals) & no e absjo residencia) (1 s .

[1 scicnvenior (o eate
casilerc safd marcado, no
completar absjo)

Eslado (esto es, pais) de nacionalidad: | Eatado (esto es, pain) de realdendia:

Exts porsona os soictants U] Todos s oetados [ ] Todas ko estados Geeignados sxcepto EE.U.U.
8 los propdalios de: Onicaments E.E.U.U. Los estados Indicados en o) cam o

L1 mmxmgmlm-mamdumummamm

231
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et

Hojan*3
Campo N°V__-DEBIGNACION DE ESTADOS

Las sigulsntes designacionss se hacan agul de acusido con Is regla 4.9 (8) (marcer jas cesifias que comespondan,

dobe ser marcada a Jo menos una);:

[x] AP Patente ARIPO: GH Ghana, GM Gambla, KE Kenyn, LS Lasotho, MW Malawl, MZ Maxambique, SD
Sudin, 5L Slerra Leona, S3Z Susziiandls, TZ Repdbiics Unide de Tanzanla, UG Uganda, 2W Zimbabwe, y
cuniquier oiro astado que sea slgnataris dal Protocolo de Harare y del PCT.

IX) EA Patonto Eurasiitica: AM Ammanla, AZ Azerbaljan, BY Bisiorrusia, KG Kirguizistin, KZ Kazaistin, MD
Repdblica de Mokiavis, RU Federscidn Rusa, TJ Taykiatin, TM Turionenistin, y cusiquier otro estado que
sea signatario de ln Convencidn Eursstitica de Patanies y del PCT.

bl EP Petents Europea: AT Ausiria, BE Béigica, CH y LI Sutza y Lischianstain, CY, Chipre, DE Alemania, DK

Dinamarca, ES Espaiia, Fl Finlandia, FR Francls, GB Gran Bretafla, GR Grecia, [E Iflands, IT kalls, LU
MC Monsco, NL Halands, PT Portugal, SE Suacia, TR Turquia, y cusiqulsr otro astado que

sea signatario de la Corvenclén Europea de Petentes y del PCT.

Patente OAP1: BF Burkina Feso, BJ Benin, CF Repdblica Central Africana, CG Congo, Cl Costa de Marfll,

CM Camenin, GA Gabdn, GN Guinea, GW Guinea Bissau, ML Mall, MR Maurtania, NE Niger, SN

Senegal, TD Chad, TG Togo, y cusiquisr otro estado qus sea miembro del OAPI y signatario dal PCT. (&

8o dassa oir tipo de profeccidn o iratamiento, especliicar en la fnea punteads)...............

Paternte Nacional (s/ se dasea ofro fipo de proleceidn o iratamiento, especiicer en la finsa puntsada)

Emiratos Arabes Unidos [ LK Sdlanks

Antigus y Barbuda Liberia

Abania

Lasotho
Amenia

2
-4

LR

LS

LT LRuasnia

LU Lwemburgo
LV Lstonla
MA
MD
MG

Marmuecos

Rapdblica de Moldavia

Madagascar
MK Ex Rapdbiica Yugosiava de Macadonia
MN Mongolia

Maiawl

SRIBBESRZIERSA

obago
Rapdblica Unida de Tenzenls
an:dll
a

ER R R E R A X AN E XK AR EX XX EEELE X

NN ESSRESSNIAIZRR28RBR2EIP2LREREE

RN A AR AN A A KA KEEXTX KX EX XK

Casliiss resasvadas para designar estados (a los fines de

una peients nacional) que formen parte del PCT luego de

in adicin de esin hola

[x] Pais disponbis al momento de ta pressntacidn pero
no ncluido sn ests formulario

Declarecidn preventiva de designecida: adicionaiments a tes designacionss afectuadas arriba, of solickante tembién

, de acuerdo la regla 4.5(b), todas ies designaciones parmitidas por ol PCT, axcepto aqueites indicadss en of

m%m:nhu"&ﬂ?duumhmm.EMdquhumm

mnmamﬂnnﬂnyquanhuhrduhmdénmeanhmdlmdehuplndmahl
15mulplrﬂrdihhdndouhﬂldummnmporolummahmhddndauhplno.u.l

| confimanitn (incluyando taaas) dabe accader a is e recapiors dentro do tal pito de 15 mess).

233
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__ Hojar"d _
Campo Suplementario S/ ol campo suplsmentario no se uliizac, eats hoje no se debe inchir en s solcid |

1. &dﬂmmmﬁhmmﬂﬂmd%m%ﬂhmm
“cantinvacian def campo N°......” (indioar ¢! nimeio del campo) y suministrar la informacidn de la misma maners

que is requerids de acuerdo con lag lsyendas del campo an ef gue ol espacio era insulicients, en particiudar;

O Qm;ﬁdaamadlnhvdiuwmmmmmaymmm“mdn
continuacién™ en il caso, sscribir "Continuacidn del campo N® Ii” e indicar, para cada persona adicional, of
mizsmo tpo de informacidn que la requerida en el Campo N il EJ pala da Ia diveccion indicado en aste campo ea
ol axtado (asio as, o pals) de rexidencia del solickants sl no sald indicado abajo sf astado de residencis.

(f) Sien el campo AP il 0 en cuakpder Subcampo del campo AP Jii estd marcada la indicacidn "l estado indicado en
of campo suplemeniario”: en aste caso, sacribir “Continuacidn de campo NP II” o “Confinuacién del campo N° li” o
“Continuacian de loa campoa N® Il y N° IiT” (seguin sea of caso), indicar of nombre de{Vios) soiickarie(s)
involugrados y, préximo a (cada uno ds) tales nombres, ol ssteda, (Wo, cuanda comaaponds, Patente ARIPO,
Eurssidtics, Europsa u OAPY), a ios fines por Ioa cuaiss in persona nombrada o8 soliziante.

(7 S!enelcampo N° il 0 en cuskpier Subcampo dol campo N* lii ol inventor o ef inveriior/soliciiants no ea inventor
a loa fines de lodos loa eatados designados o a los finea de E.E U.U.: en tal caso, escribir "‘Continuacian de
campo N® II" o “Coniinuacidn del campo N° IiI° o "Confinuacion de ioa campos NP il y N° lii” (ssgrin o @l caso),
indicar ol nombre ds{iios) kneniorfes) involucrados y, priximo a (cada uno de) Ialas nombres, ol estado, (140,
cuando carresponda, Patents ARIPO, Eurasidtica, Europoa u OAP]), a ics fines por loa cLales Is persona
nombrada as inventor.

5! axieta{n) oiro{s) ageriv(s) adicionaimente a joa indicados an i campo N° IV: en lal caso, escritir
meﬂ”oﬁmmmm.dmmﬁmmMan
Campo

N 8/en el campo N® V al nombre de un aslado {u OAPY) aa scompaliade por la indicacidn “palente de adicldn” o
“cartificado de adicidn’, o al an ef campo N° V sL. nombra da E.E.U.U. es acompaflado por una indiceciin
‘continuacian” o ‘continuacion-parks™ en tal caso, eacnibir “Continuecion del campo NP V', el nombre de cada
aasiado (u OAPY) invohwerado y iuego al nombre de cada estado (u QAPI), sl nimero del ifftuin o soliciiacion
reiacionado y ja fecha de otorpamisnio del ilido o solickacidn reiscionado.

(vi} S!enelcampo N® VI existen més de iras solicliudes anleriores cuya prioridad es reciamada: en tal caso, ascribir
“Continuscidn dal campo N® VI" @ indicar, pars ceda solicitud adicional anterior, el mismo tipo de informacion gus
2 roquarida en el campo N° V1.

{vi) S!an el campo Vi ia soliciud anterior o8 una soliciud ARIPO, en tal caso, escribir “Conlinuacién del Campo N°
VI” sapecificar ia cantidad de fem correapondiernios a tal solickud anterior e indicar a lo menos un pals que
manmammhmahwmmﬂdmmmn

solicitud anterior.

2. §/con respecio & la declarecién preventiva de designacion contenkia en of campo N° V, el solicitanie dessa
axciulr un eaindofs) del dmbito da esta deciaracion: en tal casn, excribir “Designaciinfones) axcluida(s) de ja
daclaracidn preveniiva de deaignacidn” e indicar ol mombre del cicigo do dos leiras de cads estado axcliddo de
esiz manana.

3. Sl el sclicitante reivindica, con respecio a cuakyuder oficina designada, los beneficios de disposicionss de i ley
necional concernianin & roveiacionas no peijixiicialon o a excepcionss por falta de novedad: an tal caso, escriblr
"Deciaracidn concemianis a reveinciones no perjudiciaies o a axcepcionea por falla de noveded™ y sumirdsirar
abajo i/ deciaracian.

BRANIGAN, Alan E. J.
BRANIGAN, Jennifer J.
HEANEY, Brion P.
MILLEN, 1, Willlam
MOBES, John R.
RULAND, James E.
SHUBIN, Harry B.
SOPP, John A
TRAVERSOQ, Richard J.
WHITE, Jahn L.
ZELANO, Anthony J.
McCARTHY, Robert E.
HENTOR, Casba
KINEEY, Nicole

Todos mismbros de la firma MILLEN, WHITE, ZELANO & BRANIGAN, P.C. en Ia direcaidn, nimers de teldfono y
faceimil indicados an el campo N* V.

Formudsrio PCT/RO/ 01 (hoja suplsmentaria) (snero 2000) Ver Notaa of formulario de Sollciud
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HolaN*5

[CampoN°VI  -REIVINDICACION DE PRIORIDAD [ ] élr:llrawlu—hdunudapﬂoruuuunlnd'hdn
| _____en F suplemantario

Fecha da presantaciin de Ndmero de a Solicitud Soficitud Solicihuxi Intsmacionat

Ia soficiiud anterior sofichud antarior nacional: reglonal:
dia/mes/afio) Pals Oficina regionasl Oficina recaptora

{1) 01 de mayo d= 60/376,566 US_
 (2)
3)

[x] Sesolicta a ia oficina recaptora prepanr y trensmitir a is Oficina intamacional una coplia certificads de la{s)
solicitud{es) anterior(es) (solo &/ ja solichud anterior fuve prasentada anfe of orgeniamo que ea /a oficina mceptors
& loa finea de /a prosanis solicitud intsrmecional) identificada(s) arriba con loa Item: ........... {1

. Cuandb ja solicitud anterior s una solicliud ARIPO, aa obligalorio indicar en sl campo suplemeniario a Jo menos
iun pais participe de iz Convencidn de Pgrs pare la Proteccidn de la Propledad indusirial anin sl cual 3 prasentd
ia soliciiud anterior (regla 4.10(b)({T). Ver campo suplemeniario

[Campo Vi Organismo de Blsquada intsmacional

Eleccidn de Organismo de Bisqueda Internacional Sclicitud para utiilzar resultados de bisquedas
(8A): (indicar i organismo siegido cuando doa o més antariorss; referencia a i bilagquads: (cusndd tne
Orpaniamos de Bilsqueda Infamacional son compeisnies |} bdsqueds anterior fue Hevada a cabo por o solicliada ante
jpeara fsver a cabo la bisquada internacionsl; se pusds of Organismo de :

Busqueda intemacional):
utiiizar ef codigo de dos leiras): Fecha(dia/mes/afio) Nimero Pals (1 oflcina regional)
ISNVEP
[Campo N Vill__Liatado de verfficaeidn; Langua de presentacién
Esta soliciiud intasmacional contisne |a | Esta soliciiud intemecional es scompafiads por los [tem marcedos sbajo:
sigulenta cantidad ds hojss:
Soliciiud : 8 holas 1. [x] Hola de cdiculo de tasas (duplicado)
Dascripcién 2 [ ] Poderdel abogado fimado por sepansdo
{exciuyendo la 3. [] Copladsl poder ganeral del sbogado, ndmero de referancis, sl
parts de lstado axiste
de sacuencias : 48 hojas 4. [ ] Declaracién explicando Ia falta da firma
Relvindicaciones : 3 holes 5 [] Documenio(s)de priorkiad identificado(s) como fiam en ol campo N*
Resumen :1 holss Vi
lhustreciones : 11 hojas 6 [] Traduccién de lasoliciud intemacional al (langua)
Parte de listado 7. [] Indicacionas saparadas concamiontas & los microonmaniamos
da sacuanciss de dapositados o a otro material blolégico
I dascripelén : S hojss B. [] Secuenciade nuciedtidos y/o aminoidcidos istados en forma iagble
por computadomn
Cantidad total de 9. [x] Otros (especiice). Traramislén
holas 171 hojas
Fhu'ldolnllm Langua de presentacién de la solicRud intemacional:
altuurnn_Fg1 INGLES

Préximo a cade una de las firmas indicar 8] nomive de ia persona, firmante y la capacidad por ia cual firme (sl ial
capacidad no es obvia por leciura de la soficiud)

Fimado

Anthony J. ZELANO
Agents del Soliciante

Para uso exclusivo de la Oficina Raceplors

1. Fmdnnapddnuddnhmumuonllpmndkh

3. Fecha comegida de Ia recepcién raal debido a escritos o
Bustraciones que compietan s soliciud intsmacional pretandida
y recibidos mis tarde pero en thmmine:

4. Fecha da recepcion en thrmino de ias comeccionss requarkias
sogin articvio PCT 11(2):

5. Organiamo ds Bdsqueda | 6. [ ] Transmision de copia de [ 1 No recibides

Intamnacional {cuando o dos bdsqueds demomda hasta

0 mda compestanins) of pago da la tesa de
ISA/ blsqueda _

Fara uso exchusivo de ia Oficine Intemacionsl

Fecha de recapcién de la copia registrada por la Oficine internacional:
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SBEQUENCE LISTING AMENDMENT UNDER RULE 5.2
The Amendments to the Specification and to the Sequence Listing, in both

written and computer readable form, are to correct an obvious error. No new matter is added
by these Amendments.

Enclosed herein is an amendment to both the written and computer readable form of
the Sequence Listing under PCT Rule 5.2. Enclosed are substitute sheets (;f the Sequence
Listing. Agent for Applicants attests that the substitute sheets include no new matter.
Enclosed are two copies of the Sequence Listing in computer readable form on diskette as
required. Agent for Applicants attests that the computer readable form includes no new
matter. Agent for Applicants attests that the herein submitted Sequence Listing information
recorded in computer readable form is identical to the herein submitted substitute copy of the
Sequence Listing in written form. Support for the amendment in the Specification as
originally filed is found below.

The amendments to the written and computer readable form of the Sequence Listing
are to correct two obvious typographical errors in SEQ ID NO:2 and SEQ ID NO:3, which
correspond to the amino acid sequences depicted in Examples 2 and 3, respectively. For the

amino acid corresponding to position 381 of thrombomodulin, the wild-type amino acid
histidine (single letter designation, H) was inadvertently inserted into the sequence instead of
the mutated amino acid glycine (G). Similarly, for the amino acid corresponding to position
388 of thrombomodulin, the wild-type amino acid methionine (M) was inadvertently inserted
into the sequence instead of the mutated amino acid leucine (L).

Support for the assertion that it was obvious error to have inserted the wild-type
amino acids at positions 381 and 388 is found in the Specification on page 25, line 14 to page
26, line 7. In particular, it is clearly stated that in a preferred embodiment, the fusion proteins
of the invention are prepared with the H381G and M388L mutations. According to the
nomenclature defined on page 25, lines 17 to 21, H381G and M388L specifies that the amino
acid at position 381 is G and the amino acid at position 388 is L. The Specification thereafter
describes the generation of scFv(TF)3e10-TMi456 (Example 2, SEQ ID NO:2) and
5cFv(TF)3e10-TMi456A (Example 3, SEQ ID NO:3), both of which include the H381G and



M388L mutations. Further support is found in the text following Examples 2 and 3 on page
39, line 24 and page 40, line 18, wherein it is stated that the H381G and M388L mutations are
underlined. Hence, the 'Sequence Listing" should reflect the fact that the fusion proteins
described in Examples 2 and 3 have the mutated, not the wild-type, amino acids at positions
381 and 388.

endments to the Specification and ce Listin

Examples 2 and 3 in the Specification as originally filed, and the Sequence Listing,
both in written and computer readable form, as originally filed, contain obvious errors. The
amino acid sequences of two fusion proteins of the invention, scFv(TF)3e10-TMid56
(Example 2, SEQ ID NO:2) and scFv(TF)3e10-TMi456A (Example 3, SEQ ID NO:3), both
include mutations in the thrombomodulin portion of the fusion protein. Two of these
mutations are specified as H381G and M388L. Inadvertently, the Specification and Sequence
Listing lists the wild-type amino acids at positions 381 and 388 instead of the mutated amino
acids. Support for the assertion that the designation of the wild-type amino acids is obvious
error is found in the Specification on page 25, line 14 to page 26, line 7 wherein it is stated
that in a preferred embodiment the fusion proteins of the invention are prepared with the
H381G and M388L mutations. Further support is found in the Specification in the text
following Examples 2 and 3 on page 39, Iine24-mdpage40, line 18, wherein it is stated that
the H381G and M388L mutations (in scPv(TF)3¢10-TMi456 or scFv(TF)3¢10-TMi456A) are
underlined. The amendment to Example 3 has one addition to correct the obvious omission
of the designator "scFv(TF)3e10" above the cartoon directly under the title of the Example.
Support for this amendment is found in the Specification in the same cartoon that
accompanies Example 2. Therefore, the amendments to Examples 2 and 3, and to SEQ ID

57



No:2 and SEQ ID NO:3, in both written and computer readsble form, are fully supported by

the Specification as originally filed.

MILLEN, WHITE, ZELANO & BRANIGAN, P.C.

Arlington Courthouse Plaza 1

2200 Clarendon Boulevard, Suite 1400
Arlington, VA 22201

(703) 2436333

Date: September 16. 2004

Respectfully submitted,

Richard M. Lebovitz
Attorney for the Applicant(s)
Registration No. 37,067
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ENMIENDA DEL LISTADO DE SECUENCIAS BAJO LA REGLA 5.2

Las Enmiendas de la Memoria descriptiva y del Listado
de secuenclas, tanto por escrito como en formato para
lectura por computadora, son correcciones de un error
evidente. No se incorporan elementos nuevos con estas
Enmiendas.

En la presente se adjunta una enmienda tanto por
escrito como en formato para computadora del Listado de
secuencias bajo PCT regla 5.2. Se adjuntan .las hojas
sustitutas del Listado de secuencias. El agente de los
solicitantes declara que las hojas sustitutas no incluyen
temas nuevos. Se adjuntan dos coplas del Listado de
secuencias en formato de lectura para computadora en un
disquete segin lo requerido. El agente de los solicitantes
declara que el formato de lectura para computadora no
incluye temas nuevos. El agente de 1los solicitantes
declara que la informacién del Listado de secuencias
enviada en formato de lectura para computadora es idéntica
a la copia enviada por 1la presente del Listado de
secuencias en formato por escrito. El fundamento para la
enmienda de la Memoria descriptiva presentada originalmente
se muestra mias adelante.

Para el aminoidcido correspondiente a la posicién 381

de la trombomodulina, el amino&cido histidina de tipo



salvaje (denominacién de una sola letra, H) fue insertado
inadvertidamente en la secuencla en lugar del aminodcido
mutado glicina (G). De manera similar, para el aminodcido
correspondiente a la posicién 388 de la trombomodulina, el
aminodcido de tipo salvaje amino metionina (M) fue
insertado inadvertidamente en la secuencia en 1lugar del
aminoicido mutado leucina (L).

El fundamento de la aseveracién que se trataba de un
error evidente el haber insertado los aminodcidos de tipo
salvaje en las posiciones 381 y 388 se puede encontrar en
la Memorla descriptiva en 1la péagina 25, linea 14 a 1la
padgina 26, linea 7. En particular, se establece claramente
que en una realizacién preferida, las proteinas de fusién
de la invencién se preparan con las mutaciones H381G y
M388L. De acuerdo con la nomenclatura definida en 1la
pagina25, 1lineas 17 a 21, los nombres H381G y M388L
especifican que el aminodcido en la posicién 381 es G y que
el aminodcido en la posicién 388 es L. De alli en
adelante, en 1la Memoria descriptiva se describe 1la
generacién de scFv(TF)3el0-TMi456 (Ejemplo 2, SEQ ID N°: 2)
y scFv(TF)3el0-TMi456A (Ejemplo 3, SEQ ID N°: 3), donde
ambas incluyen las mutacliones H381G y M388L. Se ofrece un
fundamento adicional en el texto que le sigue a los

Ejemplos 2 y 3 en la pdgina 39, linea 24 y en la pagina 40,



linea 18, donde se establece que las mutaciones H381G vy
M388L estidn subrayadas. Por ende, el “Listado de
secuencias” deberia reflejar el hecho que las proteinas de
fusién descritas en los Ejemplos 2 y 3 contienen a los
aminodcidos mutados, no 1los de tipo salvaje, en las
posiciones 381 y 388.
Enmiendas de la Mamoria desoriptiva y del Listado de
secuencias

Los Ejemplos 2 y 3 en la Memoria descriptiva
presentada originalmente y el Listado de secuencias, ambas
en formato por escrito y de lectura para computadora,
presentada originalmente, contienen errores evidentes. Las
secuencias de aminoicidos de las dos proteinas de fusién de
la invencién, 8scFv(TF)3el0-TMi456 (Ejemplo 2, SEQ ID N°: 2)
y scFv(TF)3el(0-TMi456A (Ejemplo 3, SEQ ID N°: 3), incluyen
ambas mutaciones en la porcién de trombomodulina de 1la
proteina de fusién. Dos de estas mutaclones se especifican
como H381G y M388L. Inadvertidamente, en la Memoria
descriptiva y en el Listado de secuencias se enumeran
aminodcidos de tipo salvaje en las posiciones 381 y 388 en
lugar de los aminodcidos mutados. El fundamento de 1la
aseveracién que se trata de un error evidente en la
designacién de los aminoécidos de tipo salvaje se puede

consultar en la Memoria descriptiva en la pigina 25, linea



14 a la pagina 26, linea 7, donde se establece que en una
realizacién preferida las proteinas de fusién de 1la
invencién se preparan con las mutaciones H381G y M38BL. Se
puede encontrar un fundamento adicional en 1la Memoria
descriptiva en el texto que le sigue a los Ejemplos 2 y 3
en la pagina 39, linea 24 y en la pagina 40, linea 18,
donde se establece que las mutaciones H381G y M388L (en
scFv (TF) 3e10-TMi456 o scFv(TF) 3el0-TMi456A) estan
subrayadas. La enmienda del Ejemplo 3 tiene una adicién
para corregir la omisién evidente de -la designacién
“scFv (TF)3el0” arriba del diagrama directamente debajo del
titulo de dicho Ejemplo. El1 fundamento de esta enmienda se
puede encontrar en la Memoria descriptiva en el mismo
diagrama que acompafia al Ejemplo 2. Por ello, las
enmiendas de los Ejemplos 2 y 3, y de la SEQ ID N°: 2 y la
SEQ ID N°: 3, ambas en formato por escrito y de lectura
para computadora, estdn completamente fundamentadas en la

Memoria descriptiva presentada originalmente.

Respetuosamente,

Richard M. Lebovitz
Abogado de los Solicitantes

N°® Registro 37.067
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MILLEN, WHITE, ZELANO & BRANIGAN, P.C.
Arlington Courthouse Plaza 1

2200 Clarendon Boulevard, Suite 1400
Arlington, VA 22201

(703) 243-6333

Fecha: 16 de septiembre, 2004




ENMIENDA DEL LISTADO DE SECUENCIAS BAJO LA REGLA 5.2

Las Enmiendas de la Memoria descriptiva y del Listado
de sBecuencias, tanto por escrito como en formato para
lectura por computadora, son correcciones de un error
evidente. No se incorporan elementos nuevos con estas
Enmiendas.

En la presente se adjunta una enmienda tanto por
eacrito como en formato para computadora del Listado de
secuencias bajo PCT regla 5.2. Se adjuntan las hojas
sustitutas del Listado de secuencias. El agente de los
solicitantes declara que las hojas sustitutas no incluyen
temas nuevos. Se adjuntan .dos copias del Listado de
secuencias en formato de lectura para computadora en un
disquete seglin lo requerido. El agente de los solicitantes
declara que el formato de lectura para computadora no
incluye temas nuevos. El agente de 1los solicitantes
declara que 1la informacién del Listado de secuencias
enviada én formato de lectura para computadora es idéntica
a la copia enviada por 1la presente del Listado de
secuencias en formato por escrito. El fundamento para la
enmienda de la Memoria descriptiva presentada originalmente
ge muestra mis adelante.

Para el aminofcido correspondiente a la posicién 381

de la trombomodulina, el aminofcido histidina de tipo

1



Balvaje (denominacién de una sola letra, H) fue insertado
inadvertidamente en la-secuencia en lugar del aminodcido
mutado glicina (G). De manera similar, para el aminodcido
correspondiente a la posicién 388 de la trombomodulina, el
aminodcido de tipo salvaje amino metionina (M) fue
insertado inadvertidamente en la secuencia en lugar del
amino&cido mutade leucina (L).

El fundamento de la aseveracién gue se trataba de un
error evidente el haber insertado los aminodcidos de tipo
salvaje en las posiciones 381 y 3188 se puede encontrar en
la Memoria descriptiva en la pagina 25, linea 14 a 1la
pigina 26, linea 7. En particular, se establece claramente
que en una realizacién preferida, las proteinas de fusién
de la invencién se preparan con las mutaciones H3i81G y
M388L. De acuerdo con la nomenclatura definida en la
pigina25, 1lineas 17 a 21, los nombres H381G y M388L
especifican que el aminodcido en la posicién 381 es G y que
el aminodcido en 1la posicitn 388 es L. De allfi en
adelante, en 1la Memoria descriptiva ee describe la
generacién de scFv(TF)3el0-TMi456 (Ejemplo 2, SEQ ID N°: 2)
y 8cFv(TF)3el0-TMi456A (Ejemplo 3, SEQ ID N*: 3), donde
ambas incluyen las mutaciones H381G y M388L. Se ofrece un
fundamento adicional en el texto que le sique a 1los

Ejemplos 2 y 3 en la pigina 39, linea 24 y en la pdgina 40,
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linea 18, donde se establece que las mutaciones H381G y
M388L estdn sgubrayadas. Por ende, el *“Ligtado de
gsecuencias” deberia reflejar el hecho que las proteinas de
fusién descritas en los Ejemplos 2 y 3 contienen a los
aminofcidos mutados, no los de tipo salvaje, en las
posiciones 381 y 388.

Enmiendas de la Memoria descriptiva y del Listado de

secusncias

Loe Ejemplos 2 y 3 en la Memoria descriptiva
presentada originalmente y el Listado de Becuencias, ambas
en formato por escrito y de lectura para computadora,
presentada originalmente, contienen errores evidentes. Las
secuencias de aminoficidos de las dos proteinas de fusién de
la invencién, scFv(TF)3el0-TMi456 (Ejemplo 2, SEQ ID N°: 2}
y s8cFv(TF)3el0-TMid56A (Ejemplo 3, SEQ ID N°: 3), incluyen
ambas mutaclones en la porcién de trombomodulina de la
proteina de fusi6n. Dos de estas mutaciones se especifican
comoc H381G y M38BL. Inadvertidamente, en 1la Memoria
descriptiva y en el Listado de Becuencias se enumeran
aminodcidos de tipo salvaje en las posiciones 3181 y 388 en
lugar de los aminodcidoe mutados. El fundamento de 1la
aseveracién que 8Be trata de un error evidente en 1la
designacién de los aminodcidos de tipo salvaje se puede

consultar en la Memoria descriptiva en la pdgina 25, linea

Uys




14 a la p&gina 26, linea 7, donde se establece que en una
realizacién preferida las proteinas de fusidén de la
invencién se preparan con las mutaciones H381G y M388L. Se
puede encontrar un fundamento adicional en la Memoria
descriptiva en el texto que le sigue a los Ejemplos 2 y 3
en la pigina 39, linea 24 y en la pagina 40, linea 18,
donde se establece que las mutaciones H381G y M38BL (en
BcFv (TF) 3e10-TMi456 o 8cFv(TF) 3e10-TMi4564) estén
subrayadas. La enmienda del Ejemplo 3 tiene una adicién
para corregir la omisién evidente de la designacitn
*acFv(TF)3el0” arriba del diagrama directamente debajo del
titulo de dicho Ejemplo. El fundamento de esta enmienda se
puede encontrar en la Memoria descriptiva en el mismo
diagrama que acompafia al Ejemplo 2. Por ello, las
enmiendas de los Ejemplos 2 y 3, y de la SEQ ID N°: 2 y la
SEQ ID N°: 3, ambas en formato por escrito y de lectura
para computadora, estén completamente fundamentadas en 1la

Memoria descriptiva presentada originalmente.

Respetuocsamente,

Richard M. Lebovitz
Abogado de los Solicitantes

N° Registro 37.067




MILLEN, WHITE, ZELANO & BRANIGAN, P.C.

Arlington Courthouse Plaza 1
2200 Clarendon Boulevard, Suite 1400
Arlington, VA 22201

(703) 243-6333

Fecha: 16 de septiembre, 2004
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' PATENT COOPERATION TREATY y 2kl o7
AT
From the |NTEHNAT|0N4quGA£|
PCT Ta:
ZELANO, Anthony, J. J i
NOTIFICATION OF RECEIPT OF Milien, White, Zelano 50 vg! f
RECORD COPY P.C. 'le Zt‘lﬁnt & Bm aarl’
Arlington Courthouse Pim T T -
(PCT Rule 24.2(a)) Sufte 1400
2200 Clarendon Boulevard
Arlington, VA 22201
United States of America
Date of mafling (day/monthivear)
16 June 2003 (16.06.03) IMPORTANT NOTIRCATION
Applicant's or agent’s fiis reference imsmational applioation Na.
BERLX 282 WO PCT/US03/13522

The applicant is hereby notified that the International Bursau has recelvad the record copy of the Intemnational application as
detalied below.

Name(s) of the applicant(s) and State{s) for whioh they are applicants:
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT {for sll designated States embt uUs)
LIGHT, David et al (for US)

international filing dats 30 Aprll 2003 (30.04.03)

Priority dete(s) clsimed 01 May 2002 (01.05.02)
af

by the Intermationat Bureay - ° 05 June 2003 (05.06.03)

List of designated Offlces

AP :GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,5L,52,T2,UG ZM,ZW

EA :AM,AZ BY,KG KZ MD,RU,TJ,TM

EP :AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,F|,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,S|,SK, TR

OA :BF,B4,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML MR, NE,SN,TD, TG

Netional :AE,AG,AL AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,8Y,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,
EC,EE,ES, F|,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN IS JP KE KG KP,KR,KZ LC,LK,LR,LS,LT,LU,
LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,Ni{,NO,NZ,0M,PH,PL.PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,TJ,TM,TN,
TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZVC,VN,YU,ZA ZM ZW

ATTENTION

The spplicant should carefully check the data appearing In this Natification. In case of any disorspancy betwesn these data
and the indications In the international appiteation, the applicant should immediately inform the intemational Bursau.

in addition, the applicant’s sttention is drawn to the information conviainad in the Annex, relating to:
[X] time Hmita for antry Into the natonal phase - sse updsted important rformation (as of April 2002)
[] confirmetion of precautionary designations (i sppiicebe)
@ requiremaents regarding priority documents (if applicable)

A ocopy of this Natificstian is being sent to the reoelving Offios and to the internstional Searching Authority.

The intemations! Buresu of WIPO
3, chemin des Colombetins
1211 Genava 20, Switzeriand

Facsimlle No. (41-22) 740-1436

Form PCTAR/301 (April 2002)
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. ANNEX TO FORM PCTAB/301 pCTUS03/13522 250

INFORMATION ON TIME LIMITS FOR ENTERING THE NATIONAL PHASE

The applicant ls reminded that the “national phesa™ must be entered before sach of the designated Offioes indlosted on
the cover sheet of this Netification by paying netional fees and furnishing transistions, as prescribed by Articles 22 and 38 and
the spplicable nationsl laws. in addition, the applicant may aiso have to comply with other spesial requirerments applicable
in certain Offices. itis the applicant’s responsibility to ensure the ngoessary steps to snter the national phase sre taken in s
timaly fashion. Most Offices do not lssue reminders to applicants In connedtion with the entry into the natlonal phase.

The applicuble thne imit for entering the national phase will, subject 0 what s said in the following paragraph, be
30 MONTHS from tha priority date, not only In respect of any slected Office where s demand for intemnational preliminary
examinstion Is filed before the expirstion of 18 months from the priority date (sae Article 38(1)), but aiso in respect of any
designated Offlos, in the abssnoce of filing of such demand, whera Article22(1) as modified with effect from 1 April 2002
applies in respect of that designated Office. For further detalls, ses PCT Gazette No. 4472001 of 1 November 2001, pages 19526,
10832 snd 18034, as well as the PCT Newsletter, Ootober and November 2001 and February 2002 lssues.

In practios, time Bmits other than the 30-month time limit will cortinue to apply, for various periods of ime, In respect of
certain designated or eleated Offices. For reguisr updstes on the appiieable tima Umita (20, 21, 30 or 31 months, or other
tima Umit), Offios by Offics, refer to the PCT Qazette("Section V™ part published on a weekly basis), to the PCT Newsletter
(on a monthly basis} and to the relevant Natlonal Chapters In Volume I of the PCT Applicant's Gulde {the paper version of
which |s updatad usually twice s year and the Intemnet version of which Is updated usually ona weekly basls). Finally, a
cumulative table of all applicable time limits for entering the natlonal phase is avallable from WIPO's internet site, via links
from various pages the site including those of the Gazstts, Newsletter and Guide, at  hitp:/www.wipo.intpct/enfindex.htmi.

Information sbout the requiraments for filing a demand for international preliminary examination Is set out inthe PCT
Applicant's Quide, Volume VA, Chaptar DC Note that only an applicant who is & national or resident of a PCT Contracting
State which Is bound by Chapter I has the right to file 8 demand for international prefiminary examinstion (at present, all
PCT Contracting Ststes are bound by Chapter ().

CONRRMATION OF PRECAUTIONARY DESIGNATIONS

Thia notifiostion Hets only speoific designations mads under Rule 4.8(s} In the request. It is important to check that theas
designations are correct. Errars In designations can be corrected where precautionary designations have been made under
Rufe 4.8{b). The appiicant is hereby reminded that any precsutionary designations may be confirmed according to Rule 4.8{q)
bafare the expiration of 16 months from the priosity date (this ime Emit may not be extended). If it is not confirmad, it will
automatioslly be reganded as withdrawn by the sppilcant. There will be no reminder and no invitation. Confirmation of &
designation consists of the filing of a notios speaiiying the designated Stete concsrnad (with indlestion of the kind of protection
or treatment desired) and the payment of the designation and confirmation fess. The Notios of confirmation and payment
must reach ths recslving Offics within the 15-month time limit.

REQUIREMENTS REGARDING PRIORITY DOCUMENTS
For applicants who have not yet complied with the requirements regarding priority doocuments, the following Is recalled.

Whare the priority of an sarller national, regional or International appiication iz olaimed, ths applicant must submlt a copy
of the sald earlier application, certified by tha authority with which it was filad (“the priority documnant™) to the receiving Office
{which will trangmit it to the Intsrnstional Bureau) or directly to the International Bureau, before the sxpiration of 18 months from
the priority dete, provided that any such priority documsnt may still bs submittad to the Intsmational Bursau before that dats of
internetional publication of the international application, In which case thst documant will be considered to have been recsived
by the Intamational Bureau on the last day of the 18-month time IImit (Rule 17.1(a)).

Where the priority document Is issusd by the recsiving Offics, the applicant may, instsad of submitting the priority
document, requast the resslving Office to prepars and transmit the priority document to the imtarmations! Bureau. Such request
;nfuutf.h:‘mdo bof&n the expiration of the 18-month time limit and may be subjectad by the recelving Office 1o the payment

a Rule 17.1(b})

U the priority document conosrned Is not submitted to the Intsmationa! Bursau or i the request to the receiving Office
10 prepare and tranamit the priority document has not been made (and the corresponding fee, H any, pald) within the applicable
time limit indioated under the preosding psregraphs, any designstad State may disregard the priority ofaim, provided that no
designated Office may disregard the priority clalm concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the
national phase, to furnish the priority dooument within the tima iimit which ks reasonable under the ciroumstances.

Whaere several priorities are olaimed, the priority date to be considerad for the purposes of computing the 18-menth time
limit [s the filing dats of the sarilast application whose priority is claimed.

Form PCTAR/301 (Annex) {April 2002) ° 006833008
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL 1S
EN MATERIA DE PATENTES
De la OFICINA INTERNACIONAL
PCT A
Notificacion de Recepeion de Rl Wi, Zareres & Branigan, P.C.
Copla Registrada Sulte 1400
Arlington Courthouse Pleza 1
(Ragia PCT 24.2(a) mmwm
E.E.UU.

[ Facha de envio (disimes/aio): NOTIFICACION IMPORTANTE

18 de junio de 2003 (10.08.03) _ _
Referencia del solickants o del agents: Solicitud Intemnacionsl N™
BERLX 282 WO PCT/US 03/13522

Se notifica al solicitants por sste media que la Oficine Irtemacianal ha recibkic ia copia egistrads de la Solickud
Intnmacional, como se detalla abejo.

Nombra(s) dei{los) sofichants(s) v paless para los cusies son soliciadas

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT (para todos los paisas designados excepto E.E.U.U.)
LIGHT, David ol al. (para E.E.U.U)

Fecha de presaniecidn intemacional 30 de abill de 2003 (30.04.03)
Fecha da prioridad relvindicada 01 da mayo de 2002 (01.05.02)
Fecha da recepcién de ia copla gistrads por 05 da Junio de 2003 (05.08.03)
La Oficing Intemacional
Lista de Oficines designadas:
AP: GH, GM, KE, LS, MW, MZ, 80, SL, 82, TZ. UG, ZIM. ZW
EA: AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM
EP: AT, BE, BQ, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE, S{, SK,
TR
OA. BF, BJ, CF, GG, Cl, CM, GA, ON, GO, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG
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ATENCION
El solichznis dabe verificar culdadosaments los daios que spanacan sn eata nollficacidn. En caso de cualiquisr
discrepancia entre satos datos y lua indicacionea de ha sollicitud Intemacional, of solicitante debe informar
Inmedistamsants a la Oficina Intsmacional.
Ademds, el solicitante debe prestar atencién a la Informacidn contenkia en ol anexo, relacionsds con:

B pixzo para Ingresar en la fsse nacionsl — ver Informacidn importante actusiizada (como de
abrll de 2002)

O confimacidn de designeciones preventivas (sl as nacesario)
requerimientos con respecto s documantos de prioridad (s! és necesario)
Se envia una copia de seta notificacién a ia Oficina Receptore y al Organismo de Bisqueda Internacional.

La Oficina Imamacional de WIPO Funclonario surorizedo:
34, chemin des Colombetiss
1211 Genava 20, Suiza Junko TAKEUCHI (Fax 338 7010)
Facaimil N™ (41-27) 740-1435 Teléfono N™ (41-22) 338 0448

Formulario PCTAB/301 (ebril 2002) 005895000
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Solicitud Intemacional N™
ANEXO DEL FORMULARI PCT/IB/301
PCT/US 03/13522

INFORMACION DE PLAZOS PARA INGRESAR EN LA FASE NACIONAL

Sa recuerda al soliciants que ia “fase nacional” debe ser Ingresada anta cada una de las oficinas designadas
indicadas en Ia canifula de esta noiificacidn mediants el pago de tesas nacionales y suministrando treducciones, tal
como esth prescripto por los articulos 22 y 39 y las leyes nacionales aplicables . Ademis, al solicitants debe cumplir
con otros requerimientos sspecinies splicebles da dstemminadas oficines. Es responsabliided del solicitants
asegurar que los pasos necasarios pani ingresar an ka fase nacional astdn ajscutados an ol tempo satablacido. La
mayoria de las oficines no expiden recordatorioa para los sollcitantes con respacio al ingreso en ia fase nacionsal.

El piazo aplicable pam ingresar en kn fase nacional ea, con aujecidn a lo que dics o sigulente pdrrefo, do 30
meses & pariir de ln fecha de prioridad, no solo con respecto a cuaiquisr oficina seleccionada en la que se presentd
una demanda de Examen Preiminer intamacional antes de la expiracién de 19 meses a partir de la facha de priorided
(ver articulo 38(1)), sino tamblén, en aussncia de la pressniecitn de tal demanda, con respecio a cuaiquler oficina
designada en ia cual se apliica &l srticulo 22{1}, madificado an sus efecios a parlir del 1 de abrll de 2002, en relacién
con tal oficina designads. Pars mayores datalios, ver la PCT Qazetie N° 4472001, del 1 de noviembre da 2001(, pp.
18626, 18832 y 10834, aal como los ejamplares de PCT Newsletter, octubre y noviembre de 2001 y febrero 2002.

En la priciica, los plaxos distinios a 30 meses se aplican continuadamente, para varios periodos de tlempo, con
respecio a determinadas oficines designades o seisccionadas. Pam actualizraciones normales de los piszos
aplicables {20, 21, 30 o 31 messs, U otros plazos), oficina por oficing, remitiree a [a PCT Gazetie (parte "Section IV,
publicada samanaiments), sl PCT Newaistisr (mensual) y a los capftulos naclonales relevantas que figuran en o
volunen || la Gula PCT del Soficiiants {del cual la versién en papel se actuaiiza usuaiments dos veces alafic y la
vorsldn de intemet samanaimants). Finamernte, en «f akio de Intamet de WIPO estd disponbie una tabls acumulative
de todos los iampos limites aplicables pam ingresar en (a fase nacional, mediants vinculos con verias piginas, of sitio
Incluye squelios de Gazelte, Newslstier y guls, en hiip/Awipo.Int pctan/index/himl

La informacién acerca de loa requerimiantos para presentar una damanda de Examen Preliminer intarnacional se
encuentra an la Gula PCT del Solicitanta, volumen VA, capitulo IX. Hacamos netar que acio un solicitante que tenga ia
nacionalidad o saa realdents de un pals signatario del PCT comprometido por ol capiiulo 11 poses loa darechas para
presantar la demanda de Examen Preliminar Intemacional (actusimente, todos [os estados signatarios del PCT estin
comprometidos por &f capituio II).

CONFIRMACION DE DESIGNACIONES PREVENTIVAS

Esta notificacidn lista solo designaciones especificas reafizadas bajo ls regla 4.9(a) en el requarimiento. Ee importants
verificar que ostas deaignaciones sean comectes. Los errores on la designacion puedan ser coregidos cuando las
designaciones preventivas fusron efectuadas sagin la regia 4.8(b). Se recuerda por este medio al solicitante qua toda
designacion preventiva debe sar confirmada de acuerdo con la regla 4.8(c) anbss da la expiracién de 16 mesas a partir
de |a facha de prioridad (esis plazo no sand extsndido). Si no se confima, send automndticameante conskisrada como
sbandonada por el solickanta. No existirdn recordatorioa nl invitaclones. La confirmacién de una designacion consists
en la presentacidn de un escrito especificando el eatado designado concemiente (con Indicacién del tipo de proteccldn
o fratamiento deseado} y el pago de las tasas de designacién y de confimacian. El escrito de confirmacién y el pago
deben llogar a Ia oficina receptor en &l piaro ds 15 messs.

REQUERIMIENTOS CON RESPECTO A LOS DOCUMENTOS DE PRIORIDAD

Pam los soliciianiss que adn no cumpliaron con los requerimiantos con respecio a los documenios de prioridad, se les
recuarda ko sigulente.

Cuando se relvindica la prioridad de una soliciud nacional, regional o infernaclonsl anterior, el soliciiants debs enviar
una copia de tal soliciiud anterior, certificads por el Organismo al cual fue presentado (el documnenta de prioridad”) a ia
oficina receptor (que lo transmitind a la Oficina Intemacional) o directaments a la Oficina Internaciona) antes de la
expiracién del 16 meses a partir de In fechas de prioridad, satsbleciendo que todo documentos de prioridad ha sido
anvisdo & la Oficina Intemacional antes de la fecha de Ia publicecién intemnacional o de la soliciud intemacional, en
cuye caso ta) documento sard considerado como haber sido recibido por la Oficina intemacional ef ditimo dia del
termino de 18 meses (regla 17.1(w)).

Cuando el documento de priorided es distribuido por [a oficina receplors, el solicliante puads, en lugar de enviar el
docurnento de prioridad, requertr da |a oficina receptora que prepare y trensmita ef documento de priarkiad a ks Oficina
intemnecional. Tal requerimiento debs ser efectuado antes ds 1o expiracién del plazo de 16 mases y pusde quadar
sujelo por la oficina receptora al pago de uns teaa (regla 17.1(b)).

8l ol documento de priorided concamients no es enviado @ la Oficina intemacional o sl no se efectué el requerimiento a
in oficina receptora de que prepare y transmita el documento de prioridad (y se pagd ia correspondiente tasa, si as
pumnh)demwpllnlpubhﬂohlmmunutndoduhnldodabepnlrporllbh
reivindicacion de prioridad, pues estd sstableckio que tal estado no dasignedo deba pasar por sfto is relvindicacion de
priorided concerniente antes de dar al solicitante una oportunided, al entrar en ia fase nacional, de suministrar of
documento de prioridad an un tiampo limite ezongbie con las crcunstancias.

Cusndo se reivindican varias prioridedes, la fecha de prioridad a ser conskierada para el propésito de computar &
plszo de 16 messs es la facha de presentacién de la solicfiud mds antigua por fa que se relvindica prioridad.

“Formuiario PCTAB/301 (Anaxo) (ebrl 2002)
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ZELANO, Anthony, JJM‘ L. - 8 2 L
NOTIRCATION CONCERNING Milien, White, Zeland & BN __
SUBMISSION OR TRANSMITTAL P.C. ! Milen, White, 20ian,-; ...
OF PRIORITY DOCUMENT Arlington Courthouse Pl -~ - ~ " "
{PCT Administrative Instructions, Section 411) gl;':(‘:lltolgndon Boulevard
' Arlington, VA 22201
Date of malling (day/monthAvesr) United States of Amarica
16 June 2003 (16.06.03)
Applicant's or agent’s fils reference
BERLX 282 WO IMPORTANT NOTIFICATION
Internationsl applicstion Na. International filing date {day/monthiyear}
PCT/US03/13522 30 April 2003 (30.04.03)
imternational publicstion deta {day/month/year) Priarity date (dey/manth/ysar)
L ] Not yst published 01 May 2002 (01.06.02)
Applicant

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al

1. The applicant is hereby notified of the data of recelpt (sxcept whers the letters "NR" appear In the right-hand column) by the
Imemational Bureau of the priarity document(s) relating to the sarlier application{s) indicated below. Uniess atherwise
Indiocated by an ssterisk appearing next to a date of recelpt, or by tha letters "NR", in the right-hand column, the priority
doocument conoemed was submitted or transmitted to the intarnetionsl Bursau In compllance with Ruls 17.1(s} or (b).

2. This updatss and replaces any previously lasued notification concemning submission or transmittal of priority documents.

3. An asterisk(") appearing naxt to a date of recelpt, In the right-hand column, denctes a priority doournsnt submitted
or tranamitted to the intemational Bureau but not In compllance with Rule 17.1(a} or (b). In such a case, the sttantion
of the spplicant Is directed to Rule 17.1{c) which provides that no designated Office may disregard the priority olaim
conosrned bafare giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to fumish the priority document
within a time limit which is reasonable under the siroumstances.

4. The lstters "NR" appesring in the right-hand column denote a priority document which was not recsived by the Intemstional
Bureau ar which the sppllcant did not request the receiving Offios to prepars and tranamkt to the international Bureau,
as provided by Rule 12.1(s) or (b), respectively. in such a case, the sttention of the applicant is directed to Rule 17.1{d) which
provides that no designated Offioe may disragard the priority olaim conosmad before glving the spplicant an opportunity,
upon antry into the national phase, to fumish the priority dooument within a time limit which Is ressonable under the

olrcumstances.
arPCT renelving Office of priarity dooumant
01 May 2002 {01.05.02) 60/376,568 us 05 June 2003 (05.06.03)
The earmational Burseu of WO Authorizad
chamin des Colombettas
1219 20, - Junko TAKEUCHI (Fax 338 7010)
Faosimils No. (41-22) 740-1436 Telephone No. (41 8448 M
Form PCTARAD {July 1858) 00685402
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

De In OFICINA INTERNACIONAL

PCT A
ZELANO, Anthony J.

Notificacién concemnients al Mien, Whits, Zelano & Branigan, P.C.
envio o transmisién del Sults 1400 o nigan
Documento de prioridad Arfington Courthouse Plaza 1

Clarendon Boulevard
(instruccianes Administratives PCT, seccién 411) Qnénﬂtan VA 2201
Facha de envio (dia/mes/afio):
16 de Junio de 2003 (16.08.03)

[Referencla del solickante o del agente:
NOTIFICACION IMPORTANTE
BERLX 282 WO _ _

Solicitud Intemacional N*: Fecha de presentacion (dia/mes/afio):

| PCT/US 03/13522 _ 30 de abril ds 2003 (30.04.03)
Fecha de publicacidn intamacional (dis/mes/afio). Facha de priorklad (dia/mea/afio):

| Adn sin publicar 01 de mayo de 2002 (01.03.02)
Solicitants:

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT ot al.

1.  Sa notifica al soliciunte por medio de ls presents de la fecha de recepcidn (axcapto cuando aparecan ias istrus
"NR" sn la columna derecha) por la Oficina Intsmecional del{los) documento(s) que sa refleran a la{s)
solicihud(es) anterior(es) Indicade(s) abejo. En tanto no aparazca un astsrisco prdximo a a la fecha de recapeién o
laa loiras "NR" an ia columna derecha, el documento de prioridad concamiente ha sido enviado o tanamitida a la
Oficina Intemacions!, sn cumplimiento da ks PCT 17.1(a) o (b).

2. Ests schaliza y reemplaza cualquier notificacidn enterior concemients al envio o tranamisién de documentns de
prioridad.

3.  Un asterisco que aparecs priximo a la facha de recapcidn, en la columna de la derecha, dencta un documanto
de priorkind enviado o transmitkio a la Oficina Intemacional pero qus no cumpla con ia regla PCT 17.1(a) o (b).
En tal caso, In atencidn dal solickants se debe dirigir a Ia regin 17.1{c), que esinblece que un omganiamo no
deaignado debe pasar por alio la relvindicacidn de priorided antes da dar al solictents una oportunkiad, al antrar
en la fass nacional, da suministrar ol documanio de priorikiad en un iempo limite razonable con las
clreunstanciss.

4. Las lotras "NR" que sparecan en & columna derecha denotan un documento de prioridad que no fus recbido por
Ia Oficina Intemacional o del qua el sobcitante no requirié a is Oficine Receptora que lo prepare y irmmamita a la
Oficina Inemacional, como asiablece la regla 17.1(s) o (b), respectivaments. En tal caso, la atencién del
solickants s debe dirighr a la regia 17.1(0), qua sstablace que un crganiamo no daaignado dabe pasar por alto is
relvindicacidn de priorided antes de dar al salicitants una oportunidad, al enirar en la fase necionel, de suministrar
ol documento de prioridad en un tempo limite mzoneble con las circunatanciss.

Eacha de Prioridsd Soficiud de Priorided Pala u Oficine Regional  Eecha de Receocién o del
uOficins mecantora del PCT  Dacumanto de Priorkied
01 de mayo de 2002 60/378,508 EEUU. 05 de junio de 2003
(01.05.02) (05.08.03)
{a Oficina Intemacional da WIPO Funcionario eutorizado:
34, chamin des Colombaites
1211 Geneva 20, Sulza Junko TAKEUCHI (Fax 338 7010)

Facsimil N°; (41-22) 740-1433 Teléfono N* (41-22) 338 8448
Formulario PCTAB/304 (uilo 1868) 005804028



SPERTHUSTRIA ¥
. . Radicacion : QALISSHD RSES2HR Folinsy 266
HiT @ BO0L78089-2 oy (mam): PEOA-11-T5 10:97524

Trcite 1 OLI FCT-PATENT 379 FASE NAZT 411 PRESENTE
Devendencias BECB BIVISICH DE MIEURS CREACTONES

RECIED OFICIAL DE CAJA : 04 - %1,21)
FECHA ¢ MNOVIEMBRE 24 DE 2004
fiext CONSIGNACTION xitust
DEPOSITANTE TIPD PAED BANCO CUENTA Ho. PABD FECHA PED Vr. PABD
-.E.IlSTIWﬂ HOLLWAN CONSIGNACION  BANCD POPULAR  050-00130-b DEL48 2471172004 b,b51,000.00
fxxix C 0 M C EPT G NN
CANT. RENTISTICO CONCEPTD TOTAL COMCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. OE PATEWTE DE INM £22,000.0

TOTAL $ £22,000.00

SoM:  CUATROCIEWTOS VEIKTIDDS MIL PESOS

.

Q\.m6~: YA R X2

I

RECIBD DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE No.




el

[ ! i | . [é"4
. § : .
c : ! SFERIDETRI ¥ CTZRCI0
P | Redicecicn 1 GILISED 32emeny Folioes 256
, | ;mum BOB4-11-25 11307524
. [ B L~ t 81 peT
. L 4 i ! Fepuxdeecia; 2008 IW-I:IME‘E";E l:’gv:nﬂué;l e
', 3 i '
1) REQUI%ITOS Lecesnmoq PARA PRESENTAIIION[Y AG'ILIZAClG)N DEL. i
E h ’ A
, . . TRAMITE |
E P | '
_i ; ! Usua;uo RADICADOR
| .
PARENTE DE INVENCION / MODELO DE UTILIDAD ( } (A
‘Thcicacion IIELIN se wiclla la.conceskin de lm palmie ' () I ( j !
afos de idenjificacion gel soligilants a de la hemna que se presenta Ia solicitud. - { ) , {~). ‘
sclmclm?rzla inyencion. » \ Y0 (4
Y- Dibujus de ser estos partinentds.X | i ) t) ( ’(
' omprubame‘ de Pago de las {asas lslablecldas "
COBPLETA :_ ( )y } : INCOMF;,I}E AL, . ().
. , v, 1 3 Paof .
*]DISENO INDUSTRIAL ( ) o :
'1- m:hc:a::l(m= que sé solicita el reg-sfro de Diseiio Industrial )i () '
- tos de Ifc:tlﬂcaclbn dél sollcltanle ode ll persona que pmpntn o )l () - 4
- Jla solicitu '. .
- [Representdcion graﬂcaoiowg.ml-.a dol Disefio Indusirial o mifestra del ! f
aterial que Incorpora el disefio. () { )
omprobahte de pago de las fasas eétablecidas ( ) () '
OMPLETA  (: ) : mcowperal () . ()|
} ' ; |
' ) : g '
[ESpuEmA DETRAZADO () 1 |
- | Indicacion de que s'o icitael reglslro"de un.Esquema de trazado. { ) ()
- | Datos de Igentificaclon del solciiant@ o de la persona que presenta : '
La solicitud. ! { ) ()
ﬁ g Representacion grafica del esquema de trazado ! () ()
' ! Comprobdnte de pago de las tasas esiablecldas ‘ {) ().
: coum.m ) INCOMPLETA () ()
; |
Firma Recponsable C‘QUd‘G nﬂ Newq. i

“8 Fecha: l

[ e - e W

T

I\ BN g e #H i
:“‘.ncl H-ru ' Do
_‘- - []
el 1' _.!.. F] |'_ | 'l .
AT ., \‘ A !l ' |
"g . :"', Vo ! i! 1 \
- . L J I
v, 1 1 :
R B |
o ' i ' i
f-'-: ol 1 e ! . '
¢ w8 : i i H
KRR TR PNt A b ',,: - I
1. L :li:-_ LR ' H 4 3
.. ) .'i' w ) ‘ . I.l l '

et ey



Industria y Comercio

e o el e g g S e A R y—

SUPERINTENDENCIA

2020
Bogotd D C
Doctor(a) A
GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO 114 8
Apoderado(a) = 2
SCGERING AG
REFERENCIA: Radicacion N° 04-118560
Solicitud internacional PCT/US03/113522
Fecha inicio fase nacional 2004-12-01
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decisibn 486 de la Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

o En caso que el examen preliminar contenga anexos estos deben ser
adjuntados junto con su traduccién.

En cumplimiento de lo dispuesio por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
def capitulo quinto del titulo primen;o de {a Circular Unica N°® 10 de 2001.
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ALIX CARME CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Division de Nuevas Creaciones.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha,
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