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PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
D SOLICITUD DE :
X Patents de invencion. [_] Patente de Modelo de Utiidad.

|| Capitubo 1. X Capitulo Il. y

Nombre: SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

ANTE IDENTIFICACION
souc(rrr“ Direccion; HUllerstrasse 178
D-13342 Berlin, Alemania ¢cc [ NT (]

Nacionalidad o Domicilio:* Ber11n, Alemania :
Lugar de Constitucion: Alemanta’ CE. [] g:::l L]

Teléfono: Fax:
E-malk Namero

Nombre: GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO IDENTIFICACION

REPRESENTANTE
OAPODERADO | Direccion Cra. 11* No. 94-76 - OF. 308 cc. X N7 []

CE [ o X
Cual
Teléfono: 6161948 Fax: 6163976
E-mail: Namero 2.878.023 TP 5903

@ Nombra: LIGHT David -

'""E"ngﬁs’ Direccién 614 South Freemont Street,

Nacionalidad o Domicilio: San Mateo, CA 94402 Estados Unidos

® PcT (86)

Solicitud Intemacional No.  PCT/US03/13521 Fecha Abr{il 30 de 2003

Publicacion Intemacional No. WO 03/093422 A2 Fecha Noviembre 13 de 2003

® Titulo (54) NUEVOS ANTICUERPOS DIRIGIDOS CONTRA FACTORES TISULARES COMO
ANTICOAGULANTES.

@ Clasificacion internacional (51) C128 ( ARIE DY /D)
(33) Pals de Origen
Estados Unidos |Mayo 1, 2002 | _60/376,666

(31) Numero de Soficitud

Comprobante de pago No. ' Fecha

Instrucciones para el difigenciamiento del presente formulario , ver reverso de esta pagina.
e85




ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacin de la solicitud

Documento que acredita existencia y representacion legal cuando el solicitants sea persona juridica.
Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesin del Inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

Copla de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccin de la solicitud intemnacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen prefiminar intemnacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen Preliminar (IPEA).
Traduccidn del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de 8cceso.

De ser el caso, documento que acredite ia ficancia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades Indigenas

De ser ol caso, carﬁﬁcadodedepodbdelmﬂlarhlbiologim

Arte final 12x12, _

De ser el caso, Mmﬁaoﬁmwﬁﬂudepabnboﬂhbsobhnﬂmmalaﬁanpmmrdmmoww
0 Su causants, relacionadas parcial o totalmente con ka invencién de esta soficitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.

Otros Reporte de Blsqueda Internacionsl.

@
L
L]
[X]
[x]
[X]
[X]
Ll
L
]
Ll
L
Ll
[x]

(12) Soliclto la conceslén de la patente,

Instrucciones para el dlligenciamiento del presents formulario , ver reverso de I_




Continuacién nombre, direccién y domicilio de inventores:

Nom Direceidn Domicilio
MCLEAN Kirk 291 Capricorn Avenue, Osakland, CA 94611
Estados Unidos



LR -

Otros ahaxos que s acompafan a la sollcitud.

L

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
transmisién del documento de prioridad.*

Copia formulario PCT/IB/301 correspondiente a la notificacién de recibo de la copia de
archivo copia del informe de blisqueda internacional.
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

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

El suscrito ENCARGADO DE LAS FUNCICNES CONSULARES DEL
CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA EN BERLIN, Reptblica
. 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
documentoc aparecen como Suyos son los que usa Yy
acostumbra en sus actos oficiales.

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

3. Que los sefllores UNE HARTMANN y WALTER KLOSE quienes
firmaron el poder que precede, estan autorizados para
representarla en este acto y otorgar el certificado.

El Encargade de 1las Funciones Consulares no asume
responsabilidad alguna por el contenido del documente.

- GE NE e
i ) ..Endargado de las Funcioneas
EN % Lo Consulares

e ,..J
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PARA PATENTES, MARCAS Y LICENCIAS FARMACEUTICAS

FOR PATENTS, TRADE MARKS AND PHARMACEUTICAL LICENSES

Ths undarsignsd

aoling o& babalf of and reprassuting

bersby appeint/s

demicilisd In Bogois, Republio of Colombia.

AR gur irus ARd legal AttoTusys with the Decessary powers; 1)
10 apply to tha sdminiatrative. judicial and police autharitias
of the Mapublic of Colombis, in any Instancs or appeal,
f obtainiag lattar patents, Industrial designs and modela,
Lndesmark reglatraiions, regisiration of commaercial names sa
well as thelir assignmants, eatensions. renswala and changes
of aame; 1) to prepare, apply for. oblaln, sxscuts and reglatar
cqontracis, licanaes, authorizations and registrations of
any kind; 3) intervens as plaintiffs or defendants. in
any natance of appeal, befnrs any judge, ecuit, tribunal,
corparhiicn, pueldic afficas or authority In any Judiclal,
adminiatrativa ar polics sction, such sa: actions desling
with comercial names; oppositions against trademark
registrationd; caducity and nullity sctions; recovery actlans.
actiouns arising from obtsinment and exploitatisns of
licsnams; actions desling with unfair competition; ctiminal
actinns: actims ciaiming indemnity for camages; clalms or
rERMES oR Ppatant applications. indusirial designs and
madals: the pwformanes of precautionary meldures, and
o any sther similar action, neasuros or Appedls relatsd
8 lndustrial property mattars.

To thia affect. I {ww) hemby authorise him (them) to
file spplications,. maks descripitions, amesdments, prolesta,
fsclarations, oppositions, cancslistions, appeals and claims;
ta pay Wa3ss, qQuotas and llens as provided by law; to
waive Of alandon grantsd rights or righta In process of
bolag granted, o0 recsive all kind of documents and
sscurities; 10 lssus the respectiva relsasss and, in genaral,
e take, befare sald authoritlss, pertinent stapa w the
above mentioned purposss and take all messurss he (they)
may dests comvinisut to protact my {our) Intsrests, with
all' othar' messesary ‘lagal’ facuulties, ‘and I (we) hereby
declars as good and walid whatever the attormays should
da 9 my {(our) bemefit.

Thia power comprises tha authorily 1o retity or comflrm
o0 my (our) behalf any actions as well s the faculty of
rsoslving. daisting, transacting. comprimising, subsiituting
and revoling substitutions, taxing notifications snd appeint-
ing judicial or axtmajudieial attarnaya.

Bigmed in

On this day of 10

i

SCHFRING AKTTENGESELLSCHAFT -

PRI ..

Yoinoastros)

br. Uwe Hartmann y Dr. Nalter Klose

obTandc & nambre y represantaclén de

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

con domicllio en

Millerstr. 178
D-13353 Berlin / Germany
nembro{amos} "

GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO y/o
LUIS PATINO LEYVA

domicllindais) sn Bogotd, Reprihlica de Colombia, sn
CI‘I. llA NO. 9“-76 - Of. 3w

apoderndos verdaderos y legnles con poder aspecial amplis
¥y Suficisnts: 1) Farn recabar de las oficlnas y auiloridades
solombisnss, sdministrativas, judiciales ¥ da policia, sn
cualquier Instandia o recurso, Is ebtanciin de patentes de
invencién, ds cdibujos y modslos Industriaies, registrs de
marcas, depdsito da Bambres comareislss y cnsafias, Aef
COMo Sus Lraspasss, prkTogad, renovaciones y eamblos de
nembre; 12) elaborar, tramitar, solicitar, obtsher, vealimar,
ajscutar y registrar contrstos, lemnciag, sutorisaciones y
regisiros de cualesguisra clssms: 3) Intervenir coms deman-
danis o como demandado s cualjuier lnstancia y recurma
7 anta cualquier jJins. sntided, corporacidn, funelraario
pldblies 0 autoridad an Scciofies Judigiales. sdministrativas
¥ da puolicia, tales comn acciones derivadas del nomure eo-
marcial, oposicidn sl rajgisiro de marcas; acclonws dy eadu-
eldad y nulidad; acciones reivindlcatoriss: ssclones darivadss
da Ia obteucién o expiotaciin de licsncias; asriones de comn-
potoncia dasienl: detishdas pensles ¥ elviles: saclomas de
indambimcidn de perjuicios, reclamos u ohsarvasiones s soll-
eltudes da patantas, modslos y dibujos imdustrinles; sk al
ajeraieio de medidas cautalares ¥ en otrus Sculomes, medidas
S resurss smilares relacionsdos con la propisdad industrisl.

A owta afecto, lo(a) faculto{aracs) para elavar solicituudes,
formulsr descripclonas, snmiendss, protostas, declarscishes,
oposicianes, cancalasiones. apelaciones y reclamcs: pagar Im-
puastos. cvoior ¥ gravijianas preecriios. por & 1e¥; ranuncler
o desisiir a derschos conesdidom © cn curso de eoacsslon:
reciblir tods clasa de documentos ¥ valores dando el deanaryo
respactive, ¥. a0 general, pars dar ants dichus sutoridades
todos los pasos necesarios sl cfaclo ndleado y tomer todes
ias medidas que creysren comducentes &l reaguardo 4o mis
(nusstros) interssss, con todas Ias demia Iwsultades mece-
sarias, y pOr eita dotumanio desds abhars declaro{ames)
vilide § bueno loda cuanto Jos spoderedos hicleren en mi
inuestro benaficle.

50 In Iacullad de

o sitrajudiciyi
HMmado an

PP&.

Uog



CONSULAR CERTIFICATION
COMPANIES

The undamigned Consul cortifiss: that the preceding
signatursis) raading

is (me) nuthentie; thet the siguner(s) at prisent f0is
(fil) the position of

that ha (they) I (are) ampowersd to grant this power;
and that maid company exists and is organized in ~

Al the foregoing fscts are known to the Conml dus to
his baving examinsd ths reapsctivn doguments to which
ha, ths Comsul, attasts,

4

-
/
/n

CERTIFICACION CONSULAR
BSOCIEDADES

H Infraperito Cinsul ecortifica: qus la(n) firmats) qus
antsepde(n) y dice(n)

safson) nauténticafs); gue el(lea) aignataricis} demmpe-
fia(n} sctunlments el{los) eargo(s) de

que tlens(n) facultad pars otorgar ewts podar; 7 qus dichs
compafiis existe ¥y estd crganizada en

conforme s las lryws de

Todos 1o heclum antgriores le corsten, pur haber sxami-
nado los documanios rvipertivos ¥ Ge wde clio da fe. t

Y
\

Flimado en ‘

Signed in

Oon this day of




fue

Die vorstehenden, heute vor mir gefertigten Unterschriften der mir persénlich bekannten
Prokuristen,

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

- beide geschaftsansassig in 13353 Berlin,
Millerstraile 178 -,

baglaubige ich hiarmit.

Zugleich bescheinige ich aufgrund des mir vorliegenden beglaubigten
Handelsregisterauszuges zum Aktenzeichen 93 HRB 283 des Amisgerichts Berlin-
Charlottenburg vom 17. Juni 1999, daB die vorgenannten Herren als Prokuristen
gemeainsam zur Vertretung der Schering Aktieangesellschaft, Berfin, barachtigt sind.

Iich habe den Betelligten das Mitwirkungsverbot des § 3 Abs. 1 Nr. 7 BeurkG erlautert
Meine Frage, ob eine meine Mitwirkung an dei Amishandlung ausschlieRende
Vorbefassung vorllege, wurde von den Beteiligten vemeint.

Beriin, den 11. August 1999
Urkundenrolle-Nr. 856/1868

AN T SN
‘\ AN ' f
N N ‘@\/‘ L C
o tarin
' \& . -
! Kostenrechnung \
§§ 141, 154 KostO /
Gesch rt: 20.000,00 DM
,. Beglaubigungsgebiahr §451 25,00 DM
, Wegegebohr § 58 25,00 DM
f Gebahr fr Vertretungsbescheinigung § 150 25,00 DM
‘ 16 % Mehrwertsteuer 12,00 DM
8200 DM

Qive!

Notarin
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Die Echtheit vorstehender Unterschrift der Notarin

Elisabeth Quack

in Berlin und die Echtheit des belgedrickten Dienstsiegels werden
hiermit bestdtigt. Zugleich wird bheacheinigt, da8 die Vorgenannte

zur Vornahme der Amtshandlung gesetzlich befugt war.
Berlin, den 17. August 1999

’
Der Prasmeﬂ des Landgerichts

o
Im Aufi,=ge -

o4

QQ\\%)@ v

(Ge\‘tferdt)

Richterin am Landgericht

\

9101 E-F. 2233/99

Geblhr: 25,00 DM
gezahlt
CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
B ’ .
erlin, den 17. August 1999 e, 23 ﬂ——'h-aﬂ(ﬂ
%, El suscriio Consvl Goneral de Colombis CERTIFICA:

Jubis .. | mThE Qun_&_f_‘#!‘.'.‘.!.lf ______ que auloriza of
presonie ejarca logaimenia en & facha ol exprasada
kon bonciones S2LC0798cle ol Phes sliuie
et _ibanal. 2 gazsg.{...éc.ﬁ. x7773
y qua la firmu y woflo qua on al documenio como Wyos

sor los Yuw uaii y oeosruRbid un sus aclos oficlales.
El Clisul 16 caume responsansiiod alguna par of contenido

O IMPUESTO DE TIMBRE ’

EEANCHOS ﬁouguun.eay
r ‘ "t
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Traduccidn oficial del alem3n de la notarizacidn (Registro
Notarial No. 656/1999) y de la legalizacidn de firmas corres-
pondientes al poder de la compafila SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

domiciliada D-13353 Berlin, Repiiblica Federal de Alemania.

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

1. Dr. Uwe Hartmann,

2. Dr. Walter Klose,
ambos con domicilio de negocios en Hullerstrasse 178, 13353

Berlin, y conocidos personalmente por la suscrita Notaria.

Al mismo tiempo, con base en el extracto autenticado del Re-
gistro Comercial HRB 283 Acta 93 del Juzgado Municipal de
gerlin- Charlottenburg fechado el 17 de Junio de 1999, certi-
fico que los mencionados Seifiores en su calidad de Apoderados

estdn autorizados para representar cenjuntamente a la compaiiia

Schering Aktiengesellschait domiciliada en Berlin.

Yo les expliqué a los involucrados las prohibicidén de co-par
ticipacidén descrita en el Ariticulo 3 Inciso 1 Numeral 7 de la
Ley de Certificaciones HWotariales. Ellos contestaron negati-

vamente mi pregunta acerca de si existia una pro'ﬁ -]

Berlin, Agosto 11 de 1999

Registro Notarial No. 656/1999

Elisabeth Quack, Notaria en Berli

(Firma y Selle Oficial) o



Nota de gastos:

Articulos 141, 154 Disposicidn de Impuestos

Valor del negqgocio: 20.000,-- DI

Derechos por autenticacidn Articulo 451 25,00 DM
Derechos por concepto de porte Articulo 58 25,00 DM
Derechos por Cert. de Representacidn Art. 150 25,00 DM
16% Impuesto sobre el Valor Agregado 12,00 DM

Total: 87,00 DM

Elisabeth Quack, Notarila (firma)

Se confirma la autenticidad de la firma gque 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 mencicnada se en-
contraba legalmente autorizada para la ejecucidén de ese acto

’oficial.

Berlin, 17 de Agosto de 1999

Getferdt, Representante del Presidente Tribunal Regional

{Firma y Sello Oficial)

910 E-F. 2233/99

Impuesto: 25,00 DM pagado

Berlin, 17 de Agosto de 1999

La inspectora de Impuestos (firma ilegible)

El documento traducido del alemén fue 1egalizado',

bajo el HNo. 322052 y bajo el No. 322053 el 14 de

Octubre de 1999 en la Oficina de Legalizaciones d

Ministerio de Relaciones Exteriores. 2{ L:L-

ADOLF WATZKE

Traduetor Ofielal
Res. 8423 Minjyass, -
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b6 & COLOMBIA

DOCUMENTO DE CESION
ASSIGNMENT DOCUMENT

Los suscritos, -
{Wa, the undersigned)

1) DAVID LIGHT
con domiclllo en San Mateo, Callfornia, Estados Unidos de América
(domiciled In)

2) KIRK MCLEAN

con domicllio en Oakland, California, Estados Unidos de Ameérica
{domiciled in)

declaramos que somos los inventores de la invencién que lieva el titulo
{declare that we are the inventors of the invention titled)
NOVEL TISSUE FACTOR TARGETED ANTIBODIES 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 attachme ) Berlin, Alemania

LY

1) 2) Z/'L__,/

/70



. APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

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

4. bears the seal/stamp of MARY ANN J. FLORES, Nolary Public,
State of California

|
|
|
1. Country: United States of America

CERTIFIED
5. At Sacramento, California
6. the 5th day of November 2004
7. by Deputy Secretary of Slate, State of California
8. No. 215040
9. Seal/Stamp:

10. Signature

KEVIN SHELLEY

Secret of State
DAM :

NP-24 A (REV. 1-03)



to be the person{e) whose name(e}-ls/sre—
subscribed to the within Instrument and

acknowledged to me that he/shafkay executed
the same In his/hentheir— authorized
capacityfies), and that by his/henthel
signature{s} on the Inatrument the parson{a); or
the entity upon behalf of which the person(s}-
acted, exacuted the Instrument.

Thouph the information below s not required by lew, & mey prove valushle io persons ralying on the documant and could provent
frauckdont romoval and reatischment of this form io another document.

Description of Attached Document
Tite or Type of Document: e 75 7Y &ngéd—ﬁ-‘ﬂww

Document Date: Number of Pages:

Signer{s) Other Than Named Above:

Capacity(les) Claimed by Signer
Signer's Name:

0O ingividual

0O Corporate Officer — Title(s):
D Partner — [ Limited O General
O Attorney-in-Fact

O Trustee

0O QGuardian or Conservator

0O Other:

Signer s Represanting:

© 1995 Mutional Notery Associaleon = S350 De Soio Ave., P.O. Bux 3402 « Cwlewesth, CA §1313-0402 » www nafiorainolary arg Prad. No. SX7 Reaniar: Call Tal-Free 1-S0-078-087

ey



SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

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 Califomia
4. bears the seal/stamp of ALISHIA L. ROWE-BABB, Notary Pubilic,

© 8 N & O

State of California

CERTIFIED
At Sacramento, California
the 5th day of November 2004
by Deputy Secrelary of State, Stale of Califomnia
No. 215042
Seal/Stamp:

10. Signature

Ve

KEVIN SHELLEY

Secret of State
BYAQM
[

NP-24 A (REV. 1.03)
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State of Califonia }

County of ( 'antq Costa.
mmm#mmwo_&m
Date ‘Masme ond Thin of Qicer (.5, “Jane Do, Notry Public’)

personally appeared DGDICL_ L_.! SVT"

Wi o graria)

1 parsonally known to me

" proved to me on the basls of satisfactory
evidence

to be the person(s) whose name(s) is/are
subscribed to the within instrument and
acknowledged to me that he/sha/they exacuted
the same In hishertheir authorized
capacity(les), and that by his/herithelr
signature(s) on the instrument the person(s), or
the entity upon behalf of which the person{s)

Though the information bolow & not required by iaw, i may prove valusile i parsons ralying on the documant and could prevent
fraudkalent remowal and rexifsciment of this form to another documnent.

Description“af Attached Document /
Tiie or Typa of Documal

Document Date: /Number of Pages:
Signer(s) Other Than Named Abova\

Capacity(ies) Claimed by Signer

Signer's Name:

O Incividual
D Corporate Officer — Title{s):

I:! Partner — [0 Umited [0 Ge
0 Quardlan or Con O\/W
O Olhor

@ 1990 Nalicre! Notery Associalion = 6380 De Soto Ava., P.O. Box 2402 » Chaleseth, CA 81313-2402 » s rasionainniary g Peodl. Mo 3807 Fmoxier: Call Tol-Fras 1-800-878-0K07
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O 03/093422 A2

a'c n‘-*"

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

(19) Worid Intellectual Property Organtzation
International Buresn

(43) International Publication Date
13 November 2003 (13.11.2003)

PCT

(10) International Publication Number
WO 03/093422 A2

(51) International Patent Classification”: CI2N
(21) Intermational Application Number: PCT/USQY/13521
(32) International Filing Date: 30 Apell 2003 (30.04.2003)

(25) Filing Languags: Hnglish
(26) Poblication Language: English
(30) Priority Daia:

60/376,566 1 May 2002 (01.052002) US

(71) Applicant (for all designated Siates excapt US)s SCHER-
ING AKTIENGESELLSCHAFT [DE/DE]; D-13342
BERLIN (DE)-

(72) Ioveniors; and

(75) Inoventors/Applicants (or US only): LIGHT, Devid
[US/US]; 614 Sonth Freemont Street, San Malro, CA
944072 (US). MCLEAN, Kirk [US/US]; 291 Capricom
Avame, Oskland, CA 94611 (US). .

(74) Agenis: ZELANO, Authomy, J. et al.; Millen, White, Ze-
lano & Branigan, P.C., Arlington Coarthouse Plaza 1, Suite
1400, 2200 Clarendon Boulevard, Arlington, VA 22201
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NOVEL TISSUE FACTOR TARGETED ANTIBODIES AS ANTICOAGULANTS

BACKGROUND

Maintaining the proper balance between procoagulant and anticoagulant activity within
blood vessels is essential for normal hemostasis (Davie, E.W. ot al. (1991) Biochemistry,
30{43):10363-10370). Perturbing the balance toward coagulation leads to thrombosis, which
can cause heart attack, stroke, puimonary embolism, and venous thrombosis. There is a need
for more effective and safer anticoagulants for the treatment of specific thrombotic disorders.

Tissue factor ("TF"} Is a transmembrane glycoproteln that Is the major initlator of the
coagulation cascade (Nemerson, Y. (1895) Thromb. Haemost. 74{1):180-184). Under normal
physiological conditions active TF is not in contact with blood. During vascular Injury, exposure
1o blood of subendothefial TF and collagen leads to activation of coagulation factors and
platelets and subsequently to hemostatic piug formation. Exposed TF acts as a cofactor for the
factor Vila ("FVlla®) catalyzed activation of factor IX (“FIX") and factor X ("FX"), critical
components of the intrinsic tenase and prothrombinase complexes, respectively. This leads to
rapid formation of FXa and thrombin. Thrombin then cleaves flbrinogen to fibrin, which
subsequently polymerizes to form the fibrin clot. The inappropriate Induction of TF expression
in a variety of clinical settings can lead to life threatening thrombosis and/or contribute to
pathological complications. TF exposure following plaque rupture Is belleved to be responsible
for thrombotic occlusion leading to acute myocardlal infarction and stroke. in these settings,
proinflammatory signaling pathways activated by coagulation 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 associated
with restenosis. TF overexpression in cancer and gram-negative sepslé laads to life
threatening thrombosis and activation of inflammatory pathways.

The FVila/TF complex is Involved In the pathogenic mechanism In a varisty of
thrombotic diseases and the circulating level of TF Is a risk factor for certain patients. Fvila
and TF play unique roles in vascular injury in maintaining hemostasis and Inlifating thromboals.
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TF is expressed in the adventitia normally, but is upregulated and expressed inappropriately in
the media and neointima in vascular disease. TF expression in atherosclerotic plagues is
increased and shielded from the blood by a thin fibrous cap that may rupture to expose TF.
Surgical interventions such as balloon angioplasty, stenting, or endartereclomy damage the
vessel wall and expose underlying TF. In the atherosclerotic, lipid-rich, thin-walled plaque,
spontaneous ruplure or endothelial erosion leads to TF exposure and thrombosls, resulting In
unstable angina and myocardial infarction. TF can circulate in cell-derived microparticles and
circulating TF levels are elevated in unstable angina, suggesting that this circulating TF may
contribute to thrombus formation (Soejima, H. et al. (1999) Circulation 99(22):2908-2913).
Often cancer is associated with a hypercoagulable state atlributed to overexpression of TF on
tumor cells. This predisposes the patient to deep vein thrombosis, pulmonary embolism and
low grade disseminated intravascular coagulation ("DIC"). DIC results in micravascular fibrin
deposition contributing to muiti-organ failure.

Protein based anticoagulants that target TF include TF neutralizing antibodles, active
site inhibited factor Vlla ("FVllai"), tissue factor pathway inhibitor ("TFPI"), and Nematode
anticoagulant protein ("NAPC2"). Resuits from acute arterial injury models of thrombosis
indicata that protein based inhibitors of FVIIa/TF are effective antithrombotics, with less
bleeding compared to heparin, direct thrombin inhibltors, platelet Inhibitors, and FXa inhibitors
(Himber, J. et al. (2001) Thromb. Haemost. 85:475-481; Harker, L.A. ot al. {1885) Thromb.
Haemost. 74(1):464-472. In addition, FVIIa/TF inhlbltion is superior to other anticoagulants
{e.g., heparin, FXa Inhibitors} in preventing neointimal thickening and vascular stenosis
following balloon injury (Jang, Y. et al. (1995) Circulation 92(10):3041-3050).

Inhibition of TF, FVila or the FVIla/TF complex is an efficacious antithrombotic approach
for preventing DIC and reducing mortality in expefrimental models of sepsis. TFP! analogs
prevent both thromboplastin and endotoxin-induced DIC in rabbits (Day, K.C. et &/. (18980)
Blood 76:1538-1545; Bregengard, C. et al. (1993) Blood Coagul. Fibrinolysis 4.699-706).
Maonoclonal antibodies against FVila (Biemond, B.J. et al. (1995) Thromb. Haemost. 73:223-
230) or (Levi, M. et al. (1994) J. Cliin. Invest. 93:114-120) prevent sndotoxindnduced DIC In
monkeys. TF neutrallzing antibedies, FVlial, and TFPI, inhibit DIC and reduce mortality In a
baboon model of E. colHnduced sepsis (Creasey, A.A. of al. (1993) J. Clin. Invest. 91:2850-
2860; Taylor, F.B. et al. (1991a) Blood 78:3684-368; Taylor, F.B. et al. (1991b) Circ. Shock
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33:127-134; Taylor, F.B. (1996) Haemostasis Supp!. 1 26:83-91). Both free FXa and the
FVIla/TF/FXa complex are known to Induce the production of proinflammatory cytokines that
are associated with an increased risk of death In patients with sepsis (Riewald, M. ot af. (2001)
Proc. Matl. Acad. Sci. USA 98:7742-7747). Interestingly, FVilai was shown (o lower plasma
levels of IL-8 and IL-8 in the baboon model (Taylor, F.B. et al. (1998) Blood 81:1609-1815),
suggesting that FVIla/TF inhibition may have additional antiinflammatory sffects not shared by
other anticoagulant machanisms,

Several antibodies that are effeclive anticoagulants, which bind to and neutralize either
TF or the FVIla/TF complex or both, have been described (see e.g., Carson, S.D. et al. (1985)
Blood 66(1):152-156; Tanaka, H. et al. (1985) Thromb. Res, 40(6).745-756; Kirchhofer, D. e! al.
(2000) Throomb. Haemost. 84(6);,1072-1081; Kirchhofer, D. et al. {2001) Biochemistry
40(3).675-682; Faelber, K. et al. (2001) J. Mol. Biol. 313:83-87, and U.S. Patent Nos.
5,506,134, 5,986,085, and 6,274,142). The TF targeted antibodles of the present invention are
effective anticoagulants that have improved characteristics over previously described TF
antibodies. In particular, the antibodies of the invention bind with greater affinity to the FVila/TF
complex than to TF alone, and are non-competitive with FVil or FX for binding to TF.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides antlbodies, which act as anticoagulants, that bind with
greater affinlty to the factor Vilaftissue factor ("FVlia/TF") complex than to tissue factor ("TF")
alone. In one embodiment, the antibodies of the Invention bind with at least 2-fold greater
affinity to the FV11a/TF complex than to TF alone, as measured In a microcalorimtery assay. In
a preferred embodiment, the antibodies of the invention bind with at least 5-fold greater affinity
to the FVIla/TF complex than to TF alone. In @ more preferred embodiment, the antibodies of
the invention bind with at least 10-fold greater affinity to the FVila/TF complex than to TF alone.
In another embodiment, the antibodies of the Invention do not compete for binding to TF with
one or more coagulation factors selected from the group consisting of factors Vil ("FVII™), IX
("FIX"), and X ("FX"). In a preferred embodiment, tha antibodies of the Invention do not
compete for binding to TF with FVIl and with FX. In a more preferred embodiment, the
antibodles of the Invention bind with greater affinity to the FVila/TF complex than to TF alone -
and do not compets for binding to TF with FVIl and with FX.
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Also disclosed are methods of making the antlbodies of the invention, both recombinant
and synthatic.

DESCRIPTION OF THE FIGURES

Flgure 1. Activity of TF-binding single chain antibodies in the sTF/FViia peplide hydrolysis
assay. The sTF/FVlla peptide hydrolysis assay was performed as described under Example 4
using an equilibium mixture of FVila (5 nM) and sTF (10 nM), based on the affinity of FVila for
STF (Kpwppy = ~10 nM). Hydrolysis of the chromogenic peptide substrate S2266 was monitored
as described. Final concentrations of the bacterially expressed single chain antibodies, and the
control proteins FVilai (FVlla inactivated by a chloromethylketone peptide, PPACK) and
Mab#4504 (American Diagnostica), are indicated.

Figure 2. Binding of scFv(TF)3e10 to sTF increases the apparent affinity of sSTF-for FVila. The
sTF/FVila peptide hydrolysis assay was performed as described under Example 4 using 2 nM
FVilia In the presence and absence of 800 nM bactenlally expressed scFv(TF)3e10. The sTF
was titrated into the assay and the rate of cleavage of the chromogenic peptide substrate
52266 was determined. The Kp apparent for sTF was caiculated using a standard 4-parameter
fit.

Figure 3. Activity of TF-binding single chain antibodies In the prothrombin me (PT) assay.
The PT assay was perforrned as described under Example 4 using recombinant human
thromboplastin (Dade, inc.) containing full length human TF In phospholipld vesicles. Final
concentrations of the bacterlally expressed single chainh antibodies and the control protein
FVllai are indicated.

Flgure 4. Measurement of apparent binding affinity of scFv(TF)3810 for sTF. The sTF/FVlla
peptide hydrolysls assay was performed as described under Example 4 using 3 nM sTF and 2
nM FVlla. The concentration of sTF used was below the K for binding to FVlla. Bactedally
expressed scFv(TF)3e10 was added at increasing concentrations and the Increased rate of
reaction was used to determine the Ky apparent of this antibody for sTF using a standard 4-
parameter fit. The affinity of scFv(TF)3a10 for the sTF / FVlla complex (Ko = 65 nM) (s
greater than the affinity of scFv(TF)3e10 for sTF measured using BlAcore (Ko = 470 nM).

20
2
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Figure 5. Measurement of binding affinity of scFv(TF)3e10 for TF and the FVIla/TF complex.
The microcalorimetry assay was performed as described under Example 4 using scFv(TF)3e10
expressed in CHO cells. This assay shows that scFv(TF)3e10 has a ~20-fold greater affinity for
the sTF/FVila complex ("Compiex™) than for sTF {"Free TF").

Flgure 8. scFv(TF)3e10 dose dependently inhibits FX activation. The FX activation assay was
performed as described under Exampie 4 using increasing concentrations of bacterially
expressed scFv(TF)3e10, 250 nM FX, and the FVlla/TF complex on a phospholipid surface (10
pM FVlla). The ICg, represents the dose requirad to reach 50% maximum inhibition.

Figure 7. scFv(TF)3e10 noncompetitively inhibits FX activation by the FVIla/TF complex. The
FX activation assay was performed as described under Example 4 using bacterially expressed
scFv(TF)3e10, 25 nM to 400 nM FX, and the FVIia/TF complex on a phospholipid surface (10
pM FVlla). Increasing concentrations of scFv(TF)3e10 were titrated into the assay (0 nM, open
square; 0.25 nM, open dlamond; 0.74 nM, open triangle, 2.2 nM, open circle; 6.7 nM, filled
diamond, 20 nM, filled triangle). This Lineweaver-Burk plot of (1/[S], where S (substrate) =
factor X (uM); versus 1/v, where v (rate) = mOD/min from S§2222 hydrolysis by the FXa
produced during a 5 min interval) Indicates that scFv(TF)3e10 Is a noncompetitive inhibitor with
respect to the substrate, FX. All lines intercept on (or near) the x-axis as anticipated for a
noncompetitive inhibltor (for a competiiive inhibitor all lines would intercept on the y-axis).

Figure 8. scFv(TF)3e10 Is efficacious In an in vivo model of disseminated Intravascular
coagulation ("DIC"). The TF-antibody scFV(TF)3e10 expressed in CHO cells was evaluated in
the rat thromboembolism model described in Example & for (A) percent mortality and (B)
morbidity-mortality score. (A) In the vehicle-treated group, the dose of TF used resulted in 60%
lethality (LDgo). scFv(TF)3e10 at 0.7 nmol/kg had no impact on death, but at 7.0 nmolkg
reduced lethality to <40%. (B) In the vehicle-treated group, the in vivo dose of TF resulted in an
average morbidity-mortality score of 2.6. scFv(TF)3e10 at 0.7 nmol/kg had no impact on death
and little or no effect on respliratéry distress, but at 14 nmolkg, the average morbidity-mortality
score was reduced {o ~1.5,
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The antlcoagulant antibody of the present invention Is an antibody that binds with
greater affinity to the factor Vlla/tissue factor ("FVila/TF") complex than to tissue factor ("TF")
alone. The antibody of the invention binds with at least 2-fold greater affinity, preferably at least
5-fold greater affinily, and more preferably at least 10-fold greater affinity, to the FViia/TF
complex than to TF alone. The antibody of the invention also does not compets for binding fo
TF with one or more coagulation factors selected from the group consisting of factor VI
("FvII"), factor I1X ("FIX"). and factor X ("FX"). Preferably, the antibody of the invention does not
compete for binding to TF with FVil and with FX,

Definitions: .
In describing the present invention, the following terms are defined as Indicated below.

“Recombinant proteins or polypeptides” refer to proteins or polypeptides produced by
recombinant DNA techniques, i.e., producaed from cells, microblal or mammalian, transformed
by an exogenous DNA construct encoding the desired polypeptide. Proteins or polypeptides
expressed in most bacterial cultures will be free of glycan. Proteins or polypeptides expressed
In yeast may have a glycosylation pattern different from that expressed In marnmalian cells.

*Native” proteins or polypaptides refer to proteins or polypeplides recovered froma '
source occurring in nature. The term “native antibody” would Include naturally occurring
antibodles 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 confrol of appropriate
regulatory sequences. The boundaries of the coding sequence are detarmined by a start
codon at the 5§' N-terminus and a fransiation stop codon at the 3' C-terminus. A coding
sequence can Include prokaryotic sequences, cDNA from eukaryotic mRNA, genomic DNA
sequences from eukaryotic DNA, and synthetic DNA sequences. A transcription termination
sequence will usually be located 3’ to the coding sequence.

2¢
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"Nucleolide sequence” is a heteropolymer of deoxyribonucleotides (bases adenine,
guanine, thymine, or cytosine). DNA sequences encoding the antibodles of this inventlon can
be assembled from synthetic cONA-derived DNA fragments and short oligonucleotide 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, sequences may be
described herein according to the normal convention of giving only the sequence In the §' to 3'
direction along the nontranscribed strand of cONA.

“Recombinant expression vector” is a replicable DNA construct used either to amplify or
to exprass DNA encoding the antibodies 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 sysiems as
defined herein will express the antibodies upon induction of the reguiatory elements.

“Transformed host celis” refer to cells that have been transformed and transfectad 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 episomal 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 th'e chromosome replication.
This stability is demonstrated by the ability of the eukaryotic cell lines or cdlones to produce a
population of daughter cells containing the axogenous DNA

The terms “analog”, “fragment®, “derivative®, and “variant”, when referring to the
antibodies of this invention means analogs, fragments, derivatives, and variants of the
antibodles which retain substantially the same blological function or activity, as described
further below.

An "analog" inciudes a pro-polypeptide which includes within it, the amino acid
sequence of the antibody of this invention. The active antibody of this Invention can be deaved
from the additlonal amino acids that complete the pro-antibody molecule by natural, in vivo
processes or by procedures well known In the art such as by enzymatic or chemical cleavage.

2
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For example, the recombinant scFV(TF)3e10 polypeptide (SEQ ID NO:1) is axpressed as a 282
amino acld pro-polypeptide which is then processed In vivo to release the 264 amino acid active
mature polypeptide.

A “fragment” is a portion of the antibody of the invention that retains substantially simllar
functional activity, as shown in the in vitro assays disclosed herein as described further below.

A "derivative" includes all modifications to the antibodies of this Invention that
substiantially preserve the funclions disclosed herein and inciude additional structure and
aftendant function, e.g., PEGylated antibodies which have greater half-iife, and blotinylated
antibodies, as described further below. A derivative also inciudes N- or O-inked glycosylated
antibodies that can be generated by inserting N- or O-glycosylation sites Into the antibody
sequences by standard recombinant ONA technology.

"Substantially similar functional activity” and "substantially the same biological function
or activity” each means that the degrea of biological activity that is within about 30% to 100% or
more of that biclogical activity demonstrated by the polypeptide to which it s being compared
when the biological activity of each polypeptide is determined by the same procedure or assay.
For example, an antibody that has substantially simiiar functional activity to the antibody of
Example 1 (SEQ ID NO:1) is one that, when tested In the sTF/FVlla peptide hydrolysis and FX
activation assays described in Example 4, demonstrates the ability to bind to and neutralize the
FVIla/TF complex.

"Similarity” between two polypeptides Is determined by comparing the amino acld
sequence and its conserved amino acid substitutes of one polypeptide to the sequence of a
second polypeptide. Such conservative substitutions include those described abava in The
Atlas of Protein Sequence and Structurs 5 by Dayhoff (1878) and by Argos (1889) EMBO J.
8:778-785. For example, amino acids belonging to one of the foliowing groups represent
conservative changes:

-Ala, Pro, Gly, Gin, Asn, Ser, Thr
-Cys, Ser, Tyr, Thr;

-Val, llg, Leu, Met, Ala, Phe;
-Lys, Arg, His;

2¥
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-Phe, Tyr, Trp, His; and
-Asp, Glu.

“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 spitope of the
selectad target protein, for example, soluble TF ("sTF"). Typically, at least 6, 8, 10, or 12
contiguous amino aclds are required 1o form an epitope. However, epltopes which involve non-
contiguous amino acids may required more, e.g. at least 15, 25, or 50 amino acids.

All other technical terms used herein have the same meaning as is commonly used by
those skilled in the art lo which the present invention belongs.

Antibodies of the Invention and their Generatlon:
The anticoagulant antibodies of this invention bind with greater affinity to the factor

Vilatissue factor ("FVIla/TF") complex than to tissue factor ("TF") alone. In a preferred
embodiment, the antibodies of the invention bind with at least 2-fold greater affinity to the
FVila/TF complex than to TF alone, more preferably with at least 5-fold greater affinity, and still
more preferably with at least 10-fold greater affinity, as measured in a microcalorimtery assay.
In another preferred embodiment of this inventlon, the antibodies also do not compete with one
or more ceagulation faclors selected from the group consisting of factors Vil ("FVII"), IX ("FIX"),
and X ("FX") for binding to TF. In a more preferred embodiment, the antibodies of the invention
do not compete with FVil and with FX for binding to TF. In the most preferred smbodiment, the
antlbodies of the invention bind with greater affinity to the FVIla/TF complex than to TF alone
and do not compete for binding to TF with FVIl and with FX.

Generally speaking, an antébody that binds specifically to a selacted target protein (e.g.,
the FVIlla/TF complex or TF) provides a detection signal at least 5-, 10~, or 20- fold higher than
a detection signal provided with other proteins when used in an immunochemical assay.
Preferably, antibodies that bind specifically to the selected target protein do not detact other
proteins in immunochemical assays and can immunoprecipltate the target proteln from solution.

The selacted target protein can be used to immunize a mammal, such as a mouse, rat,
rabbit, guinea pig, monkey, or human to produce polycional antibodies. If desired, the target

-3 o
16



26

WO 03093422 pcTiUsoVIsT LY

protein can be conjugated to a carrier protein, such as bovine serum albumin, thyrogiobulin,
and keyhole limpet hemocyanin. Depending on the host specles, various adjuvants can be
used to increase the immunological response. Such adjuvants include, but are not limited to,
Freund’s adjuvant, mineral gels (e.g., aluminum hydroxide), and surface active substances
(e.g., lysolecithin, piuronic polyols, polyanions, peptides, oil emulsions, keyhole limpet
hemocyanin, and dinitrophencl). Among adjuvants used in humans, BCG (bacill Caimette-
Guerin) and Comybacterium parvurn are especlally useful.

Monoclonal antibodies that bind specifically fo a selscted target protein can be prepared
using any technique which provides for the production of antibody molecules by continuous ceff
lines in culture. These techniques include, but are not limited to, the hybridoma technique, the
human B-cell hybridoma technique, and the EBV-hybridoma technique (Kohler et al. (1985)
Nature 256:485-497; Kozbor et al. (1985) J..Immunol. Methods 81:31-42; Cote et al. (1983)
Proc. Natl. Acad. Sci, USA 80:2026-2030; and Cote ef al. (1984) Mol. Cefl Biol. 62:108-120).

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 specificity and biological activily, can be used (Morrison et &/, (1884) Proc.
Natl. Acad. Scl. USA 81:6851-8855; Neuberger et a/. (1984) Nature 312:604-808; Takeda ef al.
{1885) Nature 314:452-454). Monoclonal and other antibodles also can be "humanized” to
prevent a patient from mounting an immune response agalnst the antibody when it Is used
therapeutically. Such antibodies may be sufficlently similar in sequence to human antibodies to
be used directly or may require alteration of a few key residues. Sequence differences
hatween rodent antibodies and human sequences can be minimized by replacing residues
which differ from those in the human sequences by site directed mutagenesis of individual
residues or by grafting of entire complementarity determining reglons. Altemnatively, humanized
antibodles can be produced using recombinant methods, as described in GB2188638B.
Antibodles that bind specifically to a selectsd target protein can contain antigen-binding sites
which are elther partially or fully humanized, as disclosed In U.S. Patent 5,565,332.

Alternatively, techniques described for the production of single chaln antibodies can be
adapted using methods known In the art to produce single chain antibodies ("scv”) that bind
specifically to a selected target protein. Antibodles with related specificity, but of distinct
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idiotypic composition, can be generated by chain shuffling from random combinatorial Ig
librarias (Burton (1981) Proc. Natl. Acad. Scl. USA 88:11120-11123).

Single chain antibodies also can be constructed using a DNA amplification method, such
as PCR, using hybridoma ¢cDNA as a template (Thirion ef al. (1996) Eur. J. Cancer Prev. 5:507-
511). Single chain antibodies can be mono- or bispecific, and can be bivalent or tetravalent.
Construction of tetravalent, bispecific single chain antibodles Is taught, for example, In Coloma
and Morrison {1997) Natl. Biotechnol. 15:15%-163. Construction of bivalent, bispecific single
chain antibodies is taught in Mallendar and Voss (1994) J. Biol. Chem. 269:199-216.

A nucleotide sequence encoding a single chain antlbody can be constructed using
manual or automated nucleotide synthesis, cloned Into an expression construct using standard
racombinant DNA methods, and introduced into a cell to express the coding sequence.
Alternatively, singie chain antibodies can be produced directly using, for example, filamentous
phage display technology {Verhaar et al. (1995) int. J. Cancer 61:497-501; and Nicholls et al.
(1993) J. Immunol, Meth. 165:81-81).

Antibodles that bind specifically to a selected target protein can also be produced by
Inducing in vivo production in the lymphocyte population or by screening Ig libraries or panels of
highly specific binding reagents as disclosed in the literature (Orlandi et al. (1889} Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 86:3833-3837, Winter ef al. (1991) Nature 349:293-209).

The DNA encoding the antlbody of the invention 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) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
(1988), which is herein incorporated by refersnce).

In the case where the antibody is a monoclonal antibody, once a DNA sequence has
been identified that encodes a Fv reglon which when axpressed shows specific binding activity,
antibodies comprising that Fv reglon may be prepared by methods known to one of skill in the
art. Thus, for example, Chaudhary, V.K et al. (1869) Neture 339(6223). 394-397; Batra, J.K. et
al. (1990) J. Biol. Chem. 2685(25):15198-15202; Batra, J.K. ef al. (1988) Proc. Nati. Acad. Sdl.
USA 86(21):8545-8549; Chaudhary, V.K. et &l. (1990) Proc. Natl. Acad. Scl. USA 87(3):1086-
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1070, all incorporated by reference, describe the preparation of various single chain antibody
proteins.

In a preferred approach, the TF-binding antibodies of the invention are single chain
antibodies, which are prepared using a phage display library, The epitope-binding r'oglon ofa
single chain antibody is made up from two variable region domains: one from the heavy chain
and the other from the fight chain. In the first step of constructing a phage display library, the
variable genes (Vy (from IgM) V. and V) are PCR cioned from pooled mRNA from human bone
marrow, lymph node and spleen using a set of family specific primers. The resultant pCITE-Vx
(3.8x10 ® members), pZ604-V, (1.6x107) and pZ604-V, (3.2x10") ilbraries represent a
permanent and high diversity of V genes. The V}, genes are then amplified from pCITE-Vy
library. The V, and V| genes are PCR amplified from the pZ804-V, and pZ604-V, ltbrary with
reverse Jy, and linker sequence at the S'end. The gel purified V,, V., and Vi containing PCR
products are then spliced together to make the scFv gene repertoire. The scFv gene repertoire
{s cloned to a phagemid vector pZ803, and the ligation product is electroporated into competent
TG1 E. coli celis to generate the scFv phage display library, HuPhablL3, with 5.2x10" individual
transformants (Kay, B.K. et al. (1998) Phage Display of Peptides and Profeins: A Laboratory
Manual, Academic Press, San Diego CA; Marks, J.D. &t al. (1891) J. Mol. Biol. 222(3):581-597;
Sheets, M.D. of a/. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(11):6157-8162).

The TF-binding phage frt;m the scFv phage display library are selacted, amplified, aﬁd
subsequently identifled using panning techniques that are well known In the art. Soluble TF is
immoblilzed in plastlc tubes, and non-fat miltk can be used to reduce non-specific binding to the
plastic. The population of scFv phage Is exposed to the immobilized sTF in the plastic tubes,
and the unbound phage are removed by extensive washing. The TF-binding scFv phage are
eluted from the tubes and then amplified by Infecting TG1 E. coll cells In solution. This panning
procedure is repeated three times, and the resulting TF-binding scFv phage are isolated by
transforming TG1 cells. Transformants expressing TF-bindlné antibodles are identifled using a
standard ELISA with sTF lmmobillzed onto piastic in 96-well dishes. The DNA of the single
chain antibody inserts of ELISA-posiijve transformants are sequenced. Based onh DNA
sequencing, six unique single chaln antibodles, scFv{TF)2¢t, scFWc11. scFv(TF)2d3,
scFv(TF)2h8, scFy(TF)3e10 and scFv(TF)3h2, are ideniified hersin, and were expressad and
purified from E.coll, and characterized as described below under Example 5.
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Expresslon and Purification of Antlbodies of the Invention:

There are several ways to express the recombinant antibodies of the Inventlon in vitro,
including E. coli, baculovirus, yeast mammalian cells or other expression systems. Methods for
the expresslon of cloned genes in bacteria are well known. To obtain high level expression of a
cloned gene in a prokaryotic system, it is essential to construct expression vectors that contain,
at the minimum, a strong promoter to direct MRNA transcription termination. Examples of
ragulatory regions suitabie for this purpose are the promoter and operator region of the E. coli
beta-glucosidase gene, the E. coli tryptophan biosynthetic pathway, or the leftward promoter
from phage Lambda. The inclusion of selection markers in DNA vectors transformed in £. colf
is useful. Examples of such markers include the genes specifying resistance to ampiciltin,
tetracycline, or chloramphenicol. :

Of the higher eukaryotic cell systems useful for expression of the antibodies of the
invention, and analogs, fragments, derivatives or variants thereof, there are numerous cell
systems to select from. lllustrative examples of mammalian cell lines include but are not limited
to RPMI 7932, VERO and Hel a cells, Chinese hamster ovary (CHO) cell lines, WI38, BHK,
CO8S-7, C127 or MDCK cell lines. A preferred mammalian cell lines is CHL-1. When CHL-1 Is
used hygromyci'n Is included as a eukaryotic selection marker. CHL-1 cells are derived from
RPMI 7032 melanoma cells, a readily available human cell Ilne. The CHL-1 celt line has been
deposited with ATCC according to conditlons of the Budapest Treaty and has been assigned
#CRL 9446, deposited Jun. 18, 1987. Cells suitable for use in this invention car commerdally
available from the ATCC. llustrative cell lines include Spodoptera frugiperda and Bombyx mori.

The prokaryotic system, E. coli, is not able to do post-translational modification, such as
glycosylation. In addition, protains with complex disulfide pattemns are often misfoided when
expressed In E. coli. With the prokaryotic system, the expressed protein is aither present In the
cell cytoplasm in an Insoluble form so-called Inclusion bodies, found in the soluble fraction after
the cell has iysad, or is directed into the periplasm by addition of appropriate secrefion signal
sequences. If the expressed protein is in Insoluble inclusion bodies, solubillzation and
subsequent refolding of the Inclusion bodles Is usually required.
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Many prokaryotic expression vactors are known to those of skill in the art such as
pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden), pKK233-2 (Clontech, Palo Alto, CA,
USA), and pGEM1 (Promega Blotech, Madlson, W, USA), which are commercially avallable.

Promoters commonly used in recomblnant microblal expression systems include the
beta-lactamase (penicilinase) and lactose promoter system (Chang, A.C. ef al. (1678) Nature
275(5681):617-824; Goeddel, D.V. ef al. (1879) Nature 281(5732):544-548), the tryptophan
(trp) promoter system (Goeddel, D.V. et al. (1980) Nuc!l. Acids Res. 8(18):46574074) and tac
promoter (Maniatls, T. ef al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory (1982)). Another useful bacterial expression system employs the lambda phage pL.
promoter and clts857 thermoinducible repressor (Bemard, H.U. ef al. (1979) Gene 5(1):59-76;
Love, C.A. et al. (1996) Gene 1768(1-2):49-53). Recombinant antibodies may also be expressed
in yeast hosts such as Saccharomyces ceravisiae. it usually gives the ability to do various post-
translational modifications. The expressed antlbody can be secreted Into the culture
supernatant where not many other proteins reside, making purification easler. Yeast vectors for
expression of the antlbodies in this invention contain certaln requishe features. The elements
of the vector are generally derived from yeast and bacterla to parmit propagation of the plasmid
in both. The baclerial elements include an origin of replication and a selectable marker. The
yeast elements Include an origin of replication sequence (ARS), a selectable marker, a
promoter, and a transcriptional terminator.

Sultable promoters In yeast vectors for exprassion include the promoters of TRP1 gene,
the ADH1 or ADHII gens, acld phosphatase (PHO03 or PHO5) gene, isocytochrome gens, or the
promoters Involved with the glycolytic pathway, such as the promoter of enclase,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPHY), 3-phasphoglycerate kinase (PGK]),
hexokinase, pyruvate kinase, triasephosphate isomerase and phosphoglucose lsomerase
(Hitzeman, RA. et al. (1880) J. Blol. Chem. 255(24):12073-12080; Hesas, B. ot al. (1968) J.
Adv. Enzyme Reg. 7:148-167; and Holland, M.J. and Holiand, J.P. (1978) Blochiemistry
17(23):4900-4907).

Commerclally avallable yeast vectors Inciude pYES2, pPIC9 (Invitrogen, San Diego,
CA), Yepc-pADH2a, pYcDE-1 (Washington Research, Seattie, WA), pBC102-K22 (ATCC #
67255), and YpGX285GAL4 (ATCC # 67233). Mammallan cell fines including but not fimited to
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COS-7, L cells, C127, 3T3, Chinese Hamster Ovary (CHO), Hel.a, BHK, CHL-1, NSO, and
HEK293 can be employed to express the recombinant antibodies in this invention. The
recombinant proteins produced in mammalian cells are normally soluble and glycosylated and
have authentic N-termini. Mammalian expression vectors may contain non-transcribed
elements such as an origin of replication, promoter and enhancer, and 5’ or 3’ nontransiated
sequences such as ribosome binding sites, a polyadenylation site, acceptor site and splice
donor, and transcriptional terminatlon sequences. Promoters for use in mammalian exprassion
veclors usually are for example vira! promoters such as Polyoma, Adenovirus, HTLV, Simian
Virus 40 (SV 40), and human cytomegalovirus (CMV).

Depending on the expression system and host selected, a homogeneous recombinant
antibody can be obtained by using various combinations of conventional chromatography used
for protein purification. These include: immunoaffinity chromatography, reverse phase
chromatography, cation exchange chromatography, anion exchange chromatography,
hydrophobic interaction chromatography, gel flltration chromatography, and HPLC if the
expression system sacretes the antibody Into the growth media, the protein can be purified
directly from the media. If the antibody Is not secreted, it is isolated from cell lysates. Cell
disruption can be done by any conventional method, including freeze-thaw cycling, sonication,
mechanical disruption, or use of cell lysing agents.

The plasmid construct based on pCANTABS (Pharmacla) was used for the bacterial
expression of the single chaln antibodles of this Invention. For example, a plasmid containing
the single chain antibody scFv(TF)3e10 Is pZ812/3e10 and encodes the single chain antibody
sequence followed by an e-tag sequence, which can be used to purify the protein. The amino
acid sequence of the scFV(TF)3e10 antibedy corresponds to SEQ ID NO:1 (Exampie 1), and
the DNA sequence encoding scFv{TF)3e10 corresponds to SEQ 1D NO:2.

The plasmid construct based on pTHR525 (see U.S. Patent No. 5,827,824) was used
for the mammallan expression of the single chain antibodies of this invention. For example,
primers were designed to generate a DNA fragment spanning the pro-scFv(TF)3e10 amino acid
sequence, including the N-terminal signal sequence and the C-terminal e-tag sequence, in the
bacterial expression plasmid. PCR was performed to generate a DNA fragment that was
inserted Into the mammaiian expression plasmid, which contains the ampicillin resistance gene
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and the hygromycin and DHFR selection markers. Expression of the single chain antibodies of
the invention was driven by the MPSV LTR promoter.

In a preferred embodiment of this invention, the mammalian expression conslructs were
transfected into CHO DXB11 cells. Stable populations were selected using 400 pg/m!
hygromycin B in HAMS/F12 medium. Expression levels were approximately 500 ygl.. To
increase expression levels a population was selected using 100 nM methotrexate In alpha MEM
medium. The approximate expression level of this population was 5 mg/L. -

The antibodies of this invention can be purified by methods well known in the art. For
example, antibodies can be affinity purifled by passage over a column to which TF is bound.
The bound TF-antibodies can then be eluted from the column using a buffer with a high salt
concentration.

The single chain antibodies described herein contain the e-tag sequence at the C-
terminus of the protein. Anti-e-tag affinity columns were purchased from American/Pharmacia
Blotech, Cell culture media was filtered through a 0.22 pm filter and loaded into 5 ml e-tag
column at 2 mli/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. Altemately, the filtared cuiture medium was loaded onto a protein A column. In
thia case, the column was washed with 50 mM cltric acid, 300 mM NaC), pH 8.5 and eluted with
the same buffer at pH 3.0. In both cases, the purified samples were subsequently loaded onto a
Sephadex 200 column to separate monomer from dimer forms of the aptibody.

Selection of Antibodies of the Inventlon:

Once antibodies are genarated, expressed and purified, they can further charactarlzed
using BlAcore, a sTF dependent factor Vlia assay {sTF/FVila peptide hydrolysis assay), a FX
activation assay, and the PT assay described under Exampie 4 in order fo identify the
antibodles of this Invention.

in a preferred embodiment of this invention, TF-binding scFv antibodies that bind with
greater afflnity to the FVIla/TF complex than to TF alone are salected using the sTF/FVila
peptide hydrolysis assay. |n this assay, TF-antibodlas that bind with greater affinlty to the
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FVIla/TF complex than to TF are expected to increase the Koy Figure 2 shows that the
single chain antibody scFv(TF)3e10 Increased the Kpg,,p) ~5-fold. A microcalorimetry assay is
used to measure the affinity of tha TF-antlbodies for the FVila/TF complex as compared o TF
alone. Figure 5 shows that the single chain antibody scFv{TF)3e10 has a Kp of binding o the
FVIla/TF complex and free TF of 800 nM and 33 nM, respectively, which corresponds to ~20-
fold greater affinity for the FVila/TF complex as compared o TF alone. The antibodles of this
invention have at least 2-fold, preferably at least 5-fold, and more preferably at least 10-fold
greater affinity for the FVtla/TF complex than for TF.

TF-~binding scFv antibodies that do not compete with FVII for binding to TF are selected
using the sTF/FVlla peptide hydrolysis assay. In this assay, TF-antibodies that compete with
FVlia for binding 1o TF are expected to inhibit the hydrolysis of the chromogenic substrate
$2266. Figure 1 shows that the single chain antibody scFv(TF)3e10 did not inhibit, and actually
increased, FVila activity.

TF-binding scFv antibodies that inhiblt FX actlvation are selected using the PT assay
and the £X activation assay. In the PT assay, TF-antibodies that prolong PT are expected to
inhibil FX activation. Figure 3 shows that the single chain antibody scFv(TF)3e10 prolonged
the PT, indicating that this antibody Inhibits FX activation. In the FX activailon assay, TF-
antibodies that inhibit FXa actlvity are expected to inhibit the hydrolysis of the chromogenic
substrate $2222. Figure B8 shows that the single chain antibody scFV(TF)3e10 inhiblted FXa
activity.

TF-binding scFv antibodies that do not compete with FX for binding to TF are selected
using the FX activation assay. In this assay, TF-antibodies that are non-competitive with FX
are expected to inhibit FX activation independently from the concentration of FX usad. Figure 7
shows that the single chain anttbody scFv(TF)3e10 Inhibited FXa activity in a FX concentration-
Independent manner.

In a preferred embodiment of the present Invention, a single chaln antibody
(scFv(TF)3e10) was identified which has a single ViV, binding site for TF. The amino acid
sequence of scFv(TF)3e10, Is shown In Exampie 1 and corresponds to SEQ ID NO:1. The
DNA sequence encoding scFv(TF)3e10 cormesponds to SEQ ID NO:2.
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Analogs, Fragments, Derlvatives and Varlants of Antibodles of the Invention;

An analog, fragment, derivative, or variant of the antibodies of the present invention may
be: (i} one in which one or more of the amino acid residues are substituted with a conserved or
non-conserved amino acld residue (preferably a conserved amino acld residue) and such
substituted amino acld residue may or may not be one encoded by the genetic code; or (if) one
in which one or more of the amino acid residues includes a substituent group, or (lli) one in
which the mature antibody is fused with another compound, such as a compound to increase
the half-life of the antibody (for example, polyathylene glycol), or (iv) one in which additional
amino acids are fused to the mature antlbody, such as a leader or secretory sequence or a
sequence which is employed for purification of the mature antibody. Such analogs, fragments,
derivatives, and variants are deerned to be within the scope of those skilled in the art from the
teachings herein.

Preferably, the derivatives of the present invention will contain consarvative amino acid
substitutions (defined further below) made at one or more predicted, preferably nonessential
amino acld resldues. A "nonessential” amino acid residue is a residue that can be altered from
the wild-type sequence of a proteln without altering the blological activity, whereas an
*essential” amino acid residue Is required for blological activity. A “conservative amino acid
substitution” is one [n which the amino acid residue Is replaced with an amino acid residue
having a similar side chaln. Families of amino acid residues having simllar side chains have
been defined In the art These families include amino acids with basic side chains (e.g., lysine,
arginine, histidine), acidic side chains (e.g., aspariic acid, glutamic acid), uncharged polar side
chains (e.g., glycine, asparagine, glutamine, serine, threonine, tyrosine, cysteine), nanpolar
side chains (e.g., alanine, valine, leucine, isoleucine, proline, phenylalanine, methionins,
tryptophan), beta-branched side chains (e.g., threonine, valine, isoleucine) and aromatic side
chalns (e.g.. tyrosine, phenylalanine, tryptophan, histidine). Non-conservative substitutions
would not be made for conserved amino acid residues or for amino acld residues residing within
a conserved protsin domain, unless the substitutions were made for the purpose of salecting for
variant antibodies as described further below. Fragments or biologlcally active portions include
polypeptide fragments suitable for use as a medicament, as a research reagent, and the like.
Fragments Include peptides comprising amino acld sequences sufficlently similar to or derived
from the amino acld sequences of an antibody of this Invention and exhibiting at least one
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actlvity of that polypeptide, but which include fewer amino acids than the fulldength
polypeptides disclosed herein.

Moreover, preferred derivatives of the present invention include mature antibodies that
have been fused with another compound, such as a compound to increase the half-life of the
polypeptide and/or to reduce potentlal iInmunogenicity of the polypeptide (for example,
polyethylene glycol, “PEG"). The PEG can be used to impart water solubility, size, slow rate of
kidney clearance, and reduced immunogenicity to the antibody. See e.g., U.S. Paient
6.214,966. In the case of PEGylations, the fusion of the antibody 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 cysteine mutation into the antibody, followed by site-specific derivatization
with PEG-maleimide. The cysteine can be added to the C-terminus of the peptides. See, e.g.,
Tsutsumi et a/. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97(15):8548-8553. Another modification
which can be made to the antibody involves biotinylation. In certain instances, it may be useful
to have the antibody biotinylated so that it can readily react with streptavidin. Methods for
biotinylation of proteins are well known in the art. Additionally, N- or O-gyicosylation sites may
be intrduced into the antibody sequences so that post-translational N- or O-linked glycosylation
of the antibodies may accur /n vivo.

Variants of the antibodies of this invention include polypeptides having an amino acid
sequence sufficiently simllar to the amino acid sequence of the original antibodies. The term
*sufficiently similar’ means a first amino acid sequence that contains a sufficient or minimum
number of identical or equivalent amino acid residues relative to a second amino acid sequence
such that the first and second amino acid sequences have a common structural domain and/or
common functional activity. For example, amino acid sequences that contain a common
structural domain that is at least about 45%, preferably abaut 75% through 98%, Identical are
defined herein as sufficlently simflar. Preferably, variants wili be suffidently similar to the amino
acld saquence of the preferred antibodies of this invention. Variants inciude variants of
antibodies encoded by a polynucieotide that hybridizes to a polynucleotide of this invention or a
complement thereof under stringent condltions. . Such variants generally retain the functional
activity of the antibodles of this invention. Librarles of fragments of the polynucleotides can be
used to generate a varlegated population of fragments for scraening and subsequent selection.
For example, a library of fragments can be generated by treating a double-stranded PCR
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fragment of a polynucleotide with a nuclease 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 pairs from different nicked products,
removing single-stranded portions from reformed duplexes by treatment with $1 nuclease, and
ligating the resulting fragment library Into an expression vector. By this method, one can derive
an expression library that encodes N-terminal and Intemal fragments of various stzes of the
antibodles of this invention.

Variants include antibodies that differ in amino acid sequence due to mutagenesis. For
exampla, mutagenesis may be performed according to recombinant DNA techniques well
known in tha art to modify the V. and V4 domains of the Ig light and heavy chains to create
variants that have increased binding affinity to the FVIla/TF complex as compared to free TF.
Particularly preferred variants include antibodies with madifications within the oomplementarlty
determining regions of the Vi and Vy, domains.

Variants also include antlbodies that differ in amino acid sequence due to the insertion
or deletion of amino acid residues by mutagenesis. For example, mutagenesis may be
performed according to recombinant DNA techniques well known In the art ta insert or delets
amino aclds In the N-terminal or C-terminal portlons of the Vy or Vi domains of the Ig light and
heavy chains to create variants that retain substantially similar functional activity. Particularly
preferred variants include single chaln antibodies with Insertlons or deletions of amino acid '
residues In the V-V, linker between the Vy and V, domains. The V-V, linker sequence In the
single chain antibody depicted in Example 1 is 5 amino acid residues In length. It will be
apparent that other short linker sequences, from 0 to 20 amino aclds may be used, whereln the
antibody retains substantially similar functional activity. Modifications of the existing ViV,
linker may be aimed at increasing the stability of the dimer form of the single chain antibody.

In one embodiment, a variegated library of variants is generated by combinatorial
mutagenasis at the nucleic acld level and Is encoded by a variegated 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 degenerates set of potential variant amino acid
sequences is expressible as individual polypeptides, or, alternately, as a set of larger fusion
proteins (for oxampie. for phage display) contalning the set of sequences thereln. There are a

36
>



WO 031093422 PCT/USU3/13521 38

variety of methods that can be used to produce libraries of potential variants from a degenerate
ofigonucigotide sequence. Chemical synihesis 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 genes allows for the pravision, in
one mixture, of all of the sequences encoding the desired set of potential varlant sequences.
Methods for synthesizing degenerate ollgonucieotides are known in the art (see, o.g., 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. 11:477).

Several techniques are known in the art for screening gene products af 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 rapid screening of the
gene libraries generated by the combinatorial mutagenesis of antibodies for TF- or FVIla/TF
complex-binding activity or FX activation inhibltory activity. The most widely used techniques,
which are amenabile to high throughput analysis for screening large gene librarles typicaily
include cloning the gene library Into replicable expresslon vectors, transforming appropriate
cells with the resuliting library of vectors and expressing the combinatorial genes under
conditions in which detection of a desirad activity facilitates 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 variants.

Example 1 depicts the amino acid sequence of one TF-binding single chain antibody,
scFv(TF)3e10 (SEQ ID NO:1), and delineates the Vu-V,_ linker and the Vy and V domains.
Variants that have TF- or FVIla/TF complex-binding activity or Inhibit FX activation can be
identified by screening combinatorial librarles of mutants, for example insertion, truncation or
point mutants, of the antibodlas of this invention using the sTF/FVila peptide hydrolysis or FX
activation assays described in Example 4. The antibodies of the present Invention inciude the
antibodies of Example 1 and 3 (SEQ 1D NOs:1 and 3), as well as those antibodies having
insubstantial variations in sequence from it. An "Insubstantial variation" would include any
sequence, substitution, or deletion variant that maintains substantially at least one bilological
function of the antibodles of this invention, e.g., the abliity to Inhibit FX activation. These
functional equivalents may preferably include antibodies which have at least about a 90%
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identity to the V,_ or Vy, region domains of the single chain antibody of SEQ ID NO:1 or SEQ ID
NO:3, and more preferably at least a 85% identity to the V| or Vy reglon domains of the single
chaln antlbody of SEQ 10 NO:1 or SEQ ID NO:3, and still more preferably at least a 97%
identity to the V, or Vy region domains of the single chain antibody of SEQ ID NO:1 or SEQ ID
NO:3, and also include portions of such antibody having substantially the same biological
activity. However, any antibody having insubstantial variation In amino acld sequence from the
~ antfbody of SEQ 1D NO:1 or SEQ 1D NO:3 that demonstrates functional equivalency as
described further herein is included in the description of the present invention.

Pharmaceutical Compositlons:
The invention also provides phamaceutical compositions which can be administered to

a patient to achieve a therapeutic effect. Pharmaceutical compositioris of this Invention can be
prepared for administration by combining the antibody of this invention having the desired
degree of purity and the pharmaceutically effective amount with physiologically acceptable
carriers.

The antibodles of the present invention can be used in phamaceutical compositions, for
intravenous administration or subcutaneous administration or intrathecal administration. Thus,
the abave described antibodles preferably will be combined with an acceptable sterile
pharmaceutical carrier, such as five percent dextrose, lactated Ringer's solution, normal saflne,
sterile water, or any other commercially prepared physiological bufier solution designed for
Intravenous Infusion. [t will be understood that the selection of the carrler solution and the
dosage and administration of the composition will vary with the subject and the particular ciinical
satting, and will be govemed by standard medical procadures.

in accordance with the methods of the present invention, these pharmaceutical
compositions may be administered In amounts effective to inhibit the pathological
consequences assoclated with excess thrombin generation In the subject.

Administration of the antibody may be by & bolus intravenous injection, by a constant
intravenous infusion or by a combination of both routes. Altematively, or in addition, the
antibody mixed with appropriate exciplents may be taken Into the circulation from an
Intramuscular site. Systemic treatment with antibody can be monttored by determining the
activated partial thromboplastin ime (PT) on serial samples of blood taken from patient. The
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coagulation time observed in this assay is prolonged when a sufficient level of the antlbody Is
achieved In the circulation.

The recombinanti antibodies and pharmaceutical compositions of this invention are
useful for parenteral, topical, intravenous, oral or local administration. The pharmaceutical
compositions can ba administered in a variety of unit dosage forms depending upon the method
of administration. For example, unit dosage forms can be administered in the form including
but not limited to tablets, capsules, powder, solutions, and emulsions.

The recombinant antibodles and phamaceutical compositions of this invention are
particularly useful for intravenous administration. The compositions for administration will
commenly comprise a solution of the single chain antibody dissolved in a pharmaceutically
acceptable camier, preferably in an aqueous carrier. A varlety 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 pharmaceutical composition for intravenous administration can be readily
determined by one of ordinary skl In the art. The amounts administered are clearly protein
specific and depend on its potency and phammacokinetic profile. Actual methods for preparing
parenterally administrable compositions will be known or apparent to those skilled In the art and
are described in more detail in such publications as Remington’s Pharmaceutical Sclence, 15
ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa {1980).

The compositions containing the present antibodies of the invention or a cocktall thereof
(i.e., with other proteins) can be administered as therapeutic treatments. In therapeutic
applications, compasltions are administered to a patient suffering from a bleeding disorder or
disease in an amount sufficient to cure or at least partially arrest the bleeding. An amount
adequate to accomplish this is defined as a “therapsutically effective amount’. Amounts
effective for this use will depend upon the severity of the disease and the general state of the
patient’s health.
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Single or multiple administration of the compositions may be administered depending on
the dosage and frequency as required and tolarated by the patlent. In any avent, the
composition should provide a sufficient quantity of the proteins of this Invention to effectively
treat the patient.

The antlbodies of the invention, or thalr pharmaceutically awiplabla compositions, are
administered in a therapeutically effective amount, which wiil vary depending upon a variety of
factors including the activily of the specific antibody empioyed; the metabolic stabillty and length of
action of the antibody; the age, body weight, general health, sex, and diet of the patient; the mode
and time of administration; the rate of excretion; the drug combination, the severity of the
particular disease-states; and the host undergaoing 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 an antibody
of the invention, or a pharmaceutically acceptable composition thereof; preferably, from about 0.7
mg to about 10 mg/kg of body weight per day; and most preferably, from about 1.4'mg to about
7.2 mg/kg of body weight per day. For example, for administration to a 70 kg person, the dosage
range would be from about 10 mg to ahout 1.0 gram per day of an antibody of the Invention, or a
phamaceutically acceptable composition thereof, preferably from about S0 mg t about 700 mg
per day, and most preferably from about 100 mg to about 500 mg per day.

Cell and Gene Therapy:
An anthbody of the Invention may be employed In accordance with the present invention

by expression of such antibody in vivo by & method referred to as "cell therapy”. Thus, for
example, cells may be engineered with a polynucleotide (DNA or RNA) encoding the antibody
ex vivo, and the engineered cells are then provided to a patient to be treated with the antibody.
Such methods are well known In the art. For example, cells may be engineered by procedures
known in the art by use of a retroviral particle containing RNA encoding the antibody of the
present invention.

An antibody of the Invention may also be employed In accordance with the present
Invention by expression of such antibody In vivo by a method referred to as ."gene therapy”.
Thus, for example, a virus may be engineered with a polynuciactide (DNA or RNA) encoding
the antibody, and the enginesred virus is then provided fo a patient to be treated with the
antibody. Such methods are well known In the art. For example, recombinant adenoviruses
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may be engineered by procedures known in the art containing DNA encoding the antibody of
the prasent invantion.

Local delivery of the anticoagulant antibodies of the present invention using caill or gene
therapy may provide the therapeutic agent to the target area, the endothalial cells lining blood
vessels.

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

1) Direct gene fransfer. Se, e.g., Wolff et al. (1990) Science 247: 1465-1468,;

2) Liposome-mediated DNA transfer. See, e.g., Caplen et al. (1985) Nature Med., 3:39-

46; Crystal (1995) Nature Mad. 1:15-17; Gao and Huang (1991) Biochem. Biophys.
Res. Comm. 179:280-285; -

3) Retrovirus-mediated DNA transfer. See, e.g., Kay et al. (1993) Science 262:117-
118; Anderson (1682) Science 256:808-813.

4) DNA Virus-mediated DNA transfer. Such DNA viruses include adenoviruses
(preferably Ad2 or AdS based vectors), herpes viruses (preferably herpes simplex
virus based vectors), and parvoviruses (preferably “defective” or non-autonomous
parvovirus based vectors, more preferably adeno-associated virus based vectors,
rmost preferably AAV-2 based vectors). See, e.g., All of al. (1994) Gene Therapy
1:367-384; U.S. Patent 4, 797,368, Incorporated herein by reference, and U.S.
Patent 5,139,941, Incorporated hersin by reference.

The cholce of a particular vector system for transferring the gene of interest will depend
on a variety of factors. One important factor is the nature of the tamget cell population.
Although retroviral vectors have been axtenslvely studled 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 ancogenicity. However, recent developments In the
field of lentiviral vectors may circumvent some of these limitations. Sea Naldinl 6f g/, (1998)
Sclence 272:263-267.

g7/
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Retroviruses from which the retroviral plasmid vectors hareinabove mentioned may be
derived Inciude, but are not limited to, Moloney Murine Leukemia Virus, spleen necrosis virus,
retroviruses such as Rous Sarcoma Virus, Harvey Sarcoma Virus, avian leukos!s virus, gibbon
ape leukemia virus, human immunodeficiency virus, adenovirus, Myeloproliferative 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 cells, such as neurons or hepatocytes, and appear
essentlally non-oncogenic. Ses, 8.g., Ali et al. (1994), supra, p. 367. Adenoviruses do not
appear to integrate into the host genome. Because they exist extrachromosomally, the risk of
Insertional mutagenesis is greatly reduced. Ali of al. (1994), supra, p. 373.

Adeno-assoclated viruses exhibit similar advantages as adenoviral-based vectors.
However, AAVs exhibit site-specific integration on human chromosome 19 (All ef &/. (1994),

supra, p. 377).

In a preferred smbodiment, the DNA encoding the antibodies of this invention Is used in
cell or gene therapy for disorders iIncluding, but not imited to, deep veln thrombosis,
disseminated Intravascular coagulation, acute coronary syndrome or cancer with evidence of

coaguiopathy.

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

The akilled artizan will appreciate that any sultable gene therapy vecior containing DNA
encoding the antibody of the Invention or DNA encoding analogs, fregments, derivatives or
variants of the antibody of the invention may be used in accordance with this embodiment. The
tachniques for constructing such a vector are known. See, e.g., Anderson, W.F. (1988) Nature
392:25-30; Verma .M. and Somia, N. (1998) Nafure 369:239-242. Introduction of the antibody
DNA-contalning vector to the target site may be accompilshed using known techniques.
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Retroviruses from which the retroviral plasmid vectors hereinabove mentioned may be
derived Include, but are not limited to, Moioney Murine Leukemia Virus, spleen necrosis virus,
retroviruses such as Rous Sarcoma Virus, Harvey Sarcoma Virus, avian leukosis virus, gibbon
ape leukemia virus, human immunodeficiency virus, adenovirus, Myeloproliferative 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 cells, such as neurons or hepatocytes, and appear
essentlally non-oncogenic. See, e.g., Ali ef al. (1994), supra, p. 367. Adenoviruses do not
appear to integrate into the host genome. Because they exist extrachromosomally, the risk of
insertional mutagenesis is greatly reduced. Ali of 8/. (1994), supra, p. 373.

Adeno-assoclated viruses exhibit similar advantages as adenovirali-based vectors.
However, AAVs exhibit site-spedific integration on human chromosome 19 (All of al. (1994),

supra, p. 377).

In a preferred embodiment, the DNA encoding the antibodies of this invention is used in
cell or gene therapy for disorders Including, but not limited to, deep veln thrombosls,
disseminated intravascular coagulation, acute coronary syndrome or cancer with evidence of

coagulopathy.

According to this embodiment, csll or gene therapy with DNA encoding the antibodies of
this inventlon Is provided to a patient in need thereof, concurment with, or Immadiately after
diagnosis.

Thae skilled artisan will appreciate that any sultable gene therapy vector containing DNA
encoding the antibody of the inventlon or DNA encoding analogs, fragments, derivatives or
variants of the antibody of the invention may be used In accordance with this embodiment. The
techniques for constructing such a vector are known. See, 6.g., Andarson, W.F. (1898) Naiure
392:25-30; Verma |.M. and Somia, N. (1998) Nature 388:239-242. Introduction of the antibody
DNA-contalning vector to the target site may be accomplished using inown techniques.
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The cell or gene therapy vector includes one or mors promoters. Suitable promoters
which may be employed include, but are not limited to, the retroviral LTR; the SV40 promoter;
and the human cytomegalovirus (CMV) promoter described in Miller et al. (1988) Biotechniques
7(9):980-990, or any other promoter (e.g., cellular promoters such as eukaryotic cellular
promoters including, but not limited to, the histone, pot Iii, and B-actin promoters). Other vira|
promoters which may be employed include, but are not limited to, adenovirus promoters,
thymidine kinase (TK) promoters, and B19 parvovirus promoters. The selaction of a suitable
promoler wili be apparent to those skilled in the ant from the teachings contained herein.

The nucleic acid sequence encoding the antibody of the present invention is under the
control of a suitable promoter. Sultable promoters which may be employed include, but are not
limited to, adenoviral promoters, such as the adenoviral major late promoter; or heterologous
promoters, such as the cytomegaiovirus (CMV) promoter; the respiratory syncytial virus (RSV)
promoter; induclble promoters, such as the MMT promoter, the metallothionein promoter; heat
shock promoters; the albumin promoter; the ApoAl promoter; human globin promoters; viral
thymidine kinase promoters, such as the Herpes Simplaex thymidine kinase promoter; retroviral
LTRs (including the medified retroviral LTRs hereinabove described); the B-actin promoter; and
huran growth hormone promoter.

The retroviral plasmid vector is employed to transduce packaging cell lines to form
producer cell lines. Examples of packaging cells which maybe transfected include, but are not
limited to, the PE501, PA317, -2, w-AM, PA12, T18-14X; VT-19-17-H2, yCRE, yCRIP, GP+#
86, GP+envAm12, and DAN cell lines as described in Miller (1990) Hurman Gene Therapy 1:5-
14, which is incorporated herein by reference in its entirety. The vector may transducs the
packaging cells through any means known in the art. Such means include, but are not limited
to, electroporation, the use of lippsomes, and CaPO, precipitation. In one altemative, the
retroviral plasmid vector may be encapsulated Into a liposome, or coupled to a lipkd, and then
administered to a host. The producer cell line generates Infectious retroviral vector particles
which include the nucleic acld sequence(s) encoding the polypeptides. Such retroviral vector
particles then may be employed, to transduce eiikaryotic cells, elther /n vitro or in vivo. The
transduced eukaryotic cells will express the nuclsic acid sequence(s) encoding the polypeptide.
Eukaryotic cells which may be transduced Include, but are not limited to, émbryonic stem cells,
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embryonic carcinoma cells, as well as hematopoietic stem cells, hepatocytes, flbroblasts,
myoblasts, keratinocytes, endothelial cells, and bronchlal epithellal cells.

A different approach to gene therapy is “ranskaryotic therapy" wherein the patient's
celis are treated ex vivo to induce the dormant chromosomal genes to produce the proteln of
Interest after reintroduction to the patient. Transkaryotic therapy assumes the individual has a
nomal complement of genes necessary for activation. Transkaryotic therapy Involves
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 selecling
for active protein-producing cells, and then reintroducing the activated cells into the patient with
the inient that they then become fully established. The “gene activated” cells then manufacture
the protsin of interest for some significant amount of time, perhaps for as long as the life of the
patient. U.S. Patent Nos. 5,641,670 and 5,733,761 disclose in detall this concept, and are
hereby incorporated by reference in their entirety.

Kits:

This invention further relates to kits for research or diagnostic purposes. Kits lypically
include one or more containers containing the antibodies of the present invention. in a preferred
embodiment, the kits comprise containers contalning single chaln antibodles in a form sultable
for derivatlzing with a second molecule. In a more prafen'ed smbodiment the kits comprlsa
containers containing the antibody of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:3.

In another embodiment, the kits may contain DNA sequences ancoding the antibodles
of the Invention. Preferably the DNA sequences encoding these antibodies are provided in a
plasmid suitable for transfection into and expression by a host cell. The plasmid may contain a
promoter (often an Inducible promoter) to regulate expression of the DNA in the host cell. The
plasmid may also contaln appropriate restriction sitas to facllitate the Insertion of other DNA
sequencss Into the plasmid to produce various antibodies. The plasmids may also contain
numerous other elements to faciiitate cloning and expression of the encoded proteins. Such
elements are well known ta those of skill In the art and inciude, for example, selectable
markers, inltiation codons, termination codons, and the llke. In a more preferrad embodiment
the kits comprise contalners contalning the DNA sequences of SEQ 1D NO:2 or SEQ ID NO:4.

Y
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Therapeutic Indications:

Diseases in which thrombus formation play a significant etiological role include
myocardial infarction, disseminated intravascular coagulation, deep vein thrombosis, pulmonary
embolism, ischaemic stroke, septic shock, acute respiratory distress syndrome, unstable angina
and other arterial and venous occlusive conditions. The antibodies of this invention are useful
in all of these, as well as in other diseases n which thrombus formation is pathological. Other
pathological conditions where the antibody of this invention may be useful include cancer with
coagulopathy and inflammation. The antibodies may also find use in skin and vein grafts and
organ lransplants. By useful it is meant that the antibodies are useful for treatment, elther to
prevent disease or to prevent its progression to a more severe state. The antibodies of this
invention also provide a safe and effective anticoagulant, for example, in patients receiving
bioprostheses such as heart valves. These antibodies may replace heparin and warfarin in the
treatment of, for example, puimonary embolism or acute myocardial infarction. The antibodies
of this invention may also find use In coating medical devices where coagulation is an issue of
concern.

Assays:

A number of laboratory assays for measuring the in vitro anticoagulant activity of an
antibody of this invention are available. The anticoagulant effect of an antibody can be
measured using plasma clotting time assays such as the activated partial thromboplastin time
("APTT™), thrombin clotting time ("TCT") and/or prothrombin time ("PT"). These assays
distinguish between different mechanisms of coagulation Inhibltion, 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 identify antibodles with anticoagulant activity which are
able to bind TF in both purified systems and in a plasma milleu. Further assays are then used .
to evaluate other activities of the antibodies of the Invention, such as inhibition of thrombin
catalyzed formation of fibrin from fibrinogen (Jakubowskl, H.V. et al. (1988) J. Biol. Chem.
261(8): 3876-3882), inhibition of thrombin activation of factor V (Esmon, C.T. et al. (1982). J.
Biol. Chem. 257(14).:7944-7947), accelerated inhibition of thrombin by antithrombin Il and
heparin cofactor i1 (Esmon, N.L. et al. (1983) J. Biol. Chem. 258(20):12238-12242), inhibition of
thrombin activation of factor Xl (Polgar, J. et al. (1987) Thromb. Haemost. 58(1):140),
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inhibition of thrombin mediated inactivation of protein S (Thompson, E.A. and Salem, H.H.
(1988) J. Clin. Inv. 78(1):13-17), and Inhibltion of thrombin mediated platelet activation and
aggregation (Esmon, N.L. et al. (1983), supra).

The following assays, described in detail under Example 4, are used o measure the in
vitro potency or the in vitro binding affinity of the antibodies of the Invention: 1) sTF/FViia peptide
hydrolysis assay; 2) factor X aclivation assay; 3) PT assay; and 4) microcalorimetry assay.

In carrying out the procedures of the present invention it is of course to be understood
that reference to particutar buffers, media, reagents, cells, culture conditions and the like are
not intended to be limiting, but are to be read so as lo inciude all related materiais that one of
ordinary skill in the art would recognize as being of interest or vaiue In the particular context In
which that discussion is presented. For example, it is often possible to substitute one buffer
system or cuiture medium for another and still achieve similar, if not identical results. Those of
skill in the art will have sufficlent knowledge of such systems and methodologles so as to be
able, without undue experimentation, to make such substitutions as will optimally serve their
purposes in using the methods and procedures disclosed herein,

The present Invention will now be further described by the following non-imiting.
examples as a gulde to assist In the practice of the Invention. in applying the disclosure of Ihe
example It should be kept clearly in mind that other and different ermnbodiments of the methods
disclosed according to the present invention will no doubt suggest themsaelves to those of skill In
the relevant art.

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

The entire disclosure(s) of all applications, patents and publications, cited above are
hereby incorporated by reference.
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EXAMPLE 1
. Single Chain Antl-TF Antlbody Construct scFv(TF)3e10
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(264)

The single chain anti-TF antibody scFv(TF)3e10 (SEQ ID NO:1) consists of a signal
peptide (-18 to -1), V\ domain (1 to 126), Vir-V\ linker (127 to 131), V.. domain (132 to 248), and

e-tag sequence (247 to 264). The scFv(TF)3e10 DNA sequence (SEQ ID NO:2) encodes the

amino acid sequence of SEQ D NO:1.

EXAMPLE 2

Single Chain Antl-TF Antibody Construct scFv(TF)3e10A
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8 A G @ G GG S N FPM L TOQ P H s v 8 A 8 P G KT
v T I 58 C TR S 8 G 8 V A B Y Y Vv Q WY Q QR P
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Y CQ §$ ¥ DS NDNILVVYV F G G GTXULTTVL G A
A A G A P V P Y P D P L E P RAA (241)

The single chain anti-TF anlibody scFv{TF)3e10a (SEQ ID NO:3) consists of a signal
peptide (-18 to -1), Vi domain (1 to 126), Vi~V linker (127 to 131), and V, domaln (132 to 243).
scFv(TF)3e10A differs from scFv(TF)3e10 by deletion of 3 amino acids (GAP) at the N-terminus
. of the V. domain and by deletion of the C-terminal e-tag sequence. The scFv(TF)}3a10A DNA
sequence (SEQ ID NO:4) encodes the amino acid sequence of SEQ ID NO:3.

EXAMPLE 3
Expression of the Antl-TF Antibodles in Bacterial and Mammallan Celis

Six different single chain antibodies, scFW(TF)2c1, scFv(TF)2c11, scFv(TF)2d3,
scFV(TF)2h6, scFv(TF)3e10 and scFv(TF)3h2, were identifled from TF-binding phage, over- .
axpressed In E. coli, and affinity purifled using an e-tag affinity column as described above.

The affinitles of the six purified antibodies for sTF were measured using BlAcore, and then
these antibodies were characterized In the sTF/FVlla peptide hydrolysis, FX activation, PT, and
microcalorimetry assays described under Example 4, the results of which are described under
Example 5.

The scFv(TF)3e10 antibody (SEQ ID NO: 1) was also expressed In CHO cells. The '
expression plasmid contained the DNA sequence encoding scFV(TF)3e10 (SEQ ID NO:2) and
both the hygromycin B and DHFR selection markers. Original selection was done in 400 pg/mi
hygromycin {o select a population. The resulting population was then subjectsd o 100 nM
methotrexate selection. During this selection, cells that have amplified copias of the reglon of
DNA containing the selection marker, and target gene, are selected from amongst the
population. The expression levels were increased from appraximataty 0.3 mg/L to about 8 mg/L
as a result of this selection.

EXAMPLE 4
In Vitro Potency and Binding Affinity Assays

1. sTF/FVlla Peptide Hydrolysis Assay
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The principle of this assay is depicted below. The tripeptide p-nitroanilide amids bond of
the substrate Is hydrolyzed by the sTF/FVila 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 9920 M'cm™. ICy values (C) are determined
by fitting the initial rates into the 4 parameter equation: Y = (A-D)/(1+ (x/C}8 }+ D

H-D-Val-Leu-Arg-p-NA — H-D-Val-Leu-Arg + p-NA
$2266 Substrate Tripeptide Chromophore

Reagents and solutions:

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

2. Human FVila (HCVIIA-0060, Haematologic Technologies 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 fo
use.

4. Chromogenic substrate S2266 (Kabt Pharmacia Hepar Inc.): Stock solution: 10 mM in Hz0,
stored at 4 C. 2.5 x working solution- prepare 2.5 mM solution in assay buffer prior to use.

5. Antibody: Prapare 2.5x dilutions in assay buffer prior 1o use,

Assay Conditions:
Assays are performed in a 96-well microtiter plate at room temperature. The final
concentrations of the components are as follows:

sTF 3InM

Antlbody vary from 1000 to 0.625 nM
FViia 2 nM

52268 1 mM

Assay Procedure:

1. Pipette 0.1 mlof 2.5x AB (or buffer control) into each well.

2. Add 0.025 m! 10x sTF and Incubate 10 min at room temperature with mild shaking.

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

4. Add 0.1 m} 2.5x S2266 substrate, immediately transfer the plate Into a plate reader and
measure enzyme kinetics at 405 nm at 10 seconds Interval for 15 min.
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This assay may be used to measure an apparent Ky of binding of the antibodies of the
invention to sTF or the FVIla/TF complex, and to determine whether the antibodles of the
invention compete with FVII for binding to TF.

2. Factor X Activation Assay

The principle of this assay Is depicted below. FVila Is incubated with recomblinant
human TF vesicles to form a protease complex capable of activating the substrate, FX. :I'hls
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 52222. 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 8920 M'em™. ICs values (C) are determined by filting the initial rates into the 4-
parameter equation: Y = (A-D)/(1+ (xC}¥*8 )+ 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-HCl, 150 mM NaCl, 5mM CaCl,, 0.1% BSA, pH?.5

2. Human FVlla (HCVIA-0031, Haematologlc Technologles Inc.): 4 x working eolution-
prepare 100 pM solution In assay buffer prior to use.

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

4. Human factor X (HCX-0060, Haematologic Technologies Inc.): 4 x working solution-
prepare 1000 nM solution in assay buffer prior to use.

§. Chromogenic subatrate $2222 (Kabi Pharmacia Hepar Inc.):
Stock aglution: 6 mM In Hz0, stored at 4 C,
Working solution- prepare 0.78 mM solution in 3.57 mM EDTA (to stop the reaction), 160
mM NacCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.5 prior to use.

6. Antibody:
Prepare 4x dilutions In assay buffer prior to use.
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Assay Conditions:

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

rTF vesicles ' of 1:480 dilution

Antibody vary from 1000 to 0.625 nM

Fvila 25 pM

FX 250 nM

§2222 0.546 mM

Assay Procedure:;

Pipette 0.015 ml of 4xAB (or buffar control) into each well.

Add 0.015 mi 4xrTF vesicles.

Add 0.015 ml 4x FVlla, incubate 10 min at room temperature with mild shaking.
Add 0.015 ml 4x FX, incubate 5 min at raom temperature with mild shaking.

Add 0.14 ml S2222 substrate, immediately transfer the plate into a piate reader and
measure enzyme kinetics at 405 nm at 10 seconds interval for 15 minutes.

@b op

_ This assay may be used to determine whether the antibodies of the invention inhibit the
FVIiia/TF complex fo activate FX, and to determine whether the antibodles of the invention
compete with FX for binding to the FVIla/TF complex.

3. Prothrombin Time (PT) Assay

For the standard PT reaction, 90 ul of an appropriate concentration of the antibody or
PBS is added to 20 pl Thromboplastin 1S (Dade) and 90 ul of 256 mM CaCl, in a cuvette. The
mixture is incubated for 1 min at 37°C, then 100 ! of citrated plasma (Heiena Laboratories).
Alternatively, an appropriate volume of concantrated antibody is added to 100 ul of recombinant
human thromboplastin (Ortho Recombiplastin) and approximately 2 min later, 100 pl
reconstituted human plasma is added. Clotting ime fo each individual coagulation assay s
measured by taking the average of two measurements using an Electra 900C Coagulometer
(Hemollancs) and the average values determined from replicate assays (n = 3 or 4). Dose
response curves were generated for each inhibltor and then regresslon anatysis was used to
caiculate the concentration (in nM) necassary for a two-fold extension of the clotting ime.

=2,
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This assay may be used to evaluate the effect of the antibodies of the invention on the
extrinsic biood coagulation pathway. The amount of antibody required to double the PT Is
determined, and may be compare to other anticoagulants to asseas the relative potency of the
antibodies of the invention.

4, Microcalorimetry Assay

The microcalorimetry (Isothermal titration calorimetry) assay Is used to measure the
binding affinity (Kp) of the antibodies of the invention to TF alone or the FVlla/TF complex. This
assay is performed using a MicroCal VP-ITC instrument. The FVila/TF complex is preformed
by adding a 2.3 fold molar excess of FVIllai to sTF. Slze exclusion d'lrorhatogmphy Is used to
verify that the sTF in the assay is completely complexed. For determination of the antibody
affinity for the complex, 1.2 pM Vlla/TF compiex Is added to the microcalorimeter cell and 65
pM antibody is added to the syringe. For determination of the antibody affinity for sTF alone, 10
pM sTF [s added to the cell and 141 pM antibody is added to the syringe. Data dnalysis is
performed using MicroCal Origin software. The data Is fit to a single binding site.

EXAMPLE 5
in Vitro Characteristics of the Anti<TF Antibodies of this Invention

Six different TF-binding antibodies were Isolated from a fully human single chain
antibody phage display lbrary: scFv{TF)2¢1, scFW(TF)2c11, scFv(TF)2d3, scFv(TF)2h6,
scFv(fF)3e10 and scFv(TF)3h2. The affinities of thase sTF-binding antibodles, expressed In E.
coli, as measured using the BlAcore, were between 35 and 470 nM. The sTF/Vlla peptide
hydrolysis assay described under Example 4 was used to determine if these antibodies blocked
the formation of an active Vila/TF complex. in this assay, binding of Vila to sTF acceleratas
the rate of cleavage against the chromogenic peptide substrate S2266 by >20-fold. Antibodles
that inhibit binding of FVila to TF block this acceteration. Five of the single chain antibodles,
scFv(TF)2¢1, scFv(TF)2¢11, scFv(TF)2d3, scFv(TF)2h6, and scFv(TF)3h2, inhibited $2266
hydrolysis, suggesting that they Inhibit FV1la binding to sTF (Figure 1). In contrast, the single
chaln antibody scFv(TF)3e10 did not inhibit the sTF/Vila pepﬂde_hydrol&sla assay and, In fact,
this antibody increased the rate of $2266 hydrolysls, suggesting that scFv(TF)3e10 Increases

the affinity of sTF for FVla. Using the aTF/Vila peptide hydralysls assay, thie scFv(TF)3e10
antibody Increased the affinity of FViia for sTF, decreasing the K; apparent 5-fold (Figure 2).
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scFv(TF)3e10 did not affect the rate of hydrolysis by FVlia in the absence of sTF, indicating
that this antibody does not interact with FVila alcne. The Kj of the scFv(TF)3e10 antibody for
sTF, measured using the sTF/FViia peptide hydrolysis assay, was 65.4 nM (Figure 4). A
microcalorimetry assay was used to compare the affinily of scFv(TF)3e10 for TF as compared
to the FVIla/TF complex. These experiments revealed that mammalian cell expressed
scFv(TF)3e10 has a ~20-fold higher affinity for the TF/FVHa complex as compared to free sTF
(33 nM vs. 600 nM, Figure 5).

The six TF-binding single chain antibodies, expressed in bacteria, were compared using
the FX activation assay and the PT assay. None of the five antibodies that inhlbited the rate of
52266 hydrolysis by the sTF/FVIla complex, scFv(TF)2c1, scFv(TF)2c11, scFv(TF)2d3,
scFv(TF)2h6, and scFvW(TF)3h2, extended the PT beyond the PBS buffer control {Figure 3). In
contrast, although the scFv(TF)3e10 antibody did not have the highest affinity as measured by
BlAcore, and it increased the affinity of FVila for sTF, scFv(TF)3e10 was the only antibody in
the group that inhibited FX activation (Figure 6 and data not shown) and prolonged clotting time
in the PT assay (Figure 3). The ICs of the scFv(TF)3e10 (dimer) antibody for inhibition in the
FX activation assay was 0.44 nM {Figure 6). Finally, the FX activation assay was used to
determiner whether the scFv(TF)3e10 antibody competes with FX for binding to the FViia/TF
complex. scFv(TF)3e10 dose dependeantly Inhibited FX activation with the same Koq at all
concentrations of the substrate FX, indicating that scFv(TF)3e10 Is noncompetitive with FX and
does not bind to TF or to the FVIla/TF complex at the same site as FX (Figure 7). '

The scFv(TF)3e10 antibody was identified on the basis of binding to recombinant
human soluble TF. The saqguence homology of TF between the human and murine or human
and rabbit is 58% and 71%, respectively. The antibody appears to bind to a unique epitope on
human TF that interferes with activation of FX by the FVIla/TF complex. Physlologically, this
antibody has an advantage over antibodies that compete with FVII or FVila binding to TF. The
Ka of FVlla for soluble TF is ~10 nM (Figure 2), a value that Is consistent with pubilshed values
for the binding of FVila to sTF (4.8 nM, Neuenschwander, P. F. and Morriasey, J. H, (1954) J,
Biol. Chem. 289(11):8007-8013) or the binding of FVII, FVila and DIP inactivated-FViial to full
length TF reconstituted in neutral phosphatidyichaline vesicles (Bach R. ot al. (1986)
Blochemlstry 25:4007-4020). The affinity of FVII or FVila binding to full length TF Increasss
greatly when charged phosphatidyl serine is included in the phospholipld vesicies (Bach R. et
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al. (1986) supra), due to the interaction of the GLA domain of FVIl or FVlla with the charged
membrane surface (Neuenschwander, P. F. and Morrissey, J. H. (1994) supra). Under these
optimal conditions, the FV1la binds to full length TF with a very high affinity (41 pM). ATF
antibody thal competas with FVIl or FVila binding will have difficulty competing for this high
affinity FVIia/TF complex. In contrast, the scFv(TF)3e10 antibody not only has greater affinity
for the FVila/TF complex than to TF, but It does not compete with FViia for binding to TF. An
anttbody such as scFv{TF)3e10, which does not compete with FVlila, will inhibit the activation of
FX independent of the plasma concentration of FVII, which is ~10 nM.

The scFv(TF)3e10 antibody also has an advantage over antibodies that compete with
FX for binding to TF. The K, of FX for the Vlla/TF complex is between 0.061 and 0.099 uM
based on the data shown in Figure 7, consistent with published values (0.1 uM, Baugh, R. J. et
al. (2000) J. Biol. Chem. 275(37):28826-28833). The concentration of FX In human plasma Is
140 nM (1.4 to 2-fold K;,). An antibody such as scFv(TF)3e10, which does not compete with FX
as shown in Flgure 7, will inhibit the actfvation of FX independent of the plasma concentration of
FX.

EXAMPLE 6
In vivo Rat Thromboembollsm Model

The TF-binding single chain antibody scFv(TF)3e10 is specific for primata TF. A
thromboembolism model triggered by human TF (thromboplastin reagent contalning human
recombinant TF, Ortho} was developed In consclous male Sprague-Dawley rats (350 - 400 g, n
> Tigroup). In this model of disseminated Intravascular coagulation (DIC), TF, via
thromboplastin injection, induces pulmonary fibrin deposition, respiratory fallure, and death.
Doses of mammalian cell expressed scFv(TF)3e10 or vehicle were injected into the tall veln
followed, 15 min later, by a bolus Injection of thromboplastin (0.5 mikg). In the vehicle treated
group, this dose of TF resulted in 60% lethality (LDa), usually within § min after thromboplastin
injection. The rats were scored according to the following morbidity-mortality scoring system: 0
= unaffected; 1 = miid respiratory distress (recover within 30 min); 2 = sovara rasplralbry
distress (moribund, recovery required more than 80 min); and 3 = daath The average score
was used for comparing the efficacy of the different treatment groups. The results using this in

T
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vivo assay are daepicted in Figure 8. The antibody of the invention was able to reduce mortality
and reduce respiratory distress in this assay.

The preceding examples can be repeated with similar success by substituting the
generically or specifically described reactants and/or operating conditions of this invention for

those used in the preceding examples.

While the invention has been illustrated with respect to the production of certain
antibody constructs, it is apparent that variations and modifications of the invention can be
made without departing from the spirit or scope of the invention.

L AN B N
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What is claimed Is:

1. An anticoagulant antibody that binds with greater affinity to the factor Vila/tissue factor
(FVla/TF) complex than to tissue factor (TF) alone.

2. The antlbody of Claim 1, wherein said antibody binds with at least 2-fold greater
affinlty to the FVila/TF complex than to TF alone as measured In a microcalorimetry assay.

3. The antibody of Ciaim 2, wherein said antibody binds with at least 5-fold greater
affinity to the FVlla/TF complex than to TF aione.

4, The antibody of Claim 3, wherein sald antlbody binds with at least 10-fold greater
affinity to the FVlia/TF compiex than to TF alone.

§. The antibody of Claim 1, wherein sald antibody ia a monocional antibody.

6. The antibody of Claim 5, wherein sald antibody is a single chain antibody, a Fab dimer
antibody or an IgG antibody.

7. The antibody of Claim 8, wherein said antlbody Is a single chain antibody.

8. The antibody of Claim 7, wherein sald antibody does not compete for binding to TF
with one or more of the coagulation factors selected from the group consisting of factor Vil
(FVIt), factor IX (FIX), and factor X (FX).

9. The antibody of Claim 8, wherein said coagulation factors ars FVIl and FX

10. The antibody of Claim 1, whereln sald antlbody Is glycosylated.

11. The antibody of Claim 1, wherein sald antibady is modified by the addition of
polyethylene glycol.

12, The antibody of Clalm 1, wherein saki antlbody is biotinylsted for binding streptavidin.
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13. A pharmaceutical composition, comprising the antibody of Claim 1, which composition
comprises a pharmaceutically acceptable exclplent and a therapeutically effective amount of
said antibody.

14. A method for protecting against thrombus formation, comprising administering a
therapeutically effective amount of the antibody of Claim 1, wherein said antibody inhibits
the generation of thrombin without directly affecting other coagulation parameters such as
the activation and aggregation of platelets.

15. The method of Claim 14, wherein said method is to protect against thrombus
formation in ischaemic stroke, thrombotic complications following angioplasty, or
microvascular surgery.

16. A method for reducing and treating deep vein thrombosis (DVT), disseminated
intravascular coagulation (DIC), acute coronary syndrome, or cancer with evidence of
coagulopathy in a patient, comprising administering a therapeutically effective amount of the
antibody of Claim 1 to sald patient.

17. A method for regulating the inflammatory response in a patient, comprising
#dministering a therapeutically effective amount of the antibody of Claim 1 to said patient.

18. The method of Clalm 17, wherein said inflammatory response is selected from the
group consisting of sepsis, skin and vein grafts, and organ transplants.

19. The antibody of Claim 1, wherein said antlbody can be used to form a non-
thrombogenic coating on the surface of a medical device, wherein sald medical device
comes In contact with blood.

20. A kit, comprising the antibody of Clalim 1.

21. AKit, comprising DNA sequences encoding the antibody of Claim 1.

s
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22. A gene therapy composition, comprising the polynucleotide sequence of SEQ ID NO:2
or SEQ D NO:4, which encodes the antlbody consisting of the amino acld sequence of
SEQ 1D NO:1 or SEQ ID NO:3, in combination with a therapeutically effective amount of a
gene therapy vector.

23. An anticoagulant antlbody, wherein said antibody is a slngle' chain antibody that binds
with greater affinity to the FVIla/TF complex than to TF alone and whereln sald antlbody
does not compete for binding to TF with FVIl and FX.

24. The antlbody of Claim 23, wherein said antibody comprises the iamlno acid sequence
of SEQ ID NO:1 or SEQ D NO:3.

25. A polynucleotide sequence encoding the antibody of Claim 23, whersin said
polynucleotide sequence comprises the nucleic acid sequence of SEQ ID NQ:2 or SEQ ID
NO:4,

=4
0
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SEQUENCE LISTING

<110> Light, David
McLean, Kirk

<120> Novel Tissue Factor Targeted Antibodies as Anticoagulants
<l30:> S522%5AWQNZ

<150> US 60/376,566
<151> 2002-05-01

<1l60> 4

<170> PatentIn versgsion 3.1

<210> 1

<21ll> 2B2

<212 PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Amino acid sequence of scFv(TF)3el0 antibody
<400> 1

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 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 Lys
50 B5 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 Ber Arg Aap Asn Ser
8s 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 Ieu Val Thr Val Ser'Ala
130 135 140



WO 03093422

Gly
145

Gly Gly

Ser val Ser

Ser Ser

Gly

Ser
195

Pro Gly

Ser Gly Val

210

Ser Ala Ser

225

Tyr Tyr Cys

Gly Thr Lys

Tyr Pro Asp

275
<210> 2
<211> 849
<212> DNA
<213>
<220>
<223>

<400> 2
atgettagoy

gcecaggtca
ctctectgtyg
gcteccaggga
tacgcagget
tatctgcaaa
ttatcgctga
accgtctegg

tctgtgtegg

Gly Ser

Gly

Ala

150

Ala Ser

165
Ser val
180

Ser Pro

Pro Asp

Leu Thr

Pro

Ala

Thr

Arg

Ile

Gly Lys

Ser

TYyx

Val
200

Thr
Phe
215

Ser Gly

230

Gln Ser

245

Leu Thr

260

Pro Leu

tcectggtect
acttaaggga
cagectctgg
aggagctgga
ccgtgaaggy
tgaacagcct
ccgattacta

ceggtggegy

cgtctcegygg gaagacggta

val

Glu

Asp Ser

Leu

Pro Asn Phe

Thr Vval

Tyr Val

Ser Gly Ser

Leu

Aan

Gly Ala

28
Met
155

Thr
170

Gln
185

Ile Glu

Tyr
Ile

Thr
235

Lys

Asan Leu

250

Ala Ala

265

Pro

Arg
280

Artificial Sequence

Ala Ala

Leu

Ile

Trp

Asn
205

Asp

ABp
220

Glu Asp

val val

Gly Ala

DNA sequence encoding scFv(TF) 3ell antibody

tggcgegety gecctggeag gectggtett

gtctggggga

attcagttte
gtgggtctea
ceggtteace
gagagccgag
ctggtacgge

cggatctgge

accttggtec

actgacgcct

agtattagtg

atctccagag

gacacggccg
atggacgtcet
gcgccaaatt

accatctect

agcctggggy

Thr Gln

SBer Cys

Gln

1s0

His

Thr Ser

Glu

Phe

Pro
270

E-24
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Pro His
160

Thr Arg
175

Gln Arg

Arg Pro

Ser Asn

Ala Asp

240

Gly Gly
255

val Pro

ceccgagatg

gtccctgaga

ggatgagctg ggtccgeccag

gtagtggtgy
acaattccaa
tatattactg
ggggccaagg
ttatgectgac

geaccegeag

aagcacatac
gaacacgctg
tgcgagagta
caccetggtc

tcagoceccac

cagtggeage

60
120
180
240
300
360
420
480

540

2
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gttgccagct actatgtgca gtggtaccag cagecgcccgg gcagttccce caccactgtg 600
atctatgagg ataaccacag accctctggg gtoccctgatc ggttctctgg ctccatcgac 660
acctccteca actcetgeete cctcaccatec tetggactga agactgagga cgaggetgac 720
tactactgtc agtcttatga tagcaacaac cttgtggttt tcggeggagg gaccaagetg 780

accgtcctag gtgcggccogce aggagctccg gtgeccggate cggatccgct ggaaccgegt 840

gecgeatga 849
<210> 3

<21l1l> 261

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Amino acid sequence of scFv(TF)3elOdelta antibody

<400> 3
Met Leu Gly Val Leu Val Leu Gly Ala Leu Ala Leu Ala Gly Leu val
1 5 10 i5

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 lLys
50 55 60 :

Glu Leu Glu Trp Val Ser Ser Ile 9er 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 g5

Lys Aasn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Axg 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 Ber
145 150 155 160
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Ala Ser Pro Gly Lys Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser Ser Gly
165 170 17S
Ser Val Ala Ser Tyr Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Axg Pro Gly Ser
180 185 190

Ser Pro Thr Thr Val Ile Tyr Glu Asp Asn His Arg Pro Ser Gly Vval

155 200 205 :
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ile Asp 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 Ser Tyr Asp Ser Asn Asn Leu Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys
245 250 ' 288
Leu.Thr Val Leu Gly
260

<210> 4
<211l> 783
«212> DHNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> DNA seguence encoding scFv{TF)3elOdelta antibody
<400> 4
atgcttgggg tectggtect tggegegetg goectggeag geetggtott ccccgagatg 60
gceccaggtca acttaaggga gtctggggga accetitggtec ageectggggg gteccctgaga 120
ctctcectgtg cagcctctgg attcagttte actgacgect ggatgagetg ggtcecgecag 180
gctcoccaggga aggagctgga gtgggtcteca agtattagtg gtagtggtgg aagcacatac 240
tacgcaggcet ccgtgaaggg ccggttcacc atetccagag acaattccaa gaacacgetg 300
tatctgcaaa tgaacagcct gagagccgag gacacggeceg tatattactg tgocgagagta 360
ttatcgectga ccgattacta ctggtacgge atggacgtct ggggccaagyg caccctggéc 420
acegtcectegg coggtagegg cggatctaat tttatgetga ctcagcccca ctetgtgteg 480
gecgtcectecgg ggaagacggt aaccatctcc tgecaccegea geagtggeag cgttgecage 540
tactatgtgc agtggtacca gcagcgceceg ggcagttcece ccaccactgt-gatctatgng 600
gatmaccaca gaccctcectgg ggtccctgat cacctecctec 660

cggttctctg gctocatega
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aactctgect cectcaccat ctctggactg aagactgagg acgaggctga ctactactat 720

cagtcttatg atagcaacaa ccttgtggtt ttcggcggag ggaccaagct gaccgtecta 780

ggt 783
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Titulo: Nuevos anticuerpos dirigidos contra factores tisulares como
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(57) Resimen: Nuevos anticuerpos que se unen con mayor afinidad al complejo del
factor Vila/factor tisular (FVIia/TF) que al factor tisular (TF) solamente, no compiten por
la unién a TF con FVII y FX e inhiben la activacién de FX. Los anticuerpos se unen en el
sitio de la lesion y previenen el inicio de trombosis. Los anticuerpos se pueden usar para
el tratamiento de diversas afecciones trombéticas Incluyendo, a8 modo de ejemplo,
trombosis de venas profundas, coagulacién Intravascular diseminada y sindrome
coronario agudo.

Véanse las explicaclones (,Guldance Notes an Codes an Abbreviations") al comlenzo de
cada edicion regular de la Gaceta-PCT para la explicacién del cédigo de dos digitos y
de las otras abreviaturas
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ARLINGTON COURTHOUSE PLAZA 1 NOTIFICATION OF 4 mam_ RrC
2200 CLARENDON BOULEVARD, SUITE 1400 ; 'w
ARLINGTON, VA 22201 THE mg?ﬁ"m“ nmn mm
(PCT Rule 44.1)
Date of Mailing
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SCHERING AKTIENTGESELLSCHAFT

BERLX 320 WO FOR PURTHER ACTION  Sec parapraphs | mnd 4 below
Internaiional spplication No. International filing date
PCT/US0Y13521 (day/month/year)

30 April 2003 (30.04.200%)
Applicant

¥iliog of amendmenty snd statenemt mader Artide 19:
“Tho applicant in eatitled, 1f ba so wishen, (0 amend the claitm of the Iniaroations] spplieation (see Rulo 46):

inernational serch repost.

Where? Diroctly to the hgernationl Buresu of WIPO, M, chomin des Colombettes
1211 Genova 20, Swittariard, Facsimile No.: (41-13) 740.14.33

For more detalled lnstructioss, sce the notes cu the secompanying shest,

1 D The spplicant iy harsly notified that 0o interoxtional search report wit] by established snd that the declzmtion uader
Asticle 17(D(a) to that effect ia tranamitisd horewith.

mpplicant’s request Lo forward the texts of both the protest and the decision thereon (o the desigosted Offices.
[J o docision hes boon mado yet an the protest; the spplicas will be otified as sooa as & decision is mad.

4. Romindery

appli
ronch the Intcrnstional Buresu ss provided in Rules 50 bis.1 and 50 M».3, respectively, hl'u’elluuq:lumd'
prepantion for inlerntioml publiestion.

ackry into the oetiooe] phase befors thoss dexignated Offices. .
ia reapext of other daslgmued Offices, the time Limit of 30 months (or Inter) will spply sven if oo dexond iy filed within |

Valume I, Natiacal Chapters and the WIPO Iniermet slte.

1. The spplicant is hereby notifiad that the intarnational wearch faport has been established and i transmitted berewith.

3. [[] wuhregand tn the protest against payment of (ax) mikditions] fou(s) uoder Rule 40.2, the appficant is notified thet:
[[]  tiwprotese together with the decision thareon has beea trsmamitted 1o the Iaemationsl Burem: together with the

Shortly afier 15 monily from the priorily date, the lotermatiooal application will bo published by the Inenmtional Buresu. If the
ican wishes 1o avoid or postpons publication, & notice of withdrawal of the intermationsi application, or of the priority claim, ot

Within 19 moutls from the priority date, but only in respect of some demignated Offices, & dormnd for Interoations!
mniﬂiunlihﬁhﬂf&wllﬂummmhmhhﬂwwﬂwlﬂhﬁmhm data
(in same Offices oven Iater); otherwise the spplicant oust, within 20 months from the priadity dte, parform the prescribed scts for

Sou the Aonex to Form PCT/TR/X01 and, for detaile ahout the applicsble tims {imits, Office by Office, sou the PCT Aaplicent s Guide,

Wheaa? The time limit for (liog such smendments is normally two monihs from the date of tranemitta! of the -
e Lo Mumatidin

the tecinscal

9 months.

P.0. Bx 14

Name aod mujling sikiross of the ISA7US Aushorized officer . v
Mail Swp PCT, Atta: ISA/US . .
Commixsioger for Patents Philflp Glambel

HA:mt-.Viq-ﬂﬂ-lﬂ Talephoem No. 703-308-0196
| Pasimilo No. (NI7)305-300 __
Form PCT/ISA/Z20 (April 2002) (.hm-lw.ﬁ-)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)
licant” "s file reference Nolification of Trensminal of taernational Bearch
Applcant’s or agents e FORFURTHER | oo N vl o i s, b3
Intermatiopal application No. International fing dule (tymaur) {Earliest) Priority Date (dsy/month/vear)
PCT/US03/13521 30 April 2003 (30.04.2003) 01 May 2002 {01.05.2002)
Applicant

SCHERING AKTIENTOHSELLSCHAFT

This international search report has been prepared by this [nternatiogal Searching Authority and {s transmitted 1o the
applmntamrﬂmgmmﬂde 18. A copy iy being transmitted w the International Buresu.

This intermational search report consists of a total of 5 sheets.
It is also accompanied by a copy of exch prior art document cited in this report.

1. Basl of the Report
a. Wllhreglrdmlhlngmﬂnmmmmlmhwunudmtm:hehmnrmemmmullpphnmnlnme

language in which it was filed, unless otherwise indicated upder this item.
D Ihlnnﬂ'nllimlllmhwmnedmmlhhlhoflmhdmofﬂ:mumﬂmlmmﬂnﬂhdhmh

Authorlty (Rule 23. 1(b)).
b. Witk regard in my nucleotide and/or smino acid sequence disclosed in the internationa! application, the international

search was carried out on the basiz of e sequence listing:
contnined in the international application tn writen form.
filed together with the international application in computer readable form.
furpished subsequently to this Authority in written form.
furnished subsequently to this Authority in computer readable form.
the statecrent that the subsequenlly furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the
International spplication as filed has been furnished.
the statement that the information recorded in computer readable form is identical 1o the written sequence listing hay
been furnished,
Cerigin daimy were found unsearchable (See Box I).
Unlty of Inventiou Iy lacking (See Box II).

the text is approved as submitted by the applicant,
the text has been established by this Authority o read as follows:

woN

000 O OO0OOO

‘E

X

]

'S.  Withregard to the shetract,
the text Is spproved as submitted by the spplicant.
the text bas boen established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it sppears In Box 111, The applicant
may, within one month from the date of mailing of this inrernatioosl ssarch report, submit commenty o this
Authority.
6. The figure of the drawings 1o be published with the abatract is Figure No.
as muggested by the applicant. E Naoe of the figures
becmuse the applicant failsd to suggest a figure.
because this fgure belter charactarizes the invention,

LI

Form PCT/ISA/210 (first shoet) (July 1998)
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lateroations! application No.
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PCT/US03/13521

CLASSIFICATION OF SUNECT MATTER
ASGIK 35/395; CO7K 16728, CIIN 1913

A.
IPC(7)
UsCL

WINI 133.1, I4I.l45l IJII'SWI Jl'l! Jl.l Jaa.2. 3“.14.530'135 23.53

U.S. : 424/130.1, 132.1, 141,

Miniprum documentation seurched (classification system followed by classification symbols)
145.1, 158.1; 530/387.1, 387.3, 34.], }33.2, 388.24; 536/21.5, 21.5)

Docwneniation searched other than minimum docurgeraation (o the extent tat mich documents are included in the fields searched

Plesse See Contimation Sheet

Electranic dala base consulted during the intevomtiooal search (name of data base and, where practicable, sesrch termm used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * Citatioa of document, with indicaton, where appropriate. of the relevant passages Relevant to claim No.
Y US 5,298,999 A (REZAIE ET AL.) 29 May 1994, see entire docimoent. 1-25
1-25

US 3,874,407 A (KELLEY ET AL.) 23 Fetmumry 1999, see emtire document.

1'-
o cotablich the pubiiention dute of smocher chiation or otber gpecial reman
{m speciiied)

"0" dosnmaest mfurring to sa ol dsciorsre, wa, axhiihition or olber mama
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docament which may threw desits ou pricrity clabm{s) ar which is clud -~ deceey of particuler relovesos; ths dalmad bevestion wmnot be

comaidared to lavolve s lavenilve sty sheig the decement bn
ecmblusd with ous or s othar such dossssmts, such
comblustien belag chvims to & porson sidiled in the mt

“&" document member of the ymno patext family

e _peioity date.cialmal.
Dats af the sctual completion of the interpational sesrch

Date of meiling of the m«-wMzm‘

19 October 20083 (19.10.2003)

Name and amiling address of the ISA/US Authorized officer . M—
Ml S0p PCT, Az SATUS Phillip Gambel (%/LM,Q
rm.o. i “\?m IB13-1450 Telephone No. 703-308-0196

Fecaimile No. (703)305-3230

Form PCT/ISAZ210 (second sheet) (hily 1998)

i



NOTESTOFORM PCT/ISA220

These Notes are intended to give the busic instructions concemning the filing of amendments under Article 19. The
Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Tresty, the Regulations and the Administrative
Instructions under that Tresty. In case of discrepancy between these Notes and those requirements, the latter are

applicable. For more detailed information, scx also the PCT Applicant's Guide, n publication of WIPO.
In these Notes, “Article,” “Rule™ and “Section™ refer to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Administrutive I[nstructions, respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, after having received the International search report, one apportunity to amend the claims of the
international spplication. It should however be emphasized that, since all parts of the intemnational spplication (claims,
description and drawings) ml'y be amended during the intcrmatiomsl preliminary examination procedure, there is usually
no need to file amendments of the claims under Article 19 except where, e.g. the spplicant wants the latter to be published
for the purposes of provisions! protection or has another reason for & the claims before intemationsl publication.

Furthermore, it should be emphasized that provisional proteciion is available in some Stales oanly.

What parts of the Interantional applicstion may be amended ?
Under Article 19, anly the claims may be amended.

Durin.!lninwn-ﬁuﬂphu.ﬂwduimmydnh:nmu:hd(wﬁnﬂumnﬂd)mﬂu%bﬂhfou'
the Internalicnal Preliminary Ewnm Authority. The description and dmwings may cnly be amended
under Asticle 34 before the Internati Preliminary Examining Authority,

into the national phase, 4]l parts of the intervational ication be amended under Article 28
o where spplicabt, Aricle 41 _'"I = -

When 7 Within 2 months from the date of ranamittal of the intemational search reporct or |6 manths From the priority
date, whichever time Emit Intwr. It should be noted, however, that the amendiments will be considered
as having been roceived on fime If they are recelved by the Intamationa] Buresy sfier the expiration of the
g Iia‘zuﬁuliukbmhh:hmphimofﬁewdniulm&m&ﬂpuhﬁm

Whern not te file the amesdments ?
The amendments may only be filed with the International Buresu and not with the receiving Office or the
Internationsl Searching Authority (Role 46.2).

Where & demand for international peeliminary examination has beentis filed, see below.

How?  Either by cancelling ane or more entire claims, by adding one or more new claims or by smending the text of
nn:urbn::mnl'lh?:himnﬁled. by addiog > .
A replacement sheet must be submitted for cach sheet of the claims which, on account of an amendment or
smendments, differs fom the sheet ariginaily filed.
All the claims sppearing on s replacement sheet must be numbered in Amabic numemls. Where & claim i

ancell ing of the other claims i ired. Inall where clai
L d'mmmvely (Mmin;n'lli ve“ equ n Sﬂ:lell.:ZOSCbJ ; aima are renumbered, they must

The amendments must be made in the lnnguage in which the [nternstions] spplication Is is be published.

What decuments must/may accompany the amsadments ?

Letter (Sectina 205(4)):
ﬂnmmmhmhninuwiﬁllm_u..
mw!ﬁﬂlﬂhwﬂﬂudwimwmyfhﬁmwhumﬂdcm_ It shoald not be
confised with the “Sistement under Article 19(1)" (sec below, under “Sintement under Article 19(1)").
Eﬁh&ﬂﬂhhllﬁﬂuh’:‘:‘tﬁeﬁ-’hifﬁe " However, If the language of the
uwﬂumnmkmm- ter must be In i If the language of the International

Notes to Form PCT/ISA/220 (first sheet) (July 1998; reprint Apnil 2002)
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NOTES TO FORM PCT/ISA/1Z0 (continued)

The lenzr must indicate the differences between the claims ax filed and the claims as amended. It must, in
iculer, indicate, in cognection with each claim lppmnﬂn the international application (it being understnod
that identical indications conceming several claims may be grouped), whether
(i) the claim is unchanged; :

(i) the chim is cancelled;

(iil) the claim is new;

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

(v) the cluim is the result of the division of a clsim as filed.
The following cxamples lustrate the manuer in which amendments must be explainesd in the sccompanying

letter:
). [Where originally there were 48 claims and after amendmant of some claims there are 51):
“Claims | to 29, 31, 32, 34, 35, 37 to 48 replaced by amended claims bearing the same numbery;

claims 30, 33 and 36 unchanged; pew claims 49 to 51 ndded.”

[Where osiginally there were 15 claims sod after amendment of all claims there are 11}

“Claims | 10 15 replaced by ameaded claima 1 to 11"

{Where originally there were 14 claims and the amendments consist in cancelling some clsims and in

adding new claims):

unchanged; clasims 7 to 13 cancelled; new claims 15, 16 and |7 added.” or

wachanged.

“Claims 1 10 §and 14
“Claims 7 to [ cancelled: new claima 15, 16 sad 17 added; all other claims g

4. [Where variows kinds of smendments are made];
; claims 11 10 13, 18 and 19 cancelled; claims 14, 15 and 16 laced by smended -

“Claims 1-10 unchanged:

claim i4; claim 17 subdivided into smended claims 15, (§ and |7; new claims 20 and 21 added.
“Statement ander Articde 15(1)" (Rule 464)
The amendments may be sccompanied by a statement explsining the smendments and indicati impact
mﬁawmwhuummm?ﬁumm(mwunmm
The stxtement will be published with the intematioaal spplication ad the smended claima. .
It must ba In the language In whick the lnternstional application is ts be pabiished. .
It must be brief, not exceeding 500 wonds if in English or if tansiated into Eaglish.
It should not be confbosed with and dots not replace the letter indicsting the differences betwoen the clajms
as filed and ws amended. It must be filed on a scparste sheet and must be identified as such by u heading,
preferably by wsing the words “Statoment under Asticle [9(1)."
It naot contain any disparaging comsucnis on the international search repoet ar the rolevance of citati
euln;’ndinhtm lghl-uweihﬁunnnmbnﬁmehmmahhmmﬁl:
repovt may be made anly in connection with an amendment of that claim.

2

Consequence if 2 domand for lntersational preliminary examingtion by siready beey Ked
If, &t the time of filing ary amendments and any accompanying statement, under Asticle [9, a demand for
intemnational preliminery examination hay already been submitied, the spplicant mumt ly, at the time of
fillog the amendments (and any starement) with the lnternstional Burseu, siso flle with International
Preliminary Examining Authority a copy luchlmudmnu(lndofmymm)lnd.whulmimd.l
, first

tranalation of such amendments for the procedure beforc thar Authority (see Rules 55.3(a) and
sentence). For farther information, sce the Notes o the demaad form (PCTAPEAMG]).

Comsequence with regard ta translatisa of the nteruational spplicstion for entry lute ihe national pham

The applicant’s attention is ‘dmwn o the fact that, upon entry into the national phase, » tramslation of the
claims 35 amended under Article |9 may have to be furnished o the designated/elected Offices, instead of, or
in sddition to, the tmnalation of the claims as filed

For further details on the requircments of each designated/tlected Office, see the PCT Applicant’s Guide, .

Volume II.

Notey io Form PCT/ISA/220 (second shect) (July 1998; reprint April 2002)
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL

EN MATERIA DE PATENTES
Remitante: EL ORGANISMO ENCARGADO DEL INFORME DE BUSQUEDA
INTERNACIONAL
A
ANTHONY J, ZELANC PCT
L TS0 ) BRANIGAN, P.C. NOTIFICACION DE ENVIO DEL INFORME DE
2200 CLARENDON BOULEVARD, SUITE 1400 BUSQUEDA INTERNACIONAL
ARLINGTOM, VA 22201 O DE LA DECLARACION
(regin PCT N 44.1)
fﬂll de envio
07 de junio de 2004
[Referencia del solicitants o del agente PROCEDER
BERLX 320 WO Vers ntos 1y 4
[ Soliciud Intemacional N® Fecha de Presentacién Intemacional bolo.puntoe 1y 4
(dio/mes/alic)
PCT/US 03/13521 30 de sbril de 2003
Solctants
SHERING AKTIENGESELLSCHAFT

1.

-] nndﬂulluulnhdahmudlnhmdumImnmldonllychqulublmll squl
unto.

Prescatacifa de modificaclones y nna declaracidn, segin articulo 19:

El solicitante puede modificar por mu propia voluntud Ies reivindicaciones de 1a solicited intermacional (ver regia 46):

JCuando? El plazo para la presantacidn de talss modificacionss es usuaimernis de dos meses & partir del
envio del Informe de Bisqueda intemacional; otros detalies se pueden obienar da las
obsarvaciones de Ia hola adjunts.

¢Dénde? Directaments en Ia Oficina intemacional de la WIPO,
34, chamin des Colombetine, CH-1211 Ginabra 20.Telefmx N™ (41-22) 740.14.35

Otras indicaciones detalladas s¢ pucden obtencr en les olscrvaciones de lahoja adjunin.

O Se notifica al sclicitants qus no se confacciona un Informe de Bisquada Intemacional y de que, sagin al
articulo 17(2)a, sa envia aqul la deciaracién.

[0 Acerca de la objeciin contru ol pego de una tasa(s) adicionakes) segin la regia 40.2, ss Informa al
soliclante que:

O In objecion y la resciucién han akio enviadas dasds aqul, junio con su solicitud de anvio del
texto, asi como el requarimianto del solickants da impulsar la cbjecién y Ia resolucién, a los
organismos designados por la Oficina Intemacionsl,

a No sxists ninguna resoiucidn acerca de la objecidn; sl soliciianis sand Informiio en cuanio se
tome una resolucion.

4. Recordatorio

Brevements tras el trascurso de 10 meses a partir de Ia fecha de prioridad la Oficine intemacional publicaré ks
soiicitxd intamacional. §1 el soicianta quisre impedir o posisigar la publicacidn, debe presentar en la
Oficina Intemacionsl, segin la regla 1 a .3, antes de conclulr iss preparaciones técnicas para ka

intomacional, una declarscidn acarca dal desistimiento de la soliciud infemacional o de la
reivindicacién de prioridad.

Cuando ol solicianies desea posiergar en hasta 30 messs (en siguncs organismos hasta mds) a partir de la
fecha de priaridad el ingreso en Ia fase nacional, debe presentar, solo en determinadas oficinas desipnades, una
soliciind de Examen Preliminar intemacional dentro ds ios 19 messs @ partir de la facha de prioridad;.de otre
manera, ¢l scliciiants deberd resllzar loa sclos prescriptos para entrar en la fase nacional ante tales oficines
designades dentro del plazo de 20 meses a partir de la fecha de prioridad..

Con respecio a otres oficings designedss, se apiica el plazo de 30 meses (o mds adn) sl no se presanta una
demanda en 19 meses.

Ver ol anaxo del formulario PCTAB/301 y, pam os dotalies de lospinzos aplicables, oficine por oficina, ver of PCT
Applicant Guide, Volume 11, Netional Chapter y ai sitio de intamet de WIPO.

Facsimil N* 305-3230
Formulario PCT/ASA/220 {abrll 2002) {ver notaa en /a hoja adjuris)

Nombre y direccién postal de IAS/US Funcionario autorizado
Mall Stop PCT, Atin.: ISAUS
Commisloner for Patents PhEipGambel
P.O. Box1450
Alexandria, Virginla 223131450 Telefono N* 703-308-0198
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INSTRUCCIONES PARA EL FORMULARIO PCTABA/220

Estas instruecionse son indicacionss bisicas para la presentucién de modificaciones segin of artfculo 19. Estes
observacionss se basan sobre los requisiios del Tretado de Cooparacién inmmacionsl en Materia de Patentas (PCT),
del reglamento de aplicacién y de las normas adminisirativas del mismo. Ante diferencies entre astas chsarvecionss y
los taxtos mancionadoa anteriorments son apiicables los ditimos. Otros detallas ss puaden obtaner en ol PCT
Applicania Guide, una publicacién de la WIPO.

Las expresionas "srilcuio®, “regia” y “panigmfo” ampleados en estas instrucciones se refleren slempre a las
diaposicionss del Tretado PCT, al reglameanto de aplicacién PCT o a las nonmas administrativas PCT.

INSTRUCCIONES CONCERNIENTES A MODIFICACIONES SEGUN ARTICULO 19

Luego de recibir o1 Informe de Bdasquada Intemacional, ol solicants tiens i posbifided de modificar una vez las
melvindicaciones de la solicitud intemacionsl. Sin embargo, se dabe hacer notar que, dado que todas ixa partes de I
soliciixd intemacional (relvindicaciones, descripcidn y figuras) puaden aar modificados durante ol Examen Preliminar
imtamacional, no axiste vsuaiments ia necesided de presentar modificacionas de las relvindicacionss sagin el articulo
18, excepio cuando el solicitants desea la publicacién de esias relvindicacianes o presanta algidn olro motivo para la
modificacién de las relvindicaciones de st: publicacion intemacional, por ejempio, a los fines de una proteccién
provisoria. También se debe tomar en consideracion que una proteccién provisoria se pusde obisner soio en aigunos

LQue partes de una solicitud internactonal pusdan ser modificadas?
En ol marco del articulo 17 solo pusdan ser modificadas las reivindicaciones.
En la fass intemacionsl, sagin al articuio 34, las eivindicacionas tamblén puaden ser modificadas (o
nuevaments modificades) ante el organiamo encargado del axamen preliminar intsmacional. Segin el articulo 34,
Ia descripcién y las figuras soio pueden sar modificadas ante of organismo encargado del Examen Preiminar
Intemacional.

Al ingresar sn a fase nacional, segin el articulo 28 o, an casos dados, ol articulo 41, pusdan sar modificadss
todas las partes de la solicihud intemacional.

LHasta cusndo se pusden pressntar modificaciones?
Dentro de los dos masas a partir dal envio del informe de bisqueda intsmacional o dentro de dieciséis meses a
partir de la fecha de prioridad, sagin sl plazo que venza s tarde. No obstants, las modificaciones son
consideradas como viiidas cuando son envisdss a ks Oficina intemacionat luego del plazo establecido pero antes
de la conciusiin de lss prepamcionas técnicas pars la pubiicacién intamacional (regia 48.1).

LDénds no se deben presentar laa modificaciones?

Lps modificaciones solo puaden ser prasaniades ante la Oficina Intemacional y no en la Oficina de Presaniacién
o an ol Organiamo de Bisquadas Intemacionales (regla 48.2).

Ver abajo donde se pueden presentar un requerimiento de Examen Preliminar Intemacional.

LEn que forma pueden ser llevadas a cabo las modificaciones?
Una modificacidn pusda procedsr en la version preseniads madiants |a sfiminacién de una o varias
reivindicacionss, madianie o agregade de una o varias reivindicaciones nuevas o mediante modificaciones def
texto de una o varias relvindicaciones.

Se debe presentar una hoja de reemplazo por cads hols de mlvindicaciones que, como consecusncia de una o
varias modificacionss, se difsrencia de la presantada originaiments.

Todas ims relvindicaciones que aparacen una hola de mempiazo daben estar numneradas con cifras anibiges. Asl,

cuando se eiimina una relvindicacidn, las demds no deben ser numaradas nuevermnants. En e caso de una nueve
numeracién, laa relvindicacionas deben sar numemndas en forma consaculiva (nomas administretives, kam

205p)).

Las modificacionss deben estar redactadas en ¢l kiloma en que fue publicada ia solicitud Internacional
20w antecedentes deben acompaiiar a las modificaciones?

Escrito adjunto (ltmm 208b)):

Las modificaciones se deban presantar con un escrito adjunto.

El escrito adjunto no se publica junto con la soficiud intemacional y las relvindicaciones modificadas. No se debe
confundis con “declarecidn segin articulo 18(1)" (Ver absjo, “sclaracién segdn aticulo 18(1)7).

El escrito adjunto pusde ester redactado, a sleccién del solicitants, en idioma inglds o francés. En
aolicitacionsa Intsmacionales vertidas en idioms Ingiés, ol escrito edjunto debe estar redactado
asimismo en idioma inglés y en las soliciudes Intemacionales redactadas en idioma francés en idloma

francia.

[nstrucciones para PCTASA220 (hoja 1) ullo 1998)
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INSTRUCCIONES PARA EL FORMULARIO PCT/IBAIZ20 (continuacion)

En ol sscrito adjunto debsn ester indicedss las diferancies existeniss entre las relvindicaciones de s vemsién
presantada y les eivindicaciones modificades. Asl, pam cada reivindicacidn de la solicud intamacions] deben estir
indicades (iIndicaciones equivaientas para relvindicacionss distintas puadan estar aunadas), en particular, ol

/] i relvindicacién no estl modificada;

)] i reivindicacidn fue eliminada;

)] ia relvindicacidn ss nueva:

) ia relvindicacién reampiaza a una o a variss relvindicacionas de la versidn presentads;
v) ln relvindicacién se origina en la divisién de una relvindicecién de Ia version prassntade;

A continuacién se indican ejemplos de cémo se deben aclarar modificaciones en al escrito adjunto:

1- [cuando en lugar de 48 relvindicaciones originaies, lusgo da ia modificacién de aigunas reivindicaciones
extstan 51 relvindicaciones]:
"Lss relvindicaciones 1 a 20, 31, 32, 34, 35, 37 a 48 son reamplszadss por reivindicacionss modificades
con la miama numeracién; las relvindicaciones 30, 33 y 38 quadan sin modificar; ks relvindicaciones 480 &
51 estdn agregedas.”

2- [cuando en luger de 15 relvindicaciones originales, luego de la modificacidn de todas ias relvindicaciones
existen 11 relvindicaciones]:
“Las reivindicacionss modificadas 1 a 11 estdn on lugar da las relvindicacionea 1 a 15°

3 (cusndo originaiments existen 14 eivindicaciones y les modificaciones consisten on [a efiminaciin de
sigunas reivindicaciones y ol agregado de nuevas relvindicacionas):
“Las ralvindicaciones 1 2 8y 14 estin sin madificar; las relvindicaciones 7 a 13 son sliminadss; se sgregan
nuevas relvindicacionss 18, 16 y 17. "0" se efiminan =s ralvindicaciones 7 s 13; s agregan nueves
raivindicaciones 15, 16 y 17; todas iss domds reivindicaciones quedan ain modificar.”

4~ {cuando sa levan s cabo distintos tipos ds modificaciones):
"Reivindicacionos 1 & 10 sin modificar; relvindicaciones 11 a 13, 18 y 18 siiminadas; relvindicacionas 14,
15 y 18 rmampiaradas por ia nueva relvindicacidn 14; relvindicacin 17 dividida en lss nuevas
relvindicacionas 15, 18 y 17, nueves relvindicacionas 20 y 21 agregadas.”

*Declaracién segin articulo 19(1)" (Regis 48.4)

A las modificacionas aa puecdie agreger una decieracidn madiants i cual se axplican iss modificaciones y se
gmnwl,mmawmhmyhdbmuaum. sagin o articulo 18(1), no puaden ser

La deciarecidn se publica junto con ia sofickud intemacional y ias relvindicecionas modificadas.
La misma debe astar redactada en ol idioma en que se pubfica ls solictud intamacional.

La misma debe ser corta y no dabs comprendsr mds de 500 palabras cuando estd redactada o traducids al
idioma Inglés.

La aclaracién no se debe confundir con el escrito adjunto quea indica ias diferenciss existantss entre las
relvindicaciones de la versidn original y las relvindicaciones modificadas, y no reempiazra al Gtimo. Se la debe
presantsr en una hola separis y caracterizar coma tal an al titio, con prefarencia, madignte ey patabres
“Declarncidn segdn articulo 20(1)".

La aciaracién no debe conisner manifesiaciones desmenscadonss aceica del informe de blequeda inlsmaciona)
o dal significado de lss publicacionss mencionadas sn sels informe. Solo se puade hacer referencis a
publicaciones indicades en ol nforme de bdequada Intamacional que ss relsclonan con una relvindicacidn
detarminada, en &l contaxio da uns modificacion de esta relvindicacidn.

Consscusnciss de una solicitud ya pressntads sobre ol exemen preliminar intemaclonal

Cuando en ol momento de la presentscién de modificaciones sagdn &l articulo 19 ya se requird un requerimiento
de examen preliminar intemacional, el sollcitante deberia presentar sl misma tiampo, sn su proplo interds, Junto
con la presentacion de las modificaciones (v cusiquier deciamcién) ants la Oficina Intamacional, una copla de lss
madificaciones ante el organiamo encargado del xamen praliminar intemacional y, cuando s requerido, una

udﬂndaulurmdlhdonupnnMﬂdmﬂnﬂmﬁﬁ:ymk.znmmu)
Para mayor informacion, ver las notas al formulerio de requerimiento (PCT/IPEAMO

Consecusncias de las modificacionss desde of purin de vista de la traduccién de la soficitud Intermacional af
Ingresar en |a fase nacional

Se haca notar al solicitants que, al Ingresar an la fase nacionsl, en uger de o adicknaimernts a la traduccion de
lss reivindicaciones en la versidn originel, se debs enviar una traduccidn de ias relvindicaciones modificades
segln el articulo 10 a loa organismos designadas / saleccionados.

Otros daiaBes scarca de las exigenciss de cada organiama designado / selaccionado se obtienen en el PCT
Applicant Gulde, Volume ).,

" instrucciones para PCTASA/220 (hoja 2) Gulio 1998)



TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

PCT
Informe de Bisqueda internacional

(Articulo PCT 18, msi como regiss PCT 43 y )

Referencin del solicitantc o del sgente Vwmﬁﬁnﬁhdelmhhllnhnd:bﬁqﬂlilmm
120WO PROCEDER (formmlario PCTASA/220), ssl como, en tato corresponda, e

BERLX igrani 5.

e

Referencia Internacional Fecha de presentacién Intemacicnal Fecha de prioridad (2 mis antigus)

{din‘mes/afio) .

PCT/US 03113521 30 de abrii de 2003 30/D4/2003 01 de mayo de 2002 (01/06/2002)
Solicitaite

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

Este Infarme de Bisqueda intemacional fue sisborado por sl organiamo de bisquedas intemacianales y, de acusrio
con ol articulo 18, es enviado sl aclicitants. Se envia una copla a la Oficine Intemacional.

Ests informe de blisqueda intamnacionsl comprends, an total, 3 hojas.

E Se sdjunts también una copls de cade uno de los antecedentes del estado de |a tdcnica mencionado
an asts informe

1. Fundamentoa del Informe

a. Con respecin al kiioma, in bisquada intemacional fue lieveda a cabo, en tento no se Indique otra cosa en
ests punto, an & idiomna en qus s basa Ia soliciud Intsmaciongl presentada.

O La bisqueda Intemacional fue Neveda a cabo basada sobre una traduccidn de la solickud
Intsmacional suministrada a exte organismo (regla 23.1 b)).

b. Con respecto s los nucledtidos y/o aminoicidos ovelados en Ia soliciiud Intemacional, Ia bisqueda
Iintermacional fue levada a cabo besada sobre el protocolo de secuenclas que

estd contenkdo an forma escrita an la solichud inlemacional.

fue presantado en forma lagiis por computador junto con 1a soliciiud intemacional.

fue suminisirado posteriormente ante el orgenismo par escarfio.

fue suministrado posterionrerte evis o organismo an forma legbie por computadora.

se pmsantd la deciaracién de que ef protocolio de sacuencls suminiatrado postariomments no supera
ol contanido revelado an la solickud Intsmacionsl an el momento de ln presantacion.

s presontd ia declaracién de que las informaciones vertiias en forma legible por compuindora se
correspondan con el protocolo de secuencias suministrado por escrito.

0 OOobao

Determinadas relvindicaciones no eran investigables (ver campo ).

N
(m

Falta ds uniformidad de la Invenclén (ver campo Ii).
4.  Con respecio al titulo de la Invencién,

B se aprusha el taxio presentado por el solicitants.
O e texin fue estsbiacido por el organismo como sigue:

5. Con respecio al resumen,

B oo aprusbes el texto presentado por ol soficitants.

O el texto fus esteblecido por ol omganismo de acuerio con la regla 38.2 b), tsl como apamece en &l
campo lii. El solicitents puede presantar una posicién anie este organiamo en el transcurso de un
mes a partir de Ia facha del envio de este Informs de Bdsgueda intsmacional.

6. Lafigura de las llustraciones a ser publicada con el reaumnen es s figura N*
1 como es sugerkia ol solicitante E ninguno de los dbujos

O pomue el solickants no sugiers ninguna figura.
0O pomue esta figura caracteriza mejor la invencién.

Formiario PCTAISA/210 (hola 1) (Jullo 1968)



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

 Referenda Intsmacional
PCTIUS 03/13621

UscL: :
538/23.5, 23.53

Segidn Ia cisalficecidn intamacionel de patentss (TPC) o ia cleslificacién intarmecional la IPC
B. INVESTIGADOS

A~ CLABIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
IPC7 AB1K 39/385; CO7K 16/28; C12N 15/13

424/130.1, 133.1, 141., 145.1, 158.1, 530/387.1, 387.3, 38.1, 3808.2, 388.24,

536/23.5, 23.53

‘Maierisl minimo investigado (Sistema ds clasificacién y simboios de clasificacion)
U.S.: 424/130.1, 133.1, 141., 145.1, 158.1, 530/387.1, 387.3, 38.1, 388.2, 3B8.24,

investigado

Publicaciones nvestigadas perc na pertenecianiss e materiel minimo investigado, en Gnto pertanezcan e Ambio

[Banco slecironico de datos consultado durants ia bisquada intemacional (nambre del banco de datos y expresiones da

Var doaumento

Ver documanto compleln

Y US 5,208,388 (REZAIE ET AL) 20 de marzo de 1994
completo

Y US 5,674,407 A (KELLEY ET AL.:), 23 de febrero de 1988

bidwqueds sventraiments ermnmpleadan)
Ver hoja de continuacion
C. DOCUMENIOS CONSIDERADOS RELEVANTES
Catagoria® Denominacién del documento, asl como, de ser requerido, "Relevante para s
indicacién de 108 pasajes relsvaries relvindicacin N°
1-25

1-25

O S8e puaden escoper obres publicaciones en h

[}  Verfamiia da patentes en ef anaxo

continuacién del campe C
Categorias particulares indicadas en

"A" publicecin que define ol estado general de la
técnica pero no considerada como particulsmments

impestants

"85" docurnanto anterior pero publicado recidn o despuds
da ls da Ia facha da presentacidn intemacional

"L* publicaciin adecusds para hacer sparecer Como
dudosa una relvindicacidn de priorided, © madiante
1a cusl debe sar considerncis 1a facha de divuigecién
de ot publicacin mancionada en &l informe de
bisqueda o que as indicada por oira razén particuler
{como realtzads)

*0" publicacidn que se reflers a una revelacion oral, a
una utlizacién, a v exposiciin o a olras

*P" publicacidn mafzada antss de a fecha de
presantacién intemacional pero luego de l fecha de
relvindicada

T publicaciones posteriorss & las difundides en In
fecha de presentacitn intemscional o de la fecha de
prioridad y que no colisionan con la solikdiud, sino
que salo estén indicedes pana mayor entendimiento
del principio fundemental de la lwencidn a de la
tecria sobre la cuwl 8o basa

"X" publicacién de particular imporiancia: la Invencidn

meivindicada no puads ser considerada, sclo como

consacuencia ds  asia pubficecién, como novedosa
© apoyarss en una actividad inventiva

publicacién de particular importancia: ks invencién
relvindicads no puede ser considerada como
spoyada sh una pciividad inventiva cuando pueds
ser relacionsda con una o varias otres pubBicaciones
de eata categoria ¥ tul relacién es notora para um

Nata

"8" publicacidn que as miambro de la miama famiia

Focha da finallzacin de I bisqueda Intemacional
19 de octubre de 2003 (18.10.2003)

Fecha de envio del informe de Bdequeda Intemacional
Q7 de junio de 2004)

Nombre y Cidigo Postal del ISA/US
Mat Stop PC, Afin.: ISAUS
Commiaaloner for Patents
P.O. Bax 1450
Alaxandrls, Virginla 22313-1450

Fex: N® (703) 305-3230

Funclonario Apoderado
Phillip Gambel
Teléfono N*® 703-308-0108

Formutario PG TAGA/210 (hoje (2) Quiio 1988)

%%



Referencia Intemacionsl

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCTIUS 03113621

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

Expreaiones buscadas: tisue factor, factor VIIA, factor VI, factor IX, factor X, antbody?, 3010, thrombus, ischemi?,
ichsamic?, thrombus, engloplasty, graft, trersplant?, Bght, mciean

I

Formulario PCT/ISA/210 (hola (2) (Juiio 1968)



TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL i C‘;

EN MATERIA DE PATENTES
Remitente: EL ORGANISMO ENCARGADO DEL INFORME DE BUSQUEDA
INTERNACIONAL
A
ANTHONY J. ZELANO PCT
AN O o O L BRANIGIN. P.C. NOTIFICACION DE ENVIO DEL INFORME DE
CLARENDON BOULEVARD, SUITE 1400 BUSQUEDA INTERNACIONAL
ARLINGTOM, VA 22201 O DE LA DECLARACION
(regls PCT N" 44.1)
[Fecha de envio
(dfa/mes/alic)
07 de Junio de 2004
Rafarencia del solicitants o del agente PROCEDER
| BERIXJ20WO _ _ Ver sbajo, puntos 1y 4 |
Solicitud intemnacional N° Fecha de Presemiacion Internacional
(dia/mes/alio)
PCTAUS 03/13521 30 de abril de 2003
Solictants ——
SHERING AKTIENGESELLSCHAFT

1. s;lmnlmmmmhmmwlmumum Intsmacional y de que se lo anvia aqul
umto.

Preseataciin de modificacioney y ama declarsciia, segin articulo 19:

Bl solicitante puede modificar por su propia voluntad Les refvindicaciones de In solicid internacional (ver regla 45):

dCuando? Elplazo para la pressniacion de tales medificaciones ea usuaimenia da dos mases a partir del
anvio dol Informe de Bisqueda Inlemacional; otros detaiiss s pusdien obiener da lss
observaciones de a hoja adjunta,

LDdnde? Directaments en la Oficina Inismacional da la WIPO,
34, chemin des Colombettes, CH-1211 Ginebra 20.Telefax N*™: (41-22) 740.14.35

Otras Indicaciones detalladas se pucden obtener en las observaciones de Iahoja adjunta.

2. [0 Sa nolifica al solicitanis que no se confecciona un Informe de Bisqueda Intemedional y de que, segin o
articulo 17(2)a, se envia agqul la daciamecidn.

3. [0 Acercads laobiecidn contra e pago de una tasa(s) adicional{es) segtn la regia 40.2, sa informa al
solickanis que:

O In objecidn y Ia resolucidn han siio snviades desde squl, junto con su solicitud de envio del
taxio, asl como &l rnequerimiento del soliciante de impulsar la objecién y a resclucién, a los
organiamoa dealgnados por la Oficina Intemacional.

a No existe ninguna msolucién acarca de Is objecidn; si solicianie seni informado en cuanio se
tome una resolucién.

4, Recordatorio

Brevemnanis tras ol trascurso de 18 messs s parlir de ia fecha de prioridad la Oficina Intsmacional publicard s
solicitiud intamacional. S! sl soficiante gquism ir o postergar la publicacidn, debs presentsr en la

Oficina Intemacional, sagin la reghe a8 .3, antas de concluir las preparaciones ticnicas para
publicacién intemacional, una decisrecidn acerca del deshiimiento de la soliciud intemacionsl o de la
relvindicacién de prioridad.

Cuando el solichante desea postorgar en hasta 30 meses (en algunos organiamos hasta mds) a pariir de la
fecha de pricrided of ingreso en In fase nacional, debs pressntar, solo en determinadas oficinas designacdas, una
soliciud de Examen Prefiminar Intemacional dentro de los 19 messs a pariir de la fecha de prioridad;.de olra
manera, ¢l soficitants deberd realizer los ectos prescriptos para entrar en [a fase nacional ente tales oficinas
designadas dantro del plaxo de 20 meses @ partir de la facha de prioridad..

Con respecio a otres oficines designadaa, s apiics el plazo de 30 masas (6 mds adn) sl no se pressnta una
demanda en 10 meses.

Ver ol anexo del formulario PCTAB/301 y, pama los detalles de losplazos aplicables, oficine por oficina, ver ol PCT
Applicant Guids, Volume i, National Chaptar y el sitio da Intamet da WIPO.

Nombre y direccién postal de IASAJS Funcionario autorizado
Mah Stop PCT, Atin_: ISA/US
Commisioner for Patants PhifipGambei
P.O. Box1450
Alexandria, Virginla 22313-1450 Telsfono N* 703-308-0198
Faceimil N°® 305-3230

Formulario PCT/IBAT220 (abril 2002) {vor notas on ia hoje adiunia)



INSTRUCCIONES PARA EL FORMULARIO PCTIBAJZID

Estas Insirucciones son indicacionss bisicas pars la prasentaciin de modificaciones segin el articulo 18. Estas
obasrvacionas s basan sobre los requisios de! Tratedo de Cooperacién Inlemacional an Materia da Patenies (PCT),
del regiameanto da aplicacién y de les normas sdministrativan dal mismo. Ante diferencias anire estas cbservaciones y
los textos mencionados antariorments son aplicables los ditimos. Otros detalles se pueden oblener an el PCT
Appiicanis Guide, una pubficacién de la WIPO.

Las exprosiones "articul”, ‘regla” y "pardgrafo” empleados en estas instructiones se refleren alempre s las
dispoaiciones del Tratado PCT, al mglaments da apficacidn PCT o a las normas sdministratives PCT,

INSTRUCCIONES CONCERNIENTES A MODIFICACIONES SEGUN ARTICULO 18

Lusgo de rechir o Informe de Bdsquada Intemacional, el solickants tiens la posbiikiad de madificar tna vez las
relvindicacionas de la solicitud internacionsl. 8in embargo, se debe hacer notar que, dado que todaa les pariss de ta
solickud intemacional {refvindicacionss, descripcidn y figures) pueden ser madificadoa durante ol Examen Preliminar
Intemacional, no existe usualments la neceskind de presentar modificecionss de las reivindicecionss segdn el articulo
19, excapto cuando al solickants dessa in publicecién da asies relvindicacionss o pressnta sigdn olro mativo pars la
modificacidn de las relvindicacionas de su publicecién imemacional, por ejampio, a los fines dé una proteccién
provisoria. También se debe tomar en consideracidn que una proteccidn provisoria se pusds obtener solo en aiguncs
estados.

4Que partss de una sollcltud intemacional pusden ser modificadan?
En ol marco dal articulo 17 solo puadan ser modificadas las relvindicacionas.
En Ia fase Intemacional, segin ol articulo 34, las relvindicaciones tarnblén puaden sar modificadas (o
nuevaments modificades) ante el organismo sncargado del axamen prefiminar intemacional. Ssegin ol artfculo M,
llduulpdd;lyInl'lgmnwbpmdcnurmndllhdunnholnmlnmenumndodd&lmPnlﬂnl
Inlsmacional.

Al ingresar on in fase nacionsl, sagin ol aticuio 28 o, en casos dados, ol articulo 41, puaden ser modificades
todas las partes ds la solicitud iInlsmacional.

2Hasta cusndo se pusden presentar modificacionsa?
Dentro de los dos meses a partir del envio del informe de bisqueda intsmacional o dentro de discisdls messs a
partir de la fecha de priorkisd, sagan ol plazo que venza més tarde. Na absiants, lns modificacionas son
canakdersdas como villkias cuanda son snviadss & s Oficina Intemacional iuego del plazo eatablecido pero antea
de la conclualén de las prepamciones técnicas para la publicecién intemacional (regia 48.1).

4Ddnds no se debsn presentar lus modificacionss?

Las modificaciones solo puaden ser presentades ants la Oficina Intemacional y ne en la Oficina de Presentscién
o on of Orgeniamo de Blaquedas Intemacionsios (regia 48.2).

Ver sbajo donds sa puaden pressntar un requerimisnto de Examen Preliminar intemacional.

LEn que forma pusden ser lievadas a cabo Iss modificacionas?
Una modificacidn puede procader en la versidn presentada madiants la eliminacién de una o varias
reivindicacionse, madiante ¢l agregado de uns o varias relvindicaciones nuevas o mediamta modificacionss del
texto de una o varias reivindicacicnes,

Se debe praseniar una hoja de memplazo por ceda hoja de relvindicaciones que, como consecuancia de uns o
varias modificaciones, se diferencia de la pressninda originaimante.

Todas las relvindicaciones que apamcen uns hofa de reemplazo deben astar numerscdas con cliires anibigas. Asl,
cuando sa efimine une relvindicacién, las demds no deban ser numeradas nuavaments. En el caso de una nueve

numeracién, iss relvindicaciones deben ser numerades on farma consecutiva (normas administrativas, ibem
205b)).

Las modificacionss deben sstar redactedes on ol Idioma en que fus publicada la sollcitird Intermecional.
2Qué antacedentss daben acompafier a ias modificaciones?

Escrito sdjunto (item 208b))

Las modificacionss se deben pressntar con un escrito adjurnto.

El escrito adjunto no se publica junto con ia solficiud intemacions! y ias relvindicaciones modificadas. No 88 debe
confundlr con "deciaracidn segin articulo 19(1)° (Ver abajo, “sclaracién sagdn articurio 18(1)").

E! sscrito adjunto pusde ewiar redactado, a sleccin del soficitants, en kifoma Inglde o francde. En
solicitacionas Internacionsies vertidas en ldioma inglds, sl escrito adjunto debe sstar redactado
asimiamo en idioma Inglde ¥ en les solicitudes intemacionaies redactadas en kiloma francés en idiame

francés.

Instrucciones pers PCT/AISA/Z20 (hoj 1) (julio 1998)
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INSTRUCCIONES PARA EL FORMULARIO PCTASA/220 (continuacion)

, En of sactiiv adjunio daben aster Indicadas las diferencias existentes enire ias eivindicacionss de ta versidn
presentada y las reivindicaciones modificadas. Asl, para cada meivindicacidn de la sofickud Intemacional daben esiar
indicadas (Indicaciones squivaienias para relvindicaciones distintas pusden estar sunadas), en particular, sl:

la reivindicacion no estd mociificads;

ia relvindicacin fue aiminada;

Ia relvindicacion es nueve:

la reivindicacion reampiaza s una ¢ & varies falvindicaciones de is versidn presentads;
la relvindicacion se origina en la divisién de una ralvindicacién de |a veraldn presantada;

A continuscidn se indican sjemgpios de cémo se deben aclarer modificacionss en el sscrito adjunto;

1- [cuando en lugar de 48 relvindicaciones originales, uego de la modificacion de aigunaa relvindicaciones
existan 51 reivindicaciones]:
“Las reivindicaciones 1 s 29, 31, 32, 34, 35, 37 = 48 son mempiszadss por relvindicacicnes madificadss
’u;nhnimmrldan;hmlvlndladnnu:ﬂ.ﬂyﬁqudnnnhmodlﬂur;lumﬂl
estin sgregadas.”

2- [cuando en luger de 18 reivindicacionas originaies, lusgo da la modificacidn da todas las reivindicaciones
wdsten 11 relvindicaciones);
"Las relvindicaciones modificadas 1 a 11 estin en iugar de las relvindicaciones 1 a 18"

3- {(cusndo originaiments existen 14 relvindicaciones y las madificaciones conslisten en (s ekminacion de
algunes reivindicaciones y ol agregado de nuavas reivindicaciones):
“Las relvindicacionas 1 a 8 y 14 estin sin modificar; les relvindicacionas 7 a 13 son efiminadss; se agregan
nusves relvindiceciones 15, 18 y 17. “0": sa eliminan lss relvindicaciones 7 a 13; se agregan nueves
ralvindicaciones 18, 18 y 17; todss s demiés mivindicaciones quadan sin modificar.”

4 [cuando se flevan s cabo distintos tipos de modificacionss]:
*Ralvindicacionesa 1 a 10 sin modificar; relvindicacionss 11 a 13, 16 y 18 eliminadas; relvindicacionss 14,
15y 16 mempiazadas por la nusve reivindicacidn 14; relvindicecién 17 dividida en les nusves
relvindicaciones 15, 18 y 17, nuevas relvindicaciones 20 y 21 agregadas.”

“Declaracidn sagedn articulo 19{1)” (Regia 48.4)

A las modificscionas s puade agregar una declaracin madiants la cusl s8 explican las modificaciones y se
mogmndunhhduulpddnyhdlhﬂu(hqm.qdmllrﬂwh 19(1), no pueden aar

La declaracién sa publica junto con ka solicitud intermacional y les relvindicaciones modificades.
La miama debs sstar redactada en i kKioma en que se publica Te soficiud intemacional.

La mizsma debe ser corta y no debs comprendsr mda de 500 palabras cuando eshl redecteda o traducida al
iloma Ingléa.

La aciarecién no se debe confundlir con el sscrito sdjunto que indica ias diferencias exdstanies antre ks
relvindicacionss de la versién original y ias relvindiceciones modificadas, y no resmpiaza sl ditimo. Se la debe
presantar en una hoje separads y canacterizer como tal an el tituio, con preferencia, madiants ias palsbres
"Deciaracién segin articulo 20(1)".

La sciaracidn no debe contener manifesiaciones desmerecadams scerca del informe de bdegqueda Intemacional
o del aignificado de las publicacionss mancionadss an ests Informe. Solo se pueda hacer referencis &

nes indicadas en el Informe de bisgueda Intemacional que se relacionan con una relvindicacion
determinada, en el contexto de una modificacidn de asta relvindicacién,

Consscusncias de una solicitud ys pressntada sobre ¢l examen prellminar intsmecional

Cuando an ol momento de la presantacion de modificacionss segin el articuio 19 ya se requirid un requerimiento
de examen preliminar imemacional, el solictante debarin presentar al mismo tempo, en su propio iInterés, junto
con la presentacién de iss modificacionss {y cusiquisr decisracién) ants la Oficina Intermacional, una copia de laa
modificaciones ants el organisme encargado del axamen preliminer intsmecional y, cuando ea requeriio, una
traduccion de tales modificacionss para procader ante sl organiamo (ver regla 55.3 y regla 82.2 u), primena frase).
Par mayor iInformacion, ver las notas al formulario de equerimisnta (PCTAPEAMO1.

Consecusncias de las modificacionss desde ol punio da vista de la traduccidn de s solicihud internacional sl
ingresar en ln fage nacional

Sa hace noter sl soliciants que, al ingresar en ls fase nacions!, an lugar de o adiclonaiments a la traduccién de
l=s reivindicaciones an ls version original, se debe enviar una taduccisn de las relvindicaciones modificades
sagdn el articuls 10 a los organismos designados / ssleccionados,

Otros detalles acerca de las exigencias de cada organismo designado / seleccionado se obtienan en ol PCT
Applicant Guide, Vohae |l..

szgso

Instreccioncs para PCTASA22) (hoja 2) (Julio 1998)
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NUEVOS8 ANTICUERPOS DIRIGIDOS CONTRA FACTORES 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 contenido se incorpora
por completo en este documento a modo de referencia.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El mantenimiento de un equilibrio apropiado entre la

actividad procoagulante y anticoagulénte dentro de los vasaos
sanguineos es esencial para lograr una hemostasia normal
(Davie, E.W. et al. (1991) Biochemigtry, 30(43):
30(43) :10363-10370). Una perturbacién de dicho equilibrio
hacia la coagulacién conduce a trombosis, que puede producir
un ataque cardfaco, apoplejlia, embolia pulmonar y trombosis
venosa. Persiste 1la necesidad de anticoagulantes més
eficaces y 8Beguros para el tratamiento de trastornos
trombétikos especificos.

El factor tisular (*TF~) e una glucoproteina
transmembrana que es el iniciador principal de la cascada de
la coagulacién (Nemerson, Y. (1995) Thromb. Haemost. 74(1):
180-184. Bajo condiciocnes fisiolfgicas normales el TF activo
no estid en contacto con la sangre. Durante una lesién
vascular, la exposicién del TF a la Bangre y el col&geno
subendotelial conducen a la activacién de las plaquetas y de

los factores de coagulacién y posteriormente a la formacién
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de un co&gulo hemostdtico. El TF expuesto actia como un
cofactor para la activacién del factor IX ("FIX") y del
factor X ("FX") catalizada por el factor VIIa ("FVIIa'"), que
son componentes criticos de los complejos intrinsecos de
tenasa y protrombinasa, respectivamente. Esto conduce a la
formacién r&pida de FXa y trombina. A continuacién 1la
trombina cliva el fibrinSgeno en fibrina, que posteriormente
ge polimeriza para formar el codgulo de £fibrina. Una
induccién inapropiada de la expresi6n del TF en diversos
estados cliniceos puede conducir a una trombosis
potencialmente mortal y/o puede contribuir en complicaciones
patolégicas. Se cree que la exposicién al TF después de la
ruptura de la placa es el hecho responsable de la oclusifin
trombética que conduce a infarto de miocardio agudo vy
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
tamafio de infarto. Las lepiones vasculares asociadas con una
angioplastia conducen a la sensibilizacién del TF sobre las
SMC que sBe cree que inducen las vias de seflalamiento
celulares asociadas con la restenosis. La sobreexpresién del
TF en distintos tipos de célncer y en las sepsis Gram.-
negativas conduce a una trombosis potencialmente mortal y a

la activacién de las vias inflamatorias.

oo
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El complejo FVIIa/TF est& comprometido en el mecanismo
patogénico de diversas enfermedades trombéticas y el nivel
en circulacién de TF constituye un factor de riesgo para
determinados pacientes. Los factores FVIIa y TF cumplen
funciones {inicas en las lesionee vasculares, particularmente
en el mantenimiento de la hemostasia y el inicio de laa
trombosis. El TF 8Be expresa habitualmente en 1la capa
adventicia, pero en las enfermedades vasculares eatd
sensibilizado y se expresa de forma inapropiada en las capas
media y neointima. En las placas ateroesclerfticas estéd
incrementada la expresién del TF y estén separadas de la
sangre por una delgada capa fibrosa que se puede romper por
expogicién al TF. Las intervenciones quirfirgicas, tal como
una angioplastia con balén, implantacién de Stents o
endoarterectomia lesionan la pared de los vasos y exponen el
TF subyacente. En la placa atercesclerética, de paredes
delgadas, rica en lipidos, la ruptura esponténea 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 microparticulas derivadas
de células y los niveles circulantes de TF son elevados en
la angina inestable, lo cual sugiere gque este TF en
circulacién puede contribuir en la formacién de trombos
(Soejima, H. et al. (1999} Cizrculatian 99(22): 2908-2913). A

menudo ge ha asoclado al cancer con un estado

10}
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hipercoagulable atribuido a una sobreexpresién del TF sobre
las c¢é&lulas tumorales. Esto predispone al paciente a
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 Srganocs.

Los anticoagulantes basados en proteinas contra el TF
incluyen anticuerpos que neutralizan el TF, el factor VIIa
("FVIIai") de sitio activo inhibido, el inhibidor de la via
del factor tisular ("TFPI") y la proteina anticoagulante de
Nematodes ("NAPC2"). Los modelos de trombosis con lesliones
arteriales agudas indican que los inhibidores basados en
proteinas de FVIIa/TF constituyen antitrombéticos eficaces,
con menos hemorragia en comparacién con 1la heparina,
inhibidores directos de trombina, inhibidores de plaquetas e
inhibidores de FXa (Himber, J. et &al. (2001) Thramb.
Haemost. 85:475-481; Harker, L.A. et al. (1995) Thraomb.
Haemost. 74(l1):464-472, Ademis, la inhibicién de FVIIa/TF es
superior a otros anticoagulantes {por ejemplo, heparina,
inhibidores de FXa) en la prevencién del espesamiento de la
neointima y la estenosis vascular después de una lesion por
balén (Jang, Y. et al. (1995) Circulation 92(10): 3041-3050)

La inhibicién de TF, FVIIa o del complejo FVIIa/TF es
un enfoque antitrombético eficaz para la prevencién de DIC y

para reducir la mortalidad en los modelos experimentales de
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sepsis. Los andlogos de TFPI impiden la DIC inducida por
tromboplastina y endotoxinas en conejoas (Day, K.C. et al.
(1990) Blood 76:1538-1545; Bregengard, C. et al. (1993)
Blood Coagul. Fibrinolysis 4:699-706).0 Los anticuerpos
mnoclonales contra FVIIa (Biemond, B.J. et al. (1995)
Thromb. Haemost. 73:223-230) o {(Levi, M. et al. (1994) J.
Clin. Invest. 93:114-120) impiden 1la DIC inducida por
endotoxina en monos. Los anticuerpos neutralizantes de TF,
FViIai y TFPI, inhiben la DIC y reducen la mortalidad en un
modelo en babuinos de sepsis inducida por E. coli (Creasey,
A.A. et al. (1993) J. Clin. Invest. 91:2850-2860; Taylor,
F.B. et al. (199l1a) Blood 78:364-368; Taylor, F.B. et al.
{1991Db) Circ. Shock 33:127-134; Taylor, F.B. {1996)
Haemostasis Supl. 1 26:83-91). Se sabe que tanto el FXa
libre como el complejo FVIIa/TF/FXa inducen la produccién de
las citoquinas proinflamatorias asociadas con un mayor
riesgo de muerte en pacientes con sepsis (Riewald, M. et al.
{(2001) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 98:7742-7747). Un hecho
interesante fue la comprobacién de que el FVIIai disminufa
los niveles plasmiticos de IL-6 y IL-8 en el modelo de
babuinos (Taylor, F.B. et al. (1998) Blood 91:1609-1615), lo
cual sugiere que la inhibicién de FVIIa/TF puede tener
efectos antiinflamatorios adicionales que no se observan con

los otros mecanismos anticoagulantes.

D
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Se han descrito varios anticuerpos que son
anticoagulantes eficaces, que se unen y neutralizan ya sea
el TF o el complejo FVIIa/TF o ambos (véase, por ejemplo,
Caraon, S.D. et al. (1985) Blood 66(1) :152-156; Tanaka, H.
et al. (1585) Thromb. Res. 40{(6):745-756; Kirchhofer, D. et
al. (2000) Throomb. Haemost. 84(6);1072-1081; Kirchhofer, D.
et al. (2001) Biochemistry 40(3):675-682; Faelber, K. et al.
{2001) J. Mol. Biol. 313:83-97; y Patentes de los Estados
Unidos N*: 5.506.134, 5.986.065 Y 6€.274.142) . Les
anticuerpos dirigidos con el TF de la presente invencién son
anticoagulantes eficaces que presentan caracteristicas
mejoradas con reaspecto a los anticuerpos contra TF descritos
previamente. En particular, los anticuerpos de la invencién
se unen con mayor afinidad al complejo FVIIa/TF que al TF
solo y no compiten con FVII o FX por la unién a TF.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidn provee anticuerpos, gque actGan
como anticoagulantes, que 8e unen con mayor afinidad al
complejo del factor VIIa/factor tisular ("FVIIa/TF") que al
factor tisular ("TF") s8o0lo. En wuna realizacibén, los
anticuerpos de la invenci6n se unen con una afinidad al
menos 2 veces mayor al complejo FVIIa/TF que al TF
solamente, evaluado en un ensayc de microcalorimetria. En
una realizacién preferida, los anticuerpos de la invencién

se unen con una afinidad al menos 5 veces mayor al complejo



RO

s

FVIIa/TF que al TF solamente. En una realizacién més
preferida, los anticuerpos de la invencifn se unen con una
afinidad al menos 10 veces mayor al complejo FVIIa/TF que al
TF solamente. En otra realizacién, los anticuerpos de la
invencién no compiten por la unién al TF con uno o mis
factores de coagulacién seleccionados del grupo formado por
los factores VII ("FVII"), IX ("FIX") y X ("FX"). En una
realizacién preferida, los anticuerpos de la invencién no
compiten por la uni6n al TF con FVII y con FX. En una
realizacién mds preferida, los anticuerpos de la invencién
se unen con mayor afinidad al complejo FVIIa/TF que al TF
sclamente y no compiten por la unién al TF con FVII y con
FX,.

El anticuerpo anticoagulante de esta invencién esté
dirigido a y Be une al complejo FVIIa/TF en el sitio de la
lesibn e inhibe 1la activacién del factor X ("FXx"),
impidiendo de esa manera la formacién del trombo vy
comportindose as{ como un anticoagulante eficaz en el
tratamiento de determinadas enfermedades incluyendo, a modo
de ejemplo, sepsis, coagulacién intravascular diseminada,
accidente cerebrovascular isquémico, trombosis de venas
profundas, sindromes coronarios agudos, complicaciones
trombéticas después de una angioplastia y coagulopatia en el

cancer avanzado. Ademis, el anticuerpo es de utilidad en la
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cirugfia microvascular, los injertos deé piel y venas y en los
transplantes de Srganos.

En otro aspecto, la invencifn provee composiciones
farmacéuticas que comprenden 1los anticuerpos de 1la
invencién.

En otro aspecto, la invencién provee un método para
proteger a un paciente contra la formacién de trombos que
comprende administrar una c¢antidad eficaz en términos
terapéuticos del anticuerpo de esta invencién a dicho
paciente, y de esa manera inhibir la generacién de trombina
8in afectar directamente otros parimetros de la coagulacién,
tal como la activacién y agregacién de plaquetas.

En otro aspecto, la invencién 8se relaciona con un
método para reducir y tratar la trombosis de venas profundas
("DVT") o la coaqulacién intravascular diseminada ("DIC") o
un s8indrome coronario agudo o céncer con evidencia de
coagulopatia en un paciente que comprende administrar una
cantidad eficaz en términos terapéuticos del anticuerpo de
la invencién a dicho paciente.

En otro aspecto, la invenciém se relaciona con un
método para regular la respuesta inflamatoria en un paciente
que comprende administrar una cantidad eficaz en términos
terapéuticos del anticuerpo de 1la invencién a dicho

paciente.
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En afin otro aspecto, el anticuerpo de la invencién se
puede usar para formar un recubrimiento no trombogénico
sobre 1la superficie de dispositivos médicos que toman
contacto con la sangre.

En afin otro aspecto, la invencién se relaciona con un
conjunto de elementos [kit] que comprende que comprende el
anticuerpo de la invencién que se une al complejo FVIIa/TF.
Como alternativa, dicho conjunto de elementos puede
comprender secuencias de ADN que codifican componentes del
anticuerpo.

También se describen métodos para elaborar 1loa
anticuerpos de la invenci6n, tanto recombinantes como de
eintesis.

DESBCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Actividad de anticuerpos de cadena simple contra
TF en el ensayo de hidrélisis de péptidos sTF/FVIIa. El
ensayo de hidr6lisis de péptidos eTF/FVIIa se efectué como
Be describe en el Ejemplo 4 usando una mezcla equilibrada de
FViIa (5 nM) y sTF (10 nM), basada en la afinidad de FVIIa
por BTF (Kp(app) = ~10 nM). La hidrélisis del sustrato de
péptidos cromogénicos 52266 fue monitoreada tal como B8se
describe. Se indican las concentraciones finales de 1los
anticuerpos de cadena simple expresados en bacterias y las

proteinas control FVIIal (FVIIa inactivado por el péptido
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clorometilcetona, PPACK) Y Mab N*® 4504 {American
Diagnostica) .

Figura 2. La unién de scFv(TF)3el0 a 8TF incrementa la
afinidad aparente de B8BTF por el FVIIa. El ensayo de
hidrélisis de péptidos 8TF/FVIIa Be efectud comoc Be
describird en el Ejemplo 4 usando FVIIa 2 nM en presencia y
ausencia de scFv(TF)3el0 expresado en bacterias 800 nM. El
aTF se tituld en el ensayo y se determind la velocidad de
clivaje del sustrato de péptido cromogénico 852266. Se
calculd el valor de Kp aparente para sTF usando un ajuste de
4 parametros estédndar.

Figura 3. Actividad de anticuerpos de cadena simple contra
TF en el ensayo de tiempo de protrombina (PT). El ensayo PT
se llevé a cabo como se describirid en el Ejemplo 4 usando
una tromboplastina humana recombinante (Dade, Inc.) gque
contiene el TF humano de longitud completa en vesiculas de
fosfolipidos. Se indican las concentraciones finales de los
anticuerpos de cadena simple de expresién bacteriana y la
proteina control FVIIai.

Figura 4. Medici6én de la afinidad de uniSn aparente de
8cFv(TF})3el0 por BTF. El ensayo de hidré6lisis de péptidos
sTF/FVIIa se llevd a cabo como se describiri en el Ejemplo 4
usando sTF 3 nM y FVIIa 2 nM. La concentracién de &aTF
utilizada se encontraba por debajo del valor de la Xp para

la unién a FVIIa. Se agregaron concentraciones crecientes
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de BcFv(TF)3el0 de expresidn bacteriana y la mayor velocidad
de reaccién se us$é para deterﬁinar la Kp aparente de este
anticuerpo por sTF usando un ajuste estédndar de 4
pardmetros. La afinidad de scFv(TF)3el0 por el complejo BTF
/ FVIIa (Kpeppy = 65 nM) es mayor que la afinidad de
acFv (TF)3el0 por sTF medido con BIAcore (Kpapp) = 470 nM).
Figura 5. Medici6n de la afinidad de unién de scFv(TF)3eld
por TF y el complejo FVIIa/TF. El ensayo de
microcalorimetria se llevé a cabo como se describiri en el
Ejemplo 4 usando scFv(TF)3el0 expresado en células CHO. Este
ensayo muestra que scFv(TF)3el0 tiene una afinidad ~20 veces
mayor para el complejo 8TF/FViIa ("Complejo") que por sTF
("TF libren).

Figura 6. scFv(TF)3el0 inhibe de forma dosis-dependiente la
activaci6n de FX. El ensayo de activacién de FX se llevé a
cabo como 8e describird en el Ejemplo 4 usando
concentraciones crecientes de 8cFv(TF)3el0. expresado en
bacterias, FX y el complejo FVIIa/TF 250 nM sobre una
superficie de fosfolipidos (FVIIa 10 pM). La ICs; representa
la dosis necesaria para lograr un 50% de inhibicién méxima.
Figura 7. scFv(TF)3el0 inhibe de forma no competitiva la
activacién de FX por el complejo FVIIa/TF. El ensayo de
activacién de FX se llevé a cabo como se describird en el
Ejemplo 4 usando BcFv(TF)3el0 expresado en bacterias, FX y

el complejo FVIIa/TF 25 nM a 400 nM sobre una superficie de
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fosfolipidos (FVIIa 10 pM). Se titularon concentraciones
crecientes de acFv(TF)3el0 en el ensayo (0 nM, cuadrados
abiertos; 0,25 nM, rombos abiertos; 0,74 nM, triéngulos
abiertos, 2,2 nM, circulos abiertos; 6,7 nM, rombos
rellenos, 20 nM, trifngulos rellenos). Este gr&fico de
Lineweaver-Burk de (1/{S], donde S (sustrato) = factor X
(uM); versus 1l/v, donde v (velocidad) = mDO/min de la
hidr6lisis de S2222 por el FXa producido durante un
intervalo de S5 min) indica que 8cFv{TF)3el0 es un inhibidor
no competitivo con respecto al psustrato, FX. Todas las
lineas se cortan en (o cerca) del eje de las x como se
anticipara para un inhibidor no competitivo (para un
inhibidor competitivo todas las lineas se cortan sobre el
eje vy).

Figura 8. scFv(TF)3el0 es eficaz en un modelo de coagulacién
intravascular diseminada ("DIC") in wvivo. El anticuerpo
contra TF, 8cFV(TF)3el0, expresado en células CHO fue
evaluado en el modelc de tromboembeolia en rata gque se
describe en el Ejemplo 6 para (A) porcentaje de mortalidad y
(B) calificacién de wmorbilidad-mortalidad. (A) En el grupo
tratado con ;ehiculo, la dosis de TF usada dio como
resultado un 60% de letalidad (LDg). El compuesto
8cFv(TF)3el0 a 0,7 nmol/kg no afectd las muertes, pero a 7,0
nmol/kg redujo la letalidad a <40%. (B) En el grupo tratado

con vehiculo, la doeis in vivo de TF dio como resultado una
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calificaci6n promedio de morbilidad-mortalidad de 2,6. El
compuesto s8cFv(TF)3el0 a 0,7 nmol/kg no tuvo efecto sobre
las muertes y poco © ninglin efecto sobre la dificultad
respiratoria, pero a 14 nmol/kg, la calificacién promedio de
morbilidad-mortalidad era reducida a -~1,5.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION.

El anticuerpo anticocagulante de la presente invencién
es un anticuerpo gque se une con mayor afinidad al complejo
de factor VIIa/factor tisular ("FVIIa/TF") que al factor
tisular {("TF") solo. El anticuerpo de la invencién se une
con una afinidad al menos 2 veces mayor, preferentemente con
una afinidad al menos 5 veces mayor y mis preferentemente
con una afinidad al menos 10 veces mayor, al complejo
FVIIa/TF que al TF solo. El anticuerpc de la invencién
tampoce compite por la unién a TF con uno o mds factores de
coagulacién seleccionados del grupo formado por el factor
VII ("FVII"), el factor IX ("FIX") y el factor X ("FXv).
Preferentemente, el anticuerpo de la invencién no compite
por la unién a TF con FVII y con FX.

Definiciones:

En la descripcién de 1la presente invencién, se
utilizardn los siguientes términos como 8e 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 células, microbianas o de mamifero, transformadas con una
congtruccién de ADN exb6geno que codifica el polipéptido
deseado. Las proteinas o los polipéptidos expresados en la
mayoria de loe cultivos bacterianos estarn 1libres de
glucano. Las proteinas o loas polipéptidos expresados en
levadura pueden contener un patrén de glicosilacién
diferente del expresado en células de mamifero.

Las proteinas o los polipéptidos ™nativoe” se refieren
a protefnas o polipéptidos recuperados a partir de una
fuente natural. El término “anticuerpo mnativo” incluye
anticuerpos naturales y fragmentos de los mismos.

Una *secuencia de codificacién” de ADN es una secuencia
de ADN que se transcribe en ARNm y que se traduce en un
polipéptido en una célula huésped cuando se encuentra bajo
el control de secuencias reguladoras apropiadas. Los limites
de la secuencia de codificacién estén 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 T<codificacién puede incluir secuencias
procariotas, ADNc de ARNm eucarionte, secuencias de ADN
genSmico de ADN eucarionte y secuencias de ADN sintético. La
secuencia de terminacién de 1la transcripcién se ubica
habitualmente 3 con respecto a la secuencia de

codificacién.
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Una “secuencia de nucleétidos” es un hetercpolimerc de
desoxirribonuclebétidos (bases de adenina, guanina, timina o
citosina). Las secuencias de ADN que codifican los
anticuerpos de esta invencifn se pueden ensamblar a partir
de fragmentos sintéticos de ADN derivados de ADNc vy
ligadores de oligeonucle6tidos cortos para obtener un gen
sintético que tiene capacidad de expresarse en un vector de
expreaién recombinante. Al describir la estructura de
moléculas particulares de ADN de cadena doble, las
secuencias se describirdn de acuerdo con la convencién
normal de éolamente mencionar la secuencia en la direccién
5 a 3' a lo largo de la cadena no transcripta de ADNcC.

Un “vector de expresién recombinante” es 1una
construccién de ADN replicable usado ya sea para amplificar
0 para expresar el ADN que codifica los anticuerpos de la
presente invencién. Un vector de expresién contiene
secuenciaas de ADN control y una secuencla de coedificacién.
Las secuencias de ADN control incluyen secuencias
promotoras, sitios de unién a ribosomas, sefiales de
poliadenilacién, secuencias de terminacién de la
transcripcién, potenciadores y dominios reguladores 5°. Loa
sistemas de expresién recombinantes definidos aquil
expresarin los anticuerpos por induccién de los elementos

reguladores.



&
273

Las “células huésped transformadas” se refieren a
células que han sido transformadas y transfectadas con ADN
exSgeno. El ADN exégeno puede estar integradeo, o no, (ligado
covalentemente) al ADN cromosdmico que conforma el genoma de
la célula. En procariotas y levaduras, por ejemplo, el ADN
ex6geno Be puede mantener scbre un elemento episémico, tal
como un plésmido, o se puede integrar de forma estable en el
ADN cromosSmico. Con reapecto a las células eucariontes, una
cé€lula transformada de manera estable ea aquella en la cual
el ADN ex6geno eBtd integrado en la replicacién del
cromosoma. Esta establlidad queda demostrada por 1la
capacidad de las lineas o clonee de células eucariontes para
producir una poblacién de células hija que contienen al ADN
exfgeno

Los términos "an&logo¥, “fragmento®, “derivado” vy
*variante”, con referencia a los anticuerpos de esta
invencién, significan andlogos, fragmentos, derivados vy
variantes de los anticuerpos que retienen sustancialmente la
misma funcién o actividad bioléSgica, como se describiri mis
adelante.

Un "andlogo" incluye un pro-polipéptido que contiene la
secuencia de aminodcidos del anticuerpo de esta invencién.
El anticuerpo activo de esta invencién puede ser clivado de
los aminodcidos adicionales que completan la molé&cula de

pro-anticuerpo mediante procesos naturales, in vivo o
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mediante procedimientos bien conocidos en el arte, tal como
por clivaje enzimdtico o quimico. Por ejemplo, el
polipéptido recombinante aéFV(TF)3e10 (SEQ ID N°:1) B8e
expresa como un pro-polipéptido de 282 aminoacidos que luego
es proceado in vivo para liberar el polipéptido maduro
activo de 264 aminodcidos.

Un *"fragmento" es una porcién del anticuerpo de 1la
invencién que retiene sustancialmente una actividad
funcional similar, tal como Be muestra en los ensayoB in
vitro descritos mias adelante en la presente.

Un "derivado" incluye todas las modificaciones de los
anticuerpoa de esta invencién que permiten preservar
sustanclialmente 1las funciones que aquf se describen e
incluyen una funcién de estructura y ayudante adicional, por
ejemplo, anticuerpos tratados con PEG, que poseen una mayor
vida media, y anticuerpos biotinilados, como se describiri
mis adelante. Un derivado también incluye anticuerpos N- u
O-ligados glicosiladoe que se pueden generar por insercién
de sitios de N- u O- glicosilacién en las secuencias del
anticuerpo mediante tecnologia de ADN recombinante esténdar.

Los términos, “actividad funcional sustancialmente
similar®” y *“sustancialmente la misma funcién biolégica o
actividad” significan cada uno que un polipéptido posee un
grado de actividad ©biolSgica que comprende entre

aproximadamente un 30% y 100% o mis de la actividad
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bioldgica demostrada por el polipéptido con el cual esta
siendo comparado cuando la actividad biolbSgica de cada
polipéptido Be determina con el mismo procedimiento o
ensayo. Por ejemplo, un anticuerpo que posee una actividad
funcional sustancialmente similar al anticuerpo del Ejemplo
1 (SEQ ID N°:1) es aquella gque, cuando se evalia en el
ensayo de hidrélisis del péptido sTF/FVIiIa y los ensayos de
activacién de FX descritos en el Ejemplo 4, demuestra
capacidad para unirse c© para neutralizar el complejo de
FVIIa/TF.

La “similitud®” entre dos polipéptidos se determina por
comparacifn de la secuencia de aminodcidos y los sustitutoes
de aminodcidoe conservados de un polipéptido con la
secuencia de un segundo polipéptido. Dichas sustituciones
conservadoras incluyen laes que se describieron previamente
en The Atlas of Protein Sequence and Structure 5 de Dayhoff
(1978) y de Arxrgos (1989) EMBO J. 8: Por ejemplo, los
aminodcidos que pertenecen a uno de los siguientes grupos
repreaentan cambios conservadore.s:

-Ala, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Thr:
-Cys, Ser, Tyr, Thr;

-Val, Ile, Leu, Met, Ala, Phe;
-Lys, Arg, His;

~Phe, Tyr, Trp, His; y

-Asp, Glu.
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Un “anticuerpo”, tal como se utiliza aqui, incluye
moléculas intactas de inmunoglobulina ("Ig"), asfi como
fragmentos de los mismos, tal como Fab, F(ab’); y Fv, que
tienen la capacidad de unirse a un epitope de la proteina
blanco Beleccionada, por ejemplo, TF soluble ("gTF").
Tipicamente, se requieren al menos 6, B8, 10 6 12 amino&cidos
contiguos para formar un epitope. S8in embargo, loe epitopes
que comprenden aminodcidos no contiguos pueden requerir mia,
por ejemplo al menos 15, 25 & 50 aminofcidos.

Todos los demds términos técnicos usados aqui tienen el
mismo significado que el uso comfin entre los especilalistas
en el arte al cual pertenece la presente invencién.

Anticuerpos de la invencién y generaciSn de los mismos:

Los anticuerpos anticoagulantes de esta invencién se
unen con mayor afinidad al complejo del factor VIIa/factor
tisular ("FVIIa/TF") que al factor tisular ("TF") solo. En
una realizacién preferida, los anticuerpos de la invencién
se unen con una afinidad al menos 2 veces mayor al complejo
FVIIa/TF que al TF solo, mis preferentemente con una
afinidad al menos 5 veces mayor y mis preferentemente atn
con una afinidad al wenos 10 veces mayor, medido en un
ensayo de microcalorimetrfa. En otra realizacién preferida
de esta invencidén, los anticuerpos tampoco compiten con uno
o mis factores de coagulacién seleccionados del grupo

formado por los factores VII ("FVII"), IX ("FIX") y X ("FX")



POr su unién al TF. En una realizaclién mis preferida, los
anticuerpos de la invencién no compiten con FVII y con FX
por la unién al TF. En la realizacién mis preferida, los
anticuerpos de la invencifn se unen con mayor afini&ad al
complejo FVIIa/TF que al TF solo y no compiten por la unién
a TF con FVII y con FX.

En términos generales, un anticuerpo gque se une
especificamente a una proteina Dblanco seleccionada (por
ejemplo, el complejo FVIIa/TF o TF)} provee una sefial de
deteccifn al menos 5, 10 6 20 veces mayor que la seflal de
detecci6bn provista por otras proteinas en un ensayo
inmunoquimico. Preferentemente, los anticuerpos que se unen
especificamente a la protefna blanco seleccionada no
detectan otras proteinas en ensayos inmunoquimicos y pueden
inmunoprecipitar la proteina de interés de la solucién.

La proteina blanco seleccionada se puede usar para
inmunizar un mamifero, tal como un ratén, rata, conejo,
cobayos, monos o© seres humanos para produclr anticuerpos
policlonales. Si se deseara, la proteina blanco se puede
conjugar con una proteina vehiculo, tal como alblimina de
suero bovino, tiroglobulina y hemocianina de 1lapa.
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, hidréxido
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de aluminio) Yy sustancias tensiocactivas (por ejemplo,
lisolecitina, polioles pluréSnicos, polianiones, péptidos,
emulsiones oleaginosas, hemocianina de lapa y dinitrofenol).
Entre 1los adyuvantes usados en seres humanos, 8son de
eapecial utilidad: BCG (bacilos Calmette-Guerin) Y
Cornybacterium parvum.

Los anticuerpos monoclonales que ae unen
especificamente a la protefna blanco seleccionada se pueden
preparar usando cualquier té&cnica que provee la produccién
de moléculas de anticuerpo por lineas celulares continuas en
cultivo.. Estas técnicas incluyen, por ejemplo, la técnica
de hibridomas, la técnica de hibridomas de células B humanas
Yy la técnica de hibridomas del EBV (Kohler et al. (1985)
Nature 256: 495-497; Kozbor et al. (1985) J. Immunol.
Methods 81: 31-42; Cote et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci.
BE.UU. 80: 2026-2030; y Cote et al. (1984) Mol. Cell Biol.
62:109-120).

Ademis de las técnicas desarrolladas para la produccién
de “anticuerpos quiméricos”, se puede usar el procesamiento
de genee de anticuerpos de ratfSn para genes de anticuerpos
humanos para obtener una molécula con una especificidad de
antf{geno y actividad bioclégica apropladas (Morrison et al.
(1984) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 81: 6851-6855;
Neuberger et al. (1984) Nature 312: 604-608; Takeda et al.

(1585) Nature 314: 452-454). Los anticuerpos monoclonales y
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otros anticuerpos también pueden ser “humanizados” para
impedir que un paciente genere una 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 comeo para
utilizarlos directamente o blen, puede 8ser necesario
efectuar una alteracién de unos pocos reasiduos clave. Las
diferencias en cuanto a secuencia entre los anticuerpos de
roedores y las secuencias humanas pueden ser minimizadas por
sustitucién de loa residuos que difieren de los de las
secuencias humanas mediante mutagénesis dirigida al sitio de
residuos individuales o por injerto de regiones enteras
determinantes de la complementariedad. Como altermativa, es
posible producir anticuerpos humanizados usando wmétodos
recombinantes, como se describe en GB2188638B. Los
anticuerpos que se unen especificamente a la protefna blanco
seleccionada pueden contener sitios de unién a antigenos que
estin parcial o completamente humanizados, como se describe
en la Patente de los Estados Unidos N°: 5.565.332.

Como altermativa, es posible adaptar las técnicas
descriptas para la produccién de anticuerpos de cadena
simple usando métodos conocidos en el arte para producir los
anticuerpos de cadena simple ("scFv") que 8e unen
especificamente a 1l1la proteina blanco B8eleccionada. Los

anticuerpos con especificidad relacionada, pero de distinta
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composicién 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).

Loa anticuerpos de cadena simple también se pueden
construir usando un método 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 anticuerpos de
cadena simple pueden ser mono o bi-especificas y pueden ser
bivalentes o tetravalentes. La construccién de anticuerpos
de cadena simple tetravalentes, bi-especificas ase describe,
por ejemplo, en Coloma y Morrison (1997) Natl. Bilotechnol.
15: 159-163). La construccién de anticuerpos de cad.ena
simple bivalentes, bi-easpecificos se describe en Mallendar y
Vosa (1994) J. Biol. Chem. 269:199-216).

La secuencia de nucleStidos que codifica un anticuerpo
de cadena simple se puede construir usando sintesis de
nucleStidos manual o automitica, luego se puede clonar en
una construccién de expresién wusando wmétodos de ADN
recombinante estindar e introducir en una c¢élula para
expresar la secuencia de codificacifn. Como altermativa, los
anticuerpos de cadena simple se pueden producir directamente
usando, por ejemplo, la tecnologia de expresién en fagos
filamentosos (Verhaar et al. (1995) Int. J. Cancer 61: 497-

501; y Nicholls et al. (1993) J. Immunol. Meth. 165:81-91).
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Loe anticuerpos que se unen especificamente a 1la
proteina blanco seleccionada también se pueden producir por
induccién in vivo de la produccién en una poblacién de
linfocitos o mediante el rastreo y examen de bibliotecas de
Ig o paneles de reactivos de unién altamente especificos
como se describe en la literatura. (Orlandi et al. (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 86: 3833-3837; Winter et al.
(1991) Nature 349:293-299).

El ADN que codifica el anticuerpo de la invencifn se
puede clonar en la forma de ADNc o ADN genSmico mediante
cualquier procedimiento de clonacién conocido por los
eapecialistas en el arte. Véase por ejemplo, Sambrook, J.F.
et al. (1989%) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory (1989), cuyo contenido se incorpora
en este documento a modo de referencia).

En el caso donde el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal, una vez ildentificada una secuencia de ADN que
codifica una regién Fv que, cuando se expresa, presenta una
actividad de unién especifica, los anticuerpos que
comprenden dicha regi6n Fv 8e pueden preparar mediante
métodos conocidos por los especialistas en el arte. Asf, por
ejemplo, Chaudhary, V.K. et al. (1989) Nature 339(6223):
394-397; Batra, J.K. et al. (1990) 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)
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87(3):1066-1070, todas
incorporadas a modo de referencia, describen la preparacién

de diversas proteinas de anticuerpos de cadena simple.

En un enfoque preferido, los anticuerpos contra TF de
la invencién son anticuerpos de cadena simple, que se
preparan usando una biblioteca de expresién en fagos. La
regién de unién al epitope del anticuerpo de cadena simple
eati compuesto de dos dominios de regiones variables: uno de
la cadena pesada y el otro de la cadena liviana. En el
primer paso de la construccién de la biblioteca de expresién
en fagos, los genee variables (Vy (de la IgM) Vy y Vi) fueron
clonados por PCR a partir de ARNm agrupado de médula &sea,
n6dulo linf&tico y bazo humanos usando un conjunto de
cebadores especificos de 1la familia. Las bibliotecas
resultantes pCITE-Vy (3,8 x 10* miembros), pz604-vx (1,6 x
10") y p2604-V, (3,2 x 107) representan la diversidad
permanente y alta de genes V. Losa genes Vy fueron
amplificados a partir de la biblioteca pCITE-Vy. LOs genes
Vo ¥ V. fueron amplificados por PCR a partir de las
bibliotecas PpZ604-V, y PpZ604-V;, con una J;, inversa y una
secuencia ligadora en el extremo 5’. A continuacién, los
genes Vi, Vx y Vi, purificados sobre gel que contienen los
productos de la PCR fueron procesados juntos para obtener el

repertorio de genes acFv. El repertorio de genes scFV se
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cloné en el vector Phagemid pZ603 y el producto de 1la
ligacién fue sometido a electroporacitn 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 Pressll,
San Diego CA; Marks, J.D. et al. (1991) J. Mol. Biol.
222(3): 581-597; Sheets, M.D. et al. (1998) Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 95(11) :6157-6162) .,

Se seleccioné y amplificé el fago que se une al TF de
la biblioteca de expresiétn fagos scFv y posateriormente se
identific6é usando las técnicas de paneo que son bien
conocidas en el arte. E1 TF soluble es inmovilizado en tubos
de pl&stico, y se puede usar leche descremada para reducir
la unién no especifica al pl&setico. lLa poblacién de £fago
acFv fue expuesto al s8TF inmovilizado en los tubos de
plaatico, y luego se eliminé el fago no unido por lavado
exhaustivo. El fago scFv que se une a TF eB elufido de los
tubos y luego es amplificado por infeccién de células TGl de
E. coli en solucibén. Este procedimiento de paneo se repitié
tres veces y el fago scFv que se une a TF resultante Be
aislé por transformacién de células TGl. Los transformantes
que expresan los anticuerpos que s8e unen a TF ae
identificaron usando un ELISA estfndar con 8TF inmovilizado

sobre pléstico en placas de 96 cavidades. Se secuenciaron
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los insertos de ADN del anticuerpo de cadena simple de los
transformantes positivos del ELISA. Basado en la
secuenciacién del ADN, se identificaron seis anticuerpos de
cadena gimple Gnicos, 8cFv{TF) 2c1, scFv (TF) 2cll,
scFv (TF) 2d3, 8cFv(TF)2h6, s8cFv(TF)3el0 y scFv(TF)3h2, y Be
expresaron y purificaron a partir de E. coli y luego se
caracterizaron como se describirid mis adelante en el Ejemplo
5.
Expresién y purificacién de los anticuerpos de la invencién:
Existen numerosas formas para expresar los anticuerpos
recombinantes de la invencién in vitro, incluyendo en E.
coli, baculovirus, levadura, células de mamifero u otros
Bistemas de expresién. Los métodos de expresién de los genes
clonados en bacterias son bien conocidos. A fin de obtener
un alto nivel de expresién de un gen clonado en un sistema
procariota, 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
regiones reguladoras adecuadas para tal fin son la regién
promotora y operadora del gen de beta-glucosidasa de BE.
coli, la via de biosintesis de triptofano de E. coli o el
promotor izquierdo del Fago Lambda. Es de utilidad 1la
inclusi6n de marcadores de seleccién en loe vectores de ADN

transformados en E. coli. Loe ejemplos de dichos marcadores



incluyen los genes que eppecifican resistencia a ampicilina,
tetraciclina o cloranfenicol.

Entre los sistemas de célulae eucariotas superiores que
son de utilidad para la expresién de los anticuerpos de la
invencién, y andlogos, fragmentos, derivados o variantes de
los mismos, existen numerosos sBistemas de c¢élulas para
elegir. Los ejemplos ilustrativos de lineas celulares de
mamifero incluyen, por ejemplo, las c&lulas RPMI 7932, VERO
y Helia, las lineas celulares de ovario de himster chino
(CHO), las lineas celulares WI38, BHK, COS-7, Cl127 o MDCK.
La linea celular de mamifero preferida es CHL-1. Cuando se
usa CHL-1 se incluye higromicina como marcador de seleccién
eucarionte. Las células CHL-1 derivan de las células de
melanoma RPMI 7032, una linea de células humanas f&cilmente
disponible. La linea de células CHL-1 estid depositada con
ATCC de acuerdo con lae condiciones del Tratado de Budapest
y recibi6 el ntGmero CRL 9446, depositada el 18 de junio,
1987. Las células adecuadas para su uso en esta invencién se
encuentran disponibles comercialmente de ATCC. Las lineas
celulares ilustrativas incluyen las de Spodoptera frugiperda
Y Bambyx mori.

Con el sistema procariota, E. coli, no es posible
efectuar una modificacién de post-traduccién, tal como
glicosilaci6én. Ademds, las proteinas con patrones disulfuro

complejos a menude sufren plegamientos errfneos cuando se
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expresan en E. colli. Con el sistema procariota, la proteina
expregada esti 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 adici6n de secuencias de
sefial de secrecién apropiadas. Si la proteina expresada se
encuentra en cuerpoe de inclusién insolubles, habitualmente
ge requlere de la golubilizacién Y subsiguiente
replegamiento de los cuerpos de inclusién.

Existen muchos vectores de expresifn procariotas que
son conocldos por los especialistas en el arte, tal como
pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia),
pKK233-2 (Clontech, Palo Alto, CA, EE.UU.) y pGEM1l (Promega
Biotech, Madison, WI, EE.UU.), todos disponibles
comercialmente.

Los promotores utilizados comiinmente en los sistemas de
expresidén 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. (1979) Nature 281({(5732): 544-548),
el sistema promotor de triptofanc (trp) (Goeddel, D.V. et
al. (1980) Nucl. Acids Res. 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
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promotor pL del fago lambda y el rxepresor termoinducible
cItsB857 (Bermard, H.U. et al. (1979) Gene 5(1): 59-76; Love,
C.A. et al. (1996) Gene 176(1-2): 49-53). Los anticuerpos
recombinantes también se pueden expresar en huéspedes de
levadura, tal como Saccharomyces cerevisiae. Habitualmente
permite efectuar diversas modificaciones de post-traduccién.
El anticuerpo expresado puede ser secretado hacia el
sobrenadante del cultivo donde no hay muchas otras
proteinas, lo cual facilita la purificacién. Los vectores
para la expresifn en levadura de los anticuerpos en esta
invencién presentan determinadas caracteristicas necesarias.
Los elementos del vector derivan generalmente de levaduras y
bacterias a fin de permitir la propagacién del plé&smido en
ambos. Los elementos bacteriance incluyen un origen de
replicacién y un marcador seleccionable. Los elementos de
levadura incluyen una secuencia de origen de replicacién
(ARS), wun marcador seleccionable, un promotor Yy un
terminador de la transcripcifn.

Loa promotores adecuados en los vectores para expresién
en levadura incluyen los promotores del gen TRP1l, del gen
ADH1 o ADHII, del gen de la fosfatasa &cida (PHO3 o PHOS),
el gen del isoclitocromo ¢ los promotores comprometidos con
la via glucolitica, tal como el promotor de enolasa,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH} , 3-

foafoglicerato quinasa (PGK), hexoquinasa, piruvato quinasa,
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triosafosfato isomerasa y fosfoglucosa ileomerasa (Hitzeman,
R.A. et al. (1980) J. Biol. Chem. 255(24): 12073-12080;
Hesa, B. et al. (1968) J. Adv. Enzyme Reg. 149-167; y
Holland, M.J. y |Holland, J.P. (1978) Biochemistry
17{23) :4900-4507) .

Los vectores para levadura disponibles comercialmente
incluyen pYES2, pPIC9 (Invitrogen, San Diego, CA), Yepc-
pADH2a, pYcDE-1 {(Washington Research, Seattle, WA), pBCl02-
K22 (ATCC N* 67255) e YpGX265GAL4 (ATCC N° 67233). Las
lineas de células de mamiferos que se pueden emplear para
expresar los anticuerpos recombinantes en esta invencién
incluyen, a modo de ejemplo, células COs-7, L, C127, 3T3, de
ovario de hé&mster chino (CHO), HeLa, BHK, CHL-1, NSO y
HEK293. Las proteinas recombinantes producidas en células de
mamifero habitualmente son solubles y glicosiladas y poseen
extremos N-terminales auténticos. Los vectores de expresién
de mamifero pueden contener elementos no transcriptos, tal
como un origen de replicacién, un promotor y un potenciador
y secuencias no traducidas 5’ o 3/, tal como sitios de unién
a ribosomas, sitios de poliadenilacién, sitios aceptores y
un donante de procesamiento y secuencias de terminacién de
la transcripci6n. Los promotores que se pueden utilizar en
loe vectores de expresién de mamifero son habitualmente, por

ejemplo, promotores virales, tal como de ©polioma,
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adenovirus, HTLV, virus 40 simio (S8V 40) y citomegalovirus
humano (CMV).

Segin el sistema de <&expresi6n y el huésped
seleccionados, se puede obtener un anticuerpo recombinante
homogéneo utilizando diversas combinaciones de técnicas de
cromatografia convencionales usados para la purificaci6n de
proteinas. Estas incluyen: cromatografia de inmunoafinidad,
cromatograffia de fase reversa, cromatograffia de intercambio
catidnico, cromatografia de intercambio aniénico,
cromatografia con interaccién hidrofébica, cromatograffa con
filtraci6én sobre gel y HPLC, Si el sistema de expresitn
secreta el anticuerpo hacia el medio de crecimiento, 1la
proteina puede ser purificada directamente a partir del
medio. Si el anticuerpo no es secretado, se lo puede aislar
a partir de lisados celulares. La ruptura celular se puede
efectuar utilizando cualquier método convencional,
incluyendo cicloa de congelamiento-descongelamiento,
sonicacién, ruptura mecénica o usoc de agentes de lisis de
células.

Se utilizé una construccién de plasmido basado en
pCANTABS (Pharmacia) se para la expresiém en bacterias de
los anticuerpos de cadena simple de esta invencién. Por
ejemplo, un plésmido que contiene al anticuerpo de cadena
Bimple scFv(TF)3el0 es el p2612/3el0 y codifica la secuencia

del anticuerpo de cadena simple seguido de una secuencia de
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marca del epitope, que Be puede usar para purificar la
protefna. La Becuencia de aminofcidos del anticuerpo
scFV(TF) 3el0 corresponde a la SEQ ID N°:1 (Ejemplo 1) y la
secuencia de ADN que codifica scFv(TF)3elQ corresponde a la
SEQ ID N°:2.

Se usd la construccién de plésmido basado en PTHR52S5
(véape la Patente de los Estados Unidos N°: 5.827.824) para
la expresi6én en mamiferos de 1los anticuerpos de cadena
simple de esta invencitn. Por ejemplo, se dipeflaron
cebadores para generar un fragmento- de ADN que abarcara la
secuencia de aminofcidos pro-scFv(TF)3el0, incluyendo 1la -
secuencia seflal N-terminal y la secuencia de la marca de
epitope C-terminal, en el plésmido de expresién en
bacterias. Se efectu6 una PCR para generar un fragmento de
ADN que se insertS en el plédsmido de expresién en mamiferos,
que contiene al gen de resistencia a ampicilina y de los
marcadores de seleccién con higromicina y DHFR. La expresién
de los anticuerpos de cadena simple de la invencién era
dirigida por el promotor MPSV LTR.

En una realizacién preferida de esta invencién, las
construcciones de expresién de mamifero fueron transfectadas
en células CHO DXBll. Se seleccionaron poblaciones estables
usando higromicina B 400 ug/ml en el medio HAMS/Fl2. Los
nivelese de expresién fueron de aproximadamente 500 ug/l.

Para incrementar los nivelea de expresifn se selecciond una
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poblacién usando metotrexato 100 nM en medio alfa MEM. El
nivel de expresién aproximado de esta poblacién era de 5
mg/1.

Los anticuerpos de esta invenci6n se pueden purificar
mediante métodos bien conocidos en el arte. Por ejemplo, los
anticuerpos se pueden purificar por afinidad mediante pasaje
a través de una columna a la cual ee ha unido TF. Los
anticuerpos contra TF unidos pueden ser eluidos luego de la
columna wusando una soluci6fn amortiguadora con una gran
concentracién de sales.

Los anticuerpos de cadena s8imple descritcs en la
presente contienen la secuencia de la marca del epitope por
el extremo C-terminal de la proteina. Las columnas de
afinidad anti-marca del <epitope 8se adquirieron de
American/Pharmacia Biotech. El medio de cultivo celular se
filerd a través de un filtro de ¢,22 um y se cargaron 5 ml
en una columna con la marca del epitope a razén de 2 ml/min.
La columna Be lavé con solucién amortigquadora de foefato 0,2
M NaN,, 0,05%, pH 7,0, y luego se recolectd en tubos que
contenfan 0,1 volimenes de solucién amortiguadora Tris 1M,
PH 8,2 para neutralizar 1la solucién amortiguadora de
elucién. La columna se lavé con solucién amortiguadora de
fosfato 0,2 M NaN;, 0,05%, pH 7,0, Y luego sBe recolectd en
tubos que contenian 0,1 voliimenes de solucifn amortiguadora

Tris 1M, pH 8,2 para neutralizar la solucién amortiguadora
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de elucién. En este caso, la columna se lavd con &cido
citrico 50 mM, NaCl 300 mM, pPH 6,5 y se eluys 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 del anticuerpo.

Seleccisn de los anticuerpos de la invencién:

Una vez generados, expresados y purificados los
anticuerpos, pueden ger caracterizado usando BIAcore, un
ensayo con el factor VIIa dependiente del s8TF (ensayc de
hidrélisis de péptidos sTF/FVIIa), un ensayo de activacién
del FX y el ensayo de PT descrito en el Ejemplo 4 con el fin
de identificar los anticuerpos de esta invencién.

En una realizacién preferida de esta invencién, se
seleccionan los anticuerpos scFv contra TF gque Be unen con
mayor afinidad al complejo FVIIa/TF que al TF solo usando el
ensayo de hidrélisis de péptidos sTF/FVilia. En este ensayo,
8e espera que los anticuerpos contra TF qQue Be unen con
mayor afinidad al complejo FVIIa/TF que al TF incrementen la
Kofapp) - En la figura 2 se muestra que el anticuerpo de cadena
simple acFv(TF)3el0 incrementd la Kppp ~5 veces. Se emplea
un ensayo de microcalorimetria para medir la afinidad de loa
anticuerpos contra TF por el complejo FVIIa/TF en
comparacién con el TF solo. En la figura 5 se muestra que el

anticuerpo de cadena simple 8cFv(TF)3el0 tiene una Kp de
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unién al complejo FVIIa/TF y al TF libre de 600 nM y 33 nM,
respectivamente, lo cual corresponde a una afinidad -~20
veces mayor por el complejo FVIIa/TF en comparacién con el
TF sBolo. Los anticuerpos de esta invencién tienen una
afinidad al menos 2 veces, preferentemente al menos 5 veces
y mis preferentemente al menos 10 veces mayor por el

complejo FVIIa/TF que por TF.

Los anticuerpos scFv que se unen al TF que no compiten
con FVII por la unifén al TF se seleccionan usando el ensayo
de hidr6lieis de péptidos B8TF/FVIIa. En este ensayo, se
espera que los anticuerpos contra TF gue compiten con el
FVIIa por la uniém al TF inhiban la hidr6lisis del sustrato
cromogénico S52266. En la figura 1 s8e muestra que el
anticuerpo de cadena seimple scFv(TF)3el0 no inhibe, y en
realidad aumenta, la actividad del FVIIa.

Los anticuerpos scFv que se unen al TF que inhiben 1la
activacién del FX se seleccionan usando el ensayo PT y el
ensayo de activacién de FX. En el ensayo PT, Be espera que
los anticuerpos contra TF que prolcocngan el PT inhiban la
activacién del FX. En Jla figura 3 s8se muestra que el
anticuerpo de cadena simple scFv({TF)3el0 prolongaba la PT,
lo cual indica que este anticuerpo inhibe la activacién del
FX. En el ensayo de activacién de FX, se espera que los

anticuerpos contra TF que inhiben la actividad FXa inhiban
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la hidr6lisis del sustrato cromogénico S2222. En la figura 6
se muestra que el anticuerpo de cadena simple scFV(TF)}3el0
inhibfa la actividad del FXa.

Los anticuerpos scFv contra TF que no compiten con el
FX por la unién al TF gse seleccionan usando el ensayo de
activacién del FX. En este ensayo, B8e espera que los
anticuerpos contra TF que no compiten con el FX inhiban la
activacién del FX independientemente de la concentracién de
FX usada. En la figura 7 se muestra que el anticuerpo de
cadena simple scFv(TF)3el0 inhibe la actividad FXa de una
manera independiente de la concentracién de FX.

En una realizacién preferida de la presente invencién,
e identificé un anticuerpo de cadena simple (scFv(TF)3el0)
que tenfia un solo sitio de unién Vy/V, para TF. La secuencia
de aminodcidos de scFv(TF)3el0 se muestra en el Ejemplo 1 y
corresponde a la SEQ ID N°: 1. La secuencia de ADN que
codifica ecFv(TF)3el0 corresponde a la SEQ ID N°: 2.
Anélogos, fr derivados de los

ntos, variantes

anticuerpos de la invencién:

Un andlogo, fragmento, derivado o variante de 1los
anticuerpos de la presente invencién puede ser: (i) uno en
el cual uno o varios de los residuos de aminocdcidos estan
sustituidos con un residuo de aminodcido conservado o no
conservado (preferentemente un residuo de aminoAcido

conservado) y dicho residuo de amino&cido sustituido puede



estar codificado, o no, por el cédigo genético; o (ii) uno
en el cual uno o varioe de los reeiduoe de aminodcidos
incluyen un grupo sustituyente, o (iii) uno en el cual el
anticuerpo maduro estd fusionado con otro compuesto, tal
como un compuesto para incrementar la vida media del
anticuerpo (por ejemplo, polietilenglicol}, o (iv) uno en el
cual hay aminofdcidos adicionales fusionados a la proteina de
fusién madura, tal como una secuencia directriz o secretora
o una secuencia que se emplea para la purificacién del
anticuerpo maduro. Dichos andlogos, fragmentos, derivados y
variantes 8e consideran dentro del alcance para los
especialistas en el arte a partir de 1la presente
descripcién.

Preferentemente, los derivados de la presente invencién
van a contener sustitucionee de aminodcidos conservadores
(definidos més adelante) efectuadas en uno o varios residuos
de aminodcidos predichos, preferentemente no esenciales. Un
regsiduo de amino&cido “no esencial” es un residuo gque 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 aminodcido *“esencial” para 1la actividad
bilolégica. Una “sustitucién de aminofdcidos conservadores” es
aquella en la cual el residuo de aminocidcido es reemplazado
por un reslduo de aminodcido que posee una cadena lateral

similar. En el arte se han definido familias de residuos de
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aminoidcidos que poseen cadenas laterales similares. Estas
familias incluyen amino&cidos con cadenas laterales bé&sicas
(por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas
laterales acidicas (por ejemplo, &cido aspértico, 4&cido
glutémico), cadenas laterales polares 8in carga (por
ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina,
tirosina, c¢isteina), cadenas laterales no polares (por
ejemplo, alanina, wvalina, 1leucina, iscleucina, prolina,
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 conservadoras no se harfn para residuos de
aminodcidos conservados o para residuos de amino&dcidos
ubicados dentro de un dominio conservado de una proteina, a
menos que las sustituciones se efectlien para seleccionar
variantes de loe anticuerpos como 8e describiri més
adelante. Los fragmentos o porciones biol&Sgicamente activas
incluyen fragmentos de polipéptidos adecuados para su uso
como medicamentos, como un reactivo de investigacién vy
semejantes. Los fragmentos incluyen péptidos que comprenden
secuencias de aminodcidos suficientemente aimilares o
derivados de laa secuencias de aminodcidos de un anticuerpo
de esta invencién y que presentan al menos una actividad de

dicho polipéptido, pero que incluyen menos aminodcidos que
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los polipéptidos de 1longitud completa descriptos en la
presente.

Mas afin, los derivados preferidos de 1la presente
invencién incluyen anticuerpos maduros que se han fusionado
con otro compuesto, tal como un compuesto para lincrementar
la vida media del polipéptido y/o para reducir 1la
inmunogenicidad potencial del polipéptido (por ejemplo,
polietilenglicol, “PEG”). El PEG se puede usar para impartir
golubilidad en agua, mayor tamafio, disminuir la velocidad de
depuracién en rifionee y reducir la inmunogenicidad al
anticuerpo. Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados
Unidos N°: 6.214.966. En el caso de tratamientos con PEG, la
fusién del anticuerpo a PEG 8se puede 1llevar 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 cisteina en el
anticuerpo, Beguido de una derivatizacién especifica del
Bitio con PEG-maleimida. La cisteina se puede agregar al
extremo C-terminal de los péptidos. Véase, por ejemplo,
Teutsumi et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.
97(15) :8548-8553. Otra modificacién que se puede efectuar en
el anticuerpo comprende biotinilacién. En algunas
instancias, puede ser de utilidad un anticuerpo biotinilado
para que pueda reacclonar rédpidamente con estreptavidina.

Los métodos de biotinilacién de proteinas son bien conocidoa
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en el arte. Ademfis, se pueden introducir sitios de N- u O-
glicosilacifn en las secuencias del anticuerpo de modo que
pueda tener lugar una glicosilacién N- u O-ligado de los
anticuerpos después de la traduccién in vivo.

Las variantes de los anticuerpos de esta invencién
incluyen polipéptidos gque poseen una secuencia de
aminodcidos suficientemente similar a 1la secuencia de
aminodcidos de 1los anticuerpos originales. El1 término
*guficientemente similar” significa que hay una primera
secuencia de aminodcidos que contiene una cantidad
suficiente o minima de residuos de aminodcidos idénticos o
equivalentes con relacién a una Bsegunda secuencia de
aminodcidos de modo que dichas primera y segunda secuencias
de aminodcidos poseen un dominio estructural comGn y/o una
actividad funcional comin. Por ejemplo, las secuencias de
aminodcidos que contlienen un dominio estructural comin que
ea al menos un 45% aproximadamente, preferentemente un 75% a
98% aproximadamente, idéntico Be define aquf como
guficientemente similar. Preferentemente, 1las variantes
serdn Buficientemente similares a la Bsecuencia de
aminodcidos de los anticuerpos preferidos de esta invencién.
Las varliantes incluyen variantes de anticuerpos codificados
por un polinucleStido que se hibridiza con un polinucle&tido
de esta invencién o© un complemento del mismo bajo

condiciones severas. Dichas variantes retienen en general la
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actividad funcional de los anticuerpoe de esta invencibn. Se
pueden usar bibliotecas de fragmentos de los polinucleétidos
para generar una poblacifn variegada de fragmentos para el
rastreo y subsigulente Bseleccifn. Por ejemplo, s8Be puede
generar una biblioteca de fragmentos mediante tratamiento de
un fragmento de PCR de cadena doble de un polinucleétido con
una nucleasa bajo condiciones donde el corte *“nicking”
solamente se produce una vez por molécula, desnaturalizacién
del ADN de cadena doble, renaturalizaciSn 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 aimple a partir de duplas reformadas mediante
tratamiento con la nucleasa S1 y ligacién la biblioteca de
fragmentos resultante en un vector de expresiém. Utilizando
este métcdo, es posible derivar una biblioteca de expresidén
que codifica fragmentos N-terminales e internos de distintos
tamafios de los anticuerpos de esta invencién.

Las varlantes incluyen anticuerpos que difieren en
cuanto a , secuencia de aminodcidos debido a una mutagénesis.
Por ejemplo, la nutagénesis se puede efectuar de acuerdo con
las técnicas de ADN recombinante bien conocidas en el arte
para modificar los dominics V,y V3 de las cadenas livianas y
pesadas de Ig para crear variantes con una mayor afinidad de

unién con el complejo FVIIa/TF en comparacién con el TF
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libre. Las variantes particularmente referidas incluyen
anticuerpos con modificaciones en las regiones determinantes
de la complementariedad de los dominios V;, y V.

Las variantes también incluyen anticuerpos que difieren
en cuanto a secuencia de aminodcidos debido a la insercién o
supresidén de residuos de aminofcidos por mutagénesis. Por
ejemplo, la mutagénesis s#e puede efectuar de acuerdo con
técnicas de ADN recombinante bien conocidas en el arte para
insertar o suprimir aminoicidos en las porciones N-
terminales o C-terminales de los dominios Vy o V, de las
cadenas liviana y pesada de Ig para crear varlantes gque
retlenen una actividad funcional sustancialmente similar.
Las variantes particularmente referidas incluyen anticuerpos
de cadena simple con inserciocnes o supresiocnes de residuos
de aminofcidos en el ligador V-V, entre los dominios Vy y
V.. La pecuencia del ligador Vu-V. en el anticuerpo de cadena
aimple de loe en el ejemplo 1 es de 5 reaiduos de
aminodcidos de longitud. Se pueden emplear, evidentemente,
otras secuencias cortap de ligadores, entre 0 a 20
amino&cidos, donde el anticuerpo retiene una actividad
funcional sustancialmente similar. Las modificaciones del
ligador Vyg-V;, existente pueden apuntar a incrementar 1la
estabilidad de la forma dimérica del anticuerpo de cadena

Bsimple.
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En una realizacién, se genera una biblioteca varlegada
de variantes por mutagénesis combinatoria a nivel de &cido
nucleico y estd codificada por wuna biblicteca de genes
variegados. La biblioteca wvariegada de variantes Be puede
producir, por ejemplo, ligando enzimdticamente una mezcla de
oligonucle6tidos aintéticos en las secuencias de genes de
modo tal que Be obtiene un conjunto degenerado de variantes
potenclales de secuencias de aminodcidos que Bse puedan
expresar como polipéptidos individuales ¢, como altermativa,
como un conjunto de proteinas de fusifn mis grandes (por
ejemplo, para expresién en- fagos) que contienen el conjunto
de 8secuencias. Existen numerosos métodos que 8se pueden
utillizar para producir bibliotecas de variantes potenciales
a partir de secuenclas de oligonucleétidos degenerados. La
sinteais quimica de una Becuencia genética degenerada se
puede llevar a cabo con un sintetizar automitico de ADN y el
gen sintético se puede ligar luego en un vector de expresidn
apropiado. El1 uso de un conjunto de genes degenerados
permite proveer, en una mezcla, todas las Bsecuencias que
codifican el conjunto deseado de variantes potenciales de
las secuencias. Los métodos para sintetizar oligonucleétidos
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; Tke et al. (1983) Nucleic Acid Res. 11:477).
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En el arte se 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 ripido
de lae bibliotecas de genes generadas por la mutagénesis
combinatoria de anticuerpos contra la actividad de unién del
TF o del complejo FVIIa/TF o la actividad inhibidora de la
activaciébn del FX. Las técnicas de mayor uso, que son
propicias para un andlipis de alto rendimiento para examinar
grandes bibliotecas de genes incluyen tipicamente 1la
clonacién de la biblioteca de genes en vectores de expresi&én
replicables, transformacién de las cé&lulas apropiadas con la
biblioteca de vectorea resultante y exp.resién de los genes
combinatorios bajo condicionea 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 1la
frecuencia de mutantes funcionales en las bibliotecas, se
puede usar en combinacién con los ensayos de rastreo Yy
examen para identificar las variantes deseadas.

En el ejemplo 1 se muestra la secuencia de amino&cidos
de un anticuerpo de cadena simple contra TF, scFv(TF)3el0

(SEQ ID N°:1), y se delinea el ligador Vy-V;, Yy los dominios
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Vu ¥ V.. Las variantes que tienen actividad de unifén al TF o
al complejo FVIIa/TF o que inhiben la activacién de FX se
pueden identificar por examen bibliotecas combinatorias de
mutantes, por ejemplo mutantes de insercién, truncamiento o
puntuales, de los anticuerpos de esta invencién usando los
ensayos de hidr6lisis de péptidos de B8TF/FVIIa o de
activacién del FX que se describen en el ejemplo 4. Los
anticuerpos de la ©presente invencién incluyen 1los
anticuerpos de los ejemplos 1 y 3 (SEQ ID N°: 1 y 3), asi
como aquellos anticuerpos que contienen variaciones no
significativas en la secuencia de los miemoa. Una “variacién
no significativa® incluirfa cualquier variante de 1la
secuencia de sustitucién o supresién que permita conservar
sustanclialmente al menos una funcién biol6gica de los
anticuerpos de esta invencién, por ejemplo, la capacidad
para inhibir 1l1la activaciSn del FX. Estos equivalentes
funcionales pueden incluir preferentemente anticuerpos que
presentan al menos un 90% de identidad aproximadamente con
los dominios de la regiém V, o Vy del anticuerpc de cadena
simple de la SEQ ID N°®°:1 o de la SEQ ID N°:3, Yy més
preferentemente al menos un 95% de identidad con 1los
dominios de 1la regiém VvV, o Vg del anticuerpo de cadena
simple de la SEQ ID N°:1 o de la SEQ ID N°:3 y més
preferentemente alGn al menos un 97% de identidad con los

dominics Vi, o Vy de la regifnm del anticuerpo de cadena
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simple de la SEQ ID N°:1 o de la SEQ ID N°:3 y también
incluyen ©porciones de dicho anticuerpo que poseen
sustancialmente la misma actividad biolSgica. Sin embargo,
cualquier anticuerpo que presenta wuna <variacién no
significativa en cuanto a secuencia de amino&cidos del
anticuerpo de la SEQ ID N*: 1 o de la SEQ ID N°:3 que
demuestra una equivalencia funcional, como se describiri mis
adelante con mayor detalle, estd incluida en la descripcién
de la presente invencidn.

Composiciones farmacéuticas:

La invencién también provee composiciones farmacéuticas
que pueden ser administradas a un paciente con el fin de
lograr un efecto terapéutico. Las composiciones
farmacéuticas de esta invencién se pueden preparar para la
administraci6n combinando el anticuerpo de esta invencién
que posee el grado de pureza deseado con una cantidad eficaz
para uso farmacéutico de vehiculos aceptables para uso
fisiolégico.

Los anticuerpos de la presente invencién se pueden
emplear en composiciones farmacéuticas, para una
administracién intravenosa o una administracién subcuténea o
una administracién intratecal. Asi, los anticuerpos
descritos precedentemente se combinarén preferentemente con
un vehiculc estéril aceptable para uso farmacéutico, tal

como dextrosa al cinco por ciento, solucién de Ringer con
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lactato, salina normal, agua estéril o cualquier otra
solucién amortiguadora fisiol6gica preparada comercialmente
diseflado para una infusién intravenocsa. Se debe tener en
cuenta que la seleccifn de la soluci6n del vehiculo y la
dosificacién y administracifn de la composicién varia con el
sujeto y el esatado clinico particular y estd sujeta a los
procedimientos médicos eatdndar.

De acuerdo con los métodoa de la presente invencién,
eatas composiciones farmacéuticas pueden ser administradas
en cantidades eficaces para inhibir 1las consecuencias
patolSgicas asocladas con una generacién excesiva de
trombina en el sujeto.

La administracién del anticuerpo puede s8ser por
inyeccifn intravenosa de un bolo, por infusién intravenosa
conatante © por una combinacién de ambas rutas. Como
alternativa, o ademfis, el anticuerpc sBe mezcla con los
excipientes aproplados para su incorporacién en 1la
circulacién desde un sitio intramuscular. 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. El1 tiempo de coagulacifn observado en este
ensayo esti prolongado cuando se logra un nivel suficiente

del anticuerpo en la circulacién general.
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Los anticuerpos recombinantes Yy las composiciones
farmacéuticas de esta invencién son de utilidad para la
administracién por via parenteral, tépica, intravenosa, oral
o local. Las composiciones farmacéuticas pueden ser
administradas 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, c¢&psulas, polvo,
soluciones y emulsiones.

Los anticuerpos recombinantes y las composicicnes
farmacéuticas de esta invencién son de particular utilidad
para una administracién por via intravenosa. Las
compoaiciones que seréan administradas comprenden
habitualmente una solucién del anticuerpo de cadena simple
disueltc en un vehiculo aceptable para uso farmacéutico,
preferentemente en un vehficulo acuoso. Se pueden emplear
diversos vehiculos acuosos, por ejemplo, solucién
amortiguadora salina y semejantes. Estas soluciones 8on
estériles y en general estdn libres de materiales no
deseados. Las compopiciones pueden ser esterilizadas
utilizando las técnicas de esterilizacién convencionales que
son bien conocidas.

La composicién farmacéutica tipica para una
administracién intravenosa puede ser determinada ficilmente

por el especialista en el arte. Las cantidades administradas
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son claramente especificas de la proteina y dependen de su
potencia y perfil farmacocinético. Los métodos actuales para
preparar composiciones de administraci6n parenteral son
conocidos o habituales para el especlalista en el arte y Be
describen con mayor detalle en publicaciones tales como
Remington’s Pharmaceutical Science, 15* ed., Mack Publishing
Company, Easton, Pa {1980).

Las composiciones que contienen los anticuerpos de la
invencién o un céctel de los mismos (es decir, con otras
proteinas) se pueden administrar como tratamientos
terapéuticos. En 1las aplicaciones terapéuticas, lan
composlciones se administran a un paciente que sufre de una
enfermedad o trastorno hemorridgico en una cantidad
suficiente como para curar o al menoe detener parcialmente
la hemorragia. La cantidad adecuada para lograrloc se define
como una “cantidad eficaz para uso terapéutico”. Las
cantidades efectivas para este uso dependerin de 1la
severidad de la enfermedad y el estado general de salud del
paciente.

La adminietracifn simple o mdltiple de las
composiciones dependeri de la dosificacién y £frecuencia
requeridas y toleradas por el paciente. En cualquier caso,
la compoaicidén deberid proveer una cantidad suficiente de las
proteinas de esta invencién con el fin de tratar eficazmente

al paciente.
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Los anticuerpos de la invencién, o las composiciones
aceptables para uso farmacéutico de los mismos, se
administrarin en una cantidad eficaz para uso terapéutico,
que varia seg(in numerosos factores incluyendo la actividad
del anticuerpo especifico empleado; la eatabilidad metabblica
y extensién de la accién del anticuerpo; la edad, peso
corporal, estado de salud general, sexo y dieta del paciente;
el modo y tiempo de administracifn; la velocidad de
excrecién; .la combinacién de drogas; 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 un anticuerpo de la invencién, o una
composicién aceptable para uso farmacéutico del mismo;
preferentemente, entre aproximadamente 0,7 mg Y
aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal por dia; y més
preferentemente, entre aproximadamente 1,4 ng Y
aproximadamente 7,2 mg/kg de peso corporal por dfa. Por
ejemplo, para la administracifém a una persona de 70 kg, el
rango de dosificacién comprenderia entre aproximadamente 10
mg- y aproximadamente 1,0 gramo por dia de una protefna de
fusién de la invenciSn, o una compoeicién aceptable para uso
farmacéutico de la misma, preferentemente entre

aproximadamente 50 mg y aproximadamente 700 mg por dia y més
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preferentemente entre aproximadamente 100 mg Yy
aproximadamente 500 mg por dia.

Terapia genética y celular:

Un anticuerpo de la invencién también se puede emplear

de acuerdo con 1la invencién por expresién de dicho -

anticuerpo in vivo, mediante un método a menudo denominado
“terapia celular”. Asi, por ejemplo, se pueden manipular
células con un polinucle6tido (ADN o ARN) que codifica el
anticuerpc ex vivo y las células manipuladas son provistas
Juego a un paciente para su tratamientoe con dicho
anticuerpo. Dichos métodos son bien conocidos en el arte.
Por ejemplo, se ©pueden manipular <c¢élulas mediante
procedimientos conocidos en el arte que comprenden el uso
una particula retroviral que contiene un ARN que codifica el
anticuerpo de la presente invencién.

Un anticuerpo de la invenci6n también se puede emplear
de acuerdo con la presente invencién por expresién de dicha
proteina de fupi6n in vive, mediante un método a menudo
denominado “terapia genética". AsiI, por ejemplo, Be puede
manipular un virus con un polinucledtido (ADN o ARN) que
codifica el anticuerpo y a continuacién se provee el virus
manipulado al paciente a tratar con el anticuerpo. Dichos
métodos Bon bien conocidos en el arte. Por ejemplo, Bse

pueden manipular adenovirus recombinantes mediante

=g
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procedimientos conocidos en el arte gque contienen un ADN que
codifica el anticuerpo de la presente invencién.

La distribucién local de lom anticuerpos
anticoagulantes de la presente invencién mediante terapia
genética o celular permite administrar el agente terapéutico
en el drea de interés, es decir las células endoteliales que
revisten los vasos sanguineos.

Se contemplan metodologias de terapla genética vy
celular tanto iIn vitro como in vivo. Se conocen diversos
métodos para transferir genes potencialmente terapéuticos a
poblaciones de células definidas. Véase, por ejemplo,
Mulligan (1993) Science 260:926-931) Estos métodos incluyen:

1) 1) Tranaferencia directa de genes. Véase, por
ejemplo, Wolff et al. (1990) Science 247: 1465-1468;

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

3) 3) Transeferencia de ADN mediada por retrovirus.
Véase, por ejemplo, Kay et al. (1993) Science 262:
117-119; Anderson (15992) Scilence 256:808-813).

4) 4) Transferencia de ADN mediada por virus. Dichos
virus a ADN incluyen adenovirus (preferentemente
vectores basados en Ad2 o Ad5), virus Herpes

(preferentemente vectores basados en el virus Herpes
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simplex) y parvovirus (preferentemente vectores
basados en parvovirus “defectuoscs” o no auténomos,
mis preferentemente vectores basados en virus adeno-
asociados, miAs preferentemente afin vectores basados
en AAV-2). Véase, por ejemplo, Ali et al. (1994)
Gene Therapy 1: 367-384; Patente de los Estados
Unidos N°: 4.797.368, cuyo contenido se incorpora en
epte documento a modo de referencia, y Patente de
los BEstados Unidos N°: 5.139.941, cuyo contenido se
incorpora en este documento a modo de referencia.

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

Los retrovirus a partir de los cuales pueden derivar
los vectores de pldemidos retrovirales mencionados

previamente incluyen, por ejemplo, el virus de leucemia de



murinos de Moloney, el virus de necrosis del bazo,
retrovirus tales como el virus del sarcoma de Rous, el virus
del sarcoma de Harvey, el virus de leucosis de aves, el
virus de leucemia de monos gibones, el virue de
inmunodeficiencia humana, adenovirus, el virus del sarcoma
mieloproliferativo y virus de tumor de mamiferos. En una
realizacifn, el vector de un plidsmido retroviral deriva del
virus de leucemia de murinos de Moloney.

Los adenovirus tienen la ventaja gque presentan un
amplio rango de huéspedes, pueden infectar cé&lulas
quiescentes o diferenciadas terminalmente, tal como neuronas
o hepatocitos, y son esencialmente no oncogénicas. Véase,
por ejemplo, Ali et al. (1994}, supra, pig. Los adenovirus
no parecen integrarse en el genoma hu&sped. Dado que Be
ubican fuera de los cromosomas, Be reduce mucho el riesgo de
mutagénesis por insercién. Alil et al. (1994), supra, p&g.373

Los virus adeno-asociados presentan ventajas similares
a los vectores basados en adenovirus. 5in embargo, los AAV
presentan una integracién especifica del sitio en el
cromosoma humano 19 (All et al. (1994), supra, pag.377)

En una realizaci6m preferida, el ADN que codifica los
anticuerpos de esta invencién se usa en una terapia celular
o genética para trastornos que incluyen, a modo de ejemplo,

trombosis de <venas profundas, coagulacién intravascular
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diseminada, sindrome coronario agudo o céncer con evidencia
de coagulopatia.

De acuerdo con esta realizacién, se proporciona una
terapia celular o genética con el ADN que codifica 1los
anticuerpos de esta invencién a un paciente que lo necesita,
de forma concurrente o Iinmediatamente después del
diagnéetico.

El especialista comprenderdi que de acuerdo con esta
realizacién se puede utilizar cualquier vector de terapia
genética adecuado que contenga el ADN que codifica el
anticuerpo de la invencifn o un ADN que codifica anédlogos,
fragmentos, derivadose o variantes del anticuerpo de 1la
invencifn. Las técnicas para construir dicho wvector son
conocidas. Véase, por ejemplo, Anderson, W.F. (1998) Nature
392: 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 que contiene el ADN del
anticuerpc en el gitio de interés se puede llevar a cabo
utilizando técnicas conocidas.

El vector de la terapia genética incluye uno o varios
promotores. Los promotores adecuados que Bse pueden emplear
incluyen, por ejemplo, el promotor retroviral LTR; el
promotor 8V40; y el promotor del citomegalovirus humano
(CvM) descrito en Miller et al. (1989) Biotechniques

7(9) :980-990, o cualquier otro promotor (por ejemplo,
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promotores celulares tal como promotores de células
eucariontes incluyendo, por ejemplo, los promotores de
histona, pol III y P-actina). Otros promotoreas virales que
se pueden emplear incluyen, por ejemplo, promotores de
adenovirus, promotores de la timidina quinasa (TK) Yy
promotores del parvovirus B19. La seleccién del promotor
adecuado serid evidente para el especialista en el arte a
partir de las descripciones contenidas en este documento.

La secuencia de &cido nucleico gque codifica el
anticuerpo de la presente invencién se encuentra bajo el
control de un promotor adecuado. Los promotores adecuados
que se pueden emplear incluyen, por ejemplo, promotores
adenovirales, tal como el promotor tardio mayor adenoviral;
¢ promotores heterédlogos, tal como el promotor de
citomegalovirus (CMV); el promotor del viruse sincicial
respiratorio (RSV}; promotores inducibles, tal como el
promotor MMT, el promotor de metalotioneina; 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
{(incluyendo los LTR retrovirales modificados descriptos
previamente); el promotor de P-actina; y el promotor de la

hormona de crecimiento humana.
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El vector plédsmido retroviral se emplea para transducir
lineas celulares empagquetadores con el fin de formar lineas
celulares productores. Los ejemplos de células
empaquetadoras que pueden ser tranafectadas incluyen, por
ejemplo, las lineas celulares PES501, PA317, -2, y-AM,
PAl2, T19-14X; vVIr-19-17-H2, YCRE, YCRIP, GP+N"-86,
GP+envAml2 y DAN descriptas en Miller (1990) Human Gene
Therapy 1: 5-14, cuyo contenido se incorpora por completo en
este documento a modo de referencia. El vector puede
transducir las células empaquetadoras mediante cualquier
medio conocido en el arte. Dichos medios incluyen, por
ejemplo, electroporacién, el uso de liposomas Y
precipitacién por CaPQO,. Como alternativa, el vector
pléasmido retroviral se puede encapsular en una liposoma, o
se puede acoplar a un lipido, y luego puede ser adminiatrado
al huésped. La 1linea de células productoras genera
particulas infecciosas del vector retroviral que incluyen la
© las secuencias de &acido nucleico codificadoras de los
polipéptidos. Dichas particulas del vector retroviral se
pueden emplear entonces para transducir células eucariontes,
vya sea 1in vitro o in vivo. Las células eucariontes
transducidas expresaridn la o las secuencias de &cido
nucleico que codifican el ©polipéptido. Las cé&lulas
eucariontes que pueden ser transducidas incluyen, por

ejemplo, cé&lulas madre embrionarias, cé&lulas de carcinoma
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embrionarias, asf como células madre hematopoyéticas,
hepatocitos, fibroblastos, mioblastos, queratinocitos,
células endoteliales y células epiteliales bronquiales.

Un enfogque diferente de la terapia genética es 1la
“terapia transcaritStica”, en la cual 1las c¢é&lulas del
paciente son tratadas ex vivo para inducir los genea
cromosémicos latentes a fin de producir la proteina de
interés después de introducirlas nuevamente en el paciente.
La terapia transcariftica supone que el individuo posee un
complemento normal de los genes necesarios para la
activacién. La terapia tranacariética comprende la
introduccién de un promotor, u otra secuencia reguladora
ex8gena capaz de activar los genes nacientes, en el ADN
cromosémico de las células del paciente ex vivo, el cultivo
y la seleccién de cé&lulas activas productoras de proteinas y
la reintroduccién de las cé€lulas activadae en el paciente
con el propbéeito de establecerlos por completo. Las células
*activadas por genes” fabrican entonces 1la proteina de
interés por alglin tiempo significativo, tal vez durante 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 Be incorporan por
completo en este documento a modo de referencia.

Conjuntos de elementos:
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Esta invencién se relaciona ademds con conjuntos de
elementos para finep de diagnéstico o de investigacién. Los
conjuntos de elementos incluyen tipicamente uno o varios
contenedores que contienen loe anticuerpos de la presente
invencién. En una realizacién preferida, los conjuntoas de
elementos comprenden contenedores gque contienen anticuerpos
de cadena simple en una forma adecuada para una
derivatizaci6fn con una segqunda molécula. En una realizacién
mis preferida, 1los conjuntos de elementos comprenden
contenedores que contienen al anticuerpo de la SEQ ID N°: 1
o de la SEQ ID N°: 3.

En otra realizacién, los conjuntos de elementoe pueden
contener gecuencias de ADN que codifican los anticuqrpoa de
la invencién. Preferentemente, las BsBecuencias de ADN que
codifican estos anticuerpos se proveen en un plésmido
adecuado para su transfeccitn y expresién en una célula
huéeped. El pldsmido puede contener un promotor (a menudo un
promotor inducible) para regqular la expresién del ADN en la
célula huésped. El plasmido también puede contener sitios de
restriccién apropiados para facilitar la insercién de otras
secuenciae de ADN en el plésmido con el fin de producir
diversos. Los plésmidos también pueden contener numerosos
elementos adicionales para facilitar 1la clonacién vy
expresién de las proteinas codificadas. Dichos elementos son

bien conocidos por los especialistas en el arte e incluyen,
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por ejemplo, marcadores seleccionables, codones de inicio,
codones de terminacién y semejantes. En una realizacién mis
preferida, los conjuntos de elementos comprenden
contenedores que contienen las sBecuencias de ADN de la SEQ
ID N°: 2 o de 1la SEQ ID N°: 4.

Indicaciones terapéuticas:

Las enfermedades en las cuales la formaci6m de trombos
cumplen una funcifn etiolégica significativa incluyen
infarte de miocardio, coagulacién intravascular diseminada,
trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, apoplejia
isquémica, shock séptico, sindrome de dificultad
respiratoria aguda, angina inestable y otras afecciones
oclusivas arterialee y venosas. Los anticuerpos de esta
invencién son de utilidad en todos estos casos, asi como en
otras enfermedades en las cuales la formaciém de trombos es
patolSgica. Otras afecciones patolégicas donde el anticuerpo
de esta invencién puede ser de utilidad incluyen cincer con
coagulopatias e inflamacién. Los compuestos también pueden
ser Gtiles en los injertos de piel y venas y en los
transplantes de 6rganos. El término “de utilidad” eignifica
que los compuestos son de utilidad en el tratamiento, ya Bea
para prevenir una enfermedad o para impedir el avance de la
misma a un estado mis aBevero. Los anticuerpos de esta
invencién también proveen un anticoagulante seguro y eficaz,

por ejemplo, en pacientes que reciben biopr6tesis, tal como
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vilvulas cardiacas. Estos anticuerpos pueden reemplazar la
heparina y warfarina en el tratamiento de, por ejemplo,
embolia pulmonar o infarto de miocardico agudo. Los
anticuerpos de esta invencién también son fitiles en el
recubrimiento de los dispositivos médicos donde 1la
coagulacién constituye un factor de cuidado.

Ensayoss

Existen numerosos de ensayos de laboratorio para medir
la actividad anticoagulante in vitro de un anticuerpo de
esta invencién. El efecto anticoagulante de un anticuerpo se
puede medir usando ensayos de tiempo de coagulacién
plasmitica tal como el tiempo de tromboplastina parcial
activada ("APTT"), el tiempo de coagulacién de trombina
("TCT") y/o el tiempo de protrombina ("PT"). Estos ensayos
permiten distinguir los diferentes mecanismos de inhibicién
de la 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 ensayoe anteriores se usan para identificar
anticuerpos con actividad anticoagulante capaces de unirse
al TF, tanto en sistemas purificados como en el &mbito
plasmitico. Luego se usarin otros ensayos para evaluar otras
actividades de los anticuerpos de la invencién, tal como

inhibicién de 1la formacién de £fibrina a partir del
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fibrin6geno catalizada por trombina (Jakubowski, H.V. et al.
(1986) J. Biol. Chem. 261(B): 3876-3882), la inhibicién de
la activacién por trombina del factor V (Esmon, C.T. et al.
J. Biol. Chem. 257(14): (1982). 7944-7947), la inhibicifn
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. 5S58(1l): 140), 1la inhibicién de la inactivacién
mediada por trombina de la proteina S (Thompson, E.A. Yy
Salem, H.H. (1986) J. Clin. Inv. 78(1): 13-17) y 1la
inhibicién de 1la activacién y agregacién de plaguetas
mediada por trombina (Esmon, N.L. et al. (1983), supra).

Los sigquientes ensayos, descritos con detalle en el
Ejemplo 4, se usan para medir la potencia in vitro o la vitro
afinidad de unién in wvitro de los anticuerpos de 1la
invencién: 1) Ensayo de hidrélisias de péptidos sTF/FVIIa; 2)
Ensayo de activacién del factor X; 3) Ensayo PT; y 4) Ensayo
de microcalorimetria.

Al llevar a cabo los procedimientos de la presente
invencién por supuesto se considera que la referencia a
soluciones amortiguadoras, medios, reactivos, células,
condiciones de cultivo particulares y sBsemejantes no
pretenden ser limitantes, 8ino que se debe considerar que

incluyen todos 1los materiales relacionados que el
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especialista en el arte tendrfia en cuenta como de interés o
valor en el contexto particular en el cual dicha descripcién
se presenta. Por ejemplo, a menudo es posible sustituir un
sistema ae soluciones amortiguadoras o medios de cultivo por
otro y afin obtener resultados similares, cuando no
idénticas. Los especialistas en el arte tienen un
conocimiento suficliente de dichos sistemas y metodologias
como para poder, sin experimentos innecesarios, efectuar
dichas sustituciones que servirin a su propSsito de manera
6ptima con los métodos y procedimientos que se describen
aqui.

La presente invencién se describird ahora con
referencia a los sigulientes ejemplos no limitantea como una
guia para asistir en la pré&ctica de la invencién. Al aplicar
la descripcién del ejemplo, se debe tener en cuenta que sin
lugar a dudas habrd otras realizaciones diferentes de los
métodos deascriptos acordes con la presente invencién que
serén evidentes para el especialista en el arte relevante.

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

Todas las descripciones de las solicitudes, patentes y
publicaciones citadas previamente 8se incorporan en este

documento a modo de referencia.
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EJEMPLO 1

ConstrucciSn del anticuexrpo de cadena simple anti-TF

scFv(TF)3el0

(-18) M LGVLVLGALALAGLVFPEMAQVNLRE
SGGTLVQPGGSLRLSCAASGFS FTDAWMSHW
VRQAPGKELEWVSSISGSGGSTYYAGSVKG
RFTISRDNSEKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
ARVLSLTDYYWYGMDVWGQGTLVTVSAGGS®G
G5 GAPNFMLTQPHSVSASPGKTVTISCTRS
SGSVASYYVQWYQOQORPGSSPTTVIYEDNHR
PSGVPDRFSGSIDTSSNSASLTISGLKTED
EADYYCQSYDSNNLVVFGGGTKLTVLGAAA
GAPVPYPDPLEZPRAA (264)

El anticuerpo de cadena simple anti-TF, scFv{TF)3el0
(SEQ ID N*: 1), consiste de un péptido sefial (-18 a -1), un
dominio V4 (1 a 126), un ligador de Vy-V (127 a 131), un
dominio V, (132 a 246) vy una. secuencia de la marca del
epitope (247 a 264). La secuencia de ADN de scFv({TF)3el0
(SEQ ID N°:2) codifica la secuencia de amino&cidos de la SEQ
ID N°:1.

EJEMPIO 2
Construccién del anticuerpo de cadena simple anti-TF

scFv{TF) 3el0A
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(-18) M LGVLVLGALALAGLVFPEMAQVNLRE
SGGTLVQPGGSLRLSCAASGFSFTDAWMSHW
VRQAPGKELEWVESISGSGOGSTYYAGSVKG
RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
ARVLSLTDYYWYGMDVWGQGTLVTVSAGGG
GSNFMLTQPHSVSASPGKTVTISCTRSSGS
VASYYVQWYQQRPGSSPTTVIYEDNHRPSG
VPDRFSGSIDTSSNSASLTISGLKTEDEATD
YYCQSYDSNNLVVFGGGTKLTVLGAAAGATP
VPYPDPLEPRAA (243)

El anticuerpo de cadena simple anti-TF, sacFv{TF)3el0A
(SEQ ID N°:3), consiste de un péptido sefial (-18 a -1), un
dominio Vy (1 a 126), un ligador V-V (127 a 131) y un
dominio V;, (132 a 243). El 8cFv(TF)3el0A difiere del
scFv(TF)3el0 por supresién de 3 aminodcidos (GAP) en el
extremo N-terminal del dominio V., y por supresifn de 1la
secuencia de la marca de epitope C-terminal. La secuencia de
ADN de scFv(TF)3el0A (SEQ ID N°:4) codifica la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID N°: 3.

EJEMPLO 3
Expresién de los anticuerpos anti-TF en células bacterianas
y de mamifero

Se identificaron seis anticuerpos de cadena simple

diferentes, scFv(TF)2c1, scFv (TF) 2c11, scFv (TF) 2d3,

8cFv (TF)2h6, scFv(TF)3el0 y scFv(TF)3h2, a partir del fago
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que se une a TF, pge 8sobreexpresaron en E. coli y fueron
sometidos a purificacién por afinidad usando una columna de
afinidad para la marca de epitope como Be describié
previamente. Las afinidades de 1los seis anticuerpos
purificados para aTF se midieron usando BIAcore, y luego se
caracterizaron estos anticuerpos con los ensayos de
hidr6lisis de péptidos eTF/FVIIa, de activacién del FX, PT y
microcalorimetria descritos en el Ejemplo 4, cuyos
resultados se describen en el Ejemplo S.

El anticuerpo BcFv(TF)3el0 (SEQ ID N°: 1) también se
expresd en células CHO. El plédsmido de expresién contenia la
sBecuencia de ADN que codifica scFV(TF)3el0 (SEQ ID N°:2) y
ambos marcadores de seleccién de higromicina B y DHFR. La
geleccidn original se llevd a cabo en higromicina 400 pg/ml
para seleccionar una poblacién. La poblacién resultante fue
gometida luego a sBeleccién con metotrexato 100 nM. Durante
este procedimiento, se seleccionaron las células que
contenian copias amplificadas de la regién del ADN que
contenia el marcador de seleccién, y un gen de interés, de
dicha poblacién. Los niveles de expresién habfan aumentado
desade aproximadamente 0,3 mg/l hasta aproximadamente 6 mg/l
como resultado de esta seleccidn.

EJEMPLIO 4
Ensayos in vitro de potencia y de afinidad de unién
l. Ensayo de hidzrSlisis de péptidos sTF/FVIiIa
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A continuacién se describe el principio de este ensayo.
El enlace p-nitrocanilida amida del tripéptido del sustrato
es hidrolizado por el complejo BsTF/FVIIa. El producto
crombforo liberado, la p-nitroanilida, es monitoreada a 405
nm y la concentracién de producto formado por unidad de
tiempo Be calcula usando un coeficiente de extincién molar
de 9920 M!cm!. Los valores de IC; (C) se determinan
ajustando las velocidades iniciales en la siguiente ecuacién
de 4 parémetros: Y = (A-D)/(1+ (x/C}*B )+ D
H-D-Val-Leu-Arg-p-NA -+ H-D-Val-Leu-Arg + p-NA
Sustrato 852266 Tripéptido Cromé&foro
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 10 x: preparar una solucién 20 nM
en solucién amortiguadora de ensayo antes del uso.
3. TF soluble (Berlex): solucién de trabajo 10 x: preparar
una solucién 30 nM en solucién amortiguadora de ensayo antes
del uso.
4. Sustrato cromogénico 82266 (Kabi Pharmacia Hepar Inc.):
Bolucifn 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.
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5. Anticuerpo: Preparar diluciones 2,5x en solucién
amortiguadora de ensayo anteas del uso.

Condiciones de ensayo:

‘"Los ensayos se llevan a cabo en una placa para
microtitulaci6én de 96 cavidades a temperatura ambiente. Las

concentraciones finales de los componentes son:

STF 3 oM

Anticuerpo varia entre 1000 y 0,625 nM
FViIia 2 nM

52266 1 mM

Procedimiento de ensayo:
1. Pipetear 0,1 ml de AB 2,5x {0 solucién amortiguadora
control) en cada cavidad.
2. Agregar 0,025 ml de sTF 10x e incubar durante 10 min a
temperatura ambiente con agitacién suave.
3. Agregar 0,025 ml de FvVIIa 10x, incubar durante 10 min a
temperatura amblente con agitacifn suave.
4. Agregar ¢,1 ml de sustrato 82266 2,5x, transferir
inmediatamente la placa a un lector de placas y medir las
cinéticas enzimidticas a 405 nm con intervalos de 10 segundos
durante 15 min.

Este ensayo se puede utilizar para medir la K, de unién

aparente de los anticuerpos de la invencién con sTF o con el

\o¥
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complejo FVIIa/TF, y para determinar si loe anticuerpos de
la invencién compiten con FVII por la unién al TF.
2. Ensayo de activacién del factor X

A continuacién se describe el principio de este ensayo.
El FVIIa se incuba con vesiculas de TF recombinantes humanas
para formar un complejo de proteasas capaz de activar el
sustrato, FX. Este complejo se forma en presencia (o
ausencia) de diferentes concentraciones de anticuerpo, luego
gse introduce el sustrato FX y se permite que la reaccifn
avance para formar el producte, la proteasa FXa activa,
capaz de hidrolizar el enlace p-nitroanilida amida del
sustrato cromogénico S5$2222. El producto cromé6foreo liberado,
p-nitroanilida, se monitorea a 405 nm y luego se calcula la
concentracién de producto formado por unidad de tiempo
usando un coeficiente de extincién molar de 9920 Mlem™. Loas
valores de IC5, (C) se determinan ajustando las velocidades
iniciales en la sigulente ecuacién de 4 parSmetros: Y = (A-
D}/ (1+ ({x/C)"B )+ D
Bz-Ile-Glu-Gly-Arg-p-NA - Bz-Ile-Glu-Gly-Arg-OH + p-NA
Bustrato S2222 Crom&foro
Reactivos y soluciones:
1. Solucién amortiguadora de ensayo: Tris-HCl S0 mM, NaCl

150 mM, CaCl; 5 mM, BSA 0,1%, pH 7,5

le¥
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2. FVIla humano (HCVIIA-0031, Haematologic Technologies
Inc.): solucién de trabajo 4 x: preparar una solucifn 100
pPM en solucién amortiguadora de ensayo antes del uso.

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

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

5. Sustrato cromogénico S$2222 (Kabi Pharmacia Hepar Inc.):
solucién madre: 6 mM en H;O, guardar a 4 °C.

Solucifn de trabajo: preparar una solucién 0,78 mM en
EDTA 3,57 mM (para detener la reaccifn), NaCl 150 mM,
Tris-HCl SO0 mM, pH 7,5, antes del uso.

6. Anticuerpo:

Preparar diluciones 4x en solucién amortiguadora de
ensayo antes del uso.

Condiciones de ensayo:

Lose ensayos ee llevan a cabo en una placa para

microtitulacién de 96 cavidades a temperatura ambiente. Las

concentraciones finales de loas componentes son:

Vesiculas de rTF ¥ de una dilucién 1:

Anticuerpo varia entre 1000 y 0,625 nM



FVIIa 25 pM
FX 250 nM
£2222 0,546 mM

Procedimiento de ensayo:

1. Pipetear 0,015 ml de AB 4x (o solucién 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 $2222, transferir la placa
inmediatamente a un lector de placas y medir las
cinéticae enzimiticas a 405 nm con intervaloas de 10

segundos durante 15 minutos.

Este ensayo se puede utilizar para determinar =i los
anticuerpos de la invencién inhiben la activacién del FX por
el complejo FVIIa/TFP y para determinar sl los anticuerpoa de
la invencién compiten con FX por la unién al complejo
FVIIa/TF.

3. Ensayoc de tiempo de protrombina (PT)
Para la reaccién PT estéindar, se agregan 90 ul de una

concentracién apropiada del anticuerpo o PBS a 20 pl de

30
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Tromboplastina IS (Dat;le) y 50 pl de CaCl, 25 mM en una
cubeta. La mezcla se incuba durante 1 min a 37 °C, luego Be
agregan 100 pl de plasma con citrato (Helena Laboratories).
Como alternativa, se agrega un volumen apropiado de
anticuerpo concentrado a 100 pl de tromboplastina humana
recombinante (Ortho Recombiplastin) y aproximadamente 2 min
después, 100 pl de plasma humana reconstituida. Se mide el
tiempo de coagulacién de cada ensayo de coagulacién
individual tomando el promedioco de dos mediciones usando un
coagulémetro Electra 900C (Hemollance} y 1loe valores
promedio determinados de las réplicas de ensayos (n = 3 &
4). Se generaron curvas de dosis-respuesta para cada
inhibidor y luego Be utiliz6 anélisis de regresién para
calcular 1la concentraciémn (en nM) necesaria para una
extensién al doble del tiempo de coagulacién.

Este ensayo se puede utilizar para evaluar el efecto de
loa anticuerpos de la invencién seobre la via extrinseca de
coagulacién sanguinea. Se determina 1la cantidad de
anticuerpo necesaria para duplicar el PT y se puede comparar
con otros anticoagulantes para evaluar la potencia relativa
de los anticuerpos de la invencién.

4. Ensayo de microcalorimetria

El ensayoc de microcalorimetrfia (calorimetria de

titulacién isotérmica) se usa para medir la afinidad de

unién (K;) de los anticuerpos de la invencién al TF ya sea

QY
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solo o en el complejo FVIIa/TF. Este ensayo se lleva a cabo
usando un instrumento MicroCal VP-ITC. El complejo FVIIa/TF
Be obtiene por adicién de un exceso 2,3 veces molar de
FViIai al sTF. Se utiliza cromatografia de exclusiém por
tamafio para verificar que todo el sTF en el ensayo se haya
incorporadc en complejos. Para la determinacién de la
afinidad del anticuerpo por el complejo, Be agrega complejo
VIIa/TF 1,2 pM a la celda del microcalorimetro y anticuerpo
65 pM a la jeringa. Para la determinaciémn de la afinidad del
anticuerpo por el aTF solo, se agrega BTF 10 yM a la celda y
anticuerpo 141 puM a la jeringa. El andlisis de los datos Be
efectGa usando el software MicroCal Origin. Los datos Bse
ajustan a un solo sitio de unién.
EJEMPIO 5
Caracteristicas in vitro de los anticuerpos anti-TF de esta
invencién

Se alslaron seis anticuerpos de uniém al TF diferentes
a partir de una biblioteca de expresién en fagos de
anticuerpos de cadena  s8imple completamente humanos:
scFv (TF) 2c1, scFv(TF) 2cll, scFv (TF) 243, acFv (TF) 2h6,
scFv(TF}3el0 y 8cFv(TF)3h2. Las afinidades de estos
anticuerpos de unién a sTF, expresados en E. coli, medidas
usando BIAcore, eran de un valor entre 35 y 470 nM. Se usé
el ensayo de hidrélisis de péptidos sTF/VIIa descrito en el

Ejemplo 4 para determinar si eatoe anticuerpos bloqueaban la

QN
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formacién de un complejo VIIa/TF activo. En este ensayo, la
unién de VIIa a BTF acelera la velocidad de clivaje contra
el sustrato de péptidos cromogénico 52266 en >20 veces. Los
anticuerpos que inhiben la unién de FVIIa al TF bloguean
esta aceleracién. Cinco de los anticuerpos de cadena simple,
scFv (TF) 2c1, scFv (TF) 2c11, scFv (TF) 243, BcFv(TF}2h6 vy
scFv (TF)3h2, inhibieron la hidr6lisis de 82266, lo cual
sugeria que inhibfian la unién del FVIIa al sTF (Figura 1).
Por el  contrario, el anticuerpo de cadena simple
scFv (TF) 3el0 no inhibié el ensayo de hidrélisis de péptidos
8TF/VIIa y, de hecho, este anticuerpo incrementé 1la
velocidad de hidrélisis de 52266, lo cual sugeria que el
8cFv (TF)3el0 incrementa la afinidad del sTF por el FVIIa.
Con este ensayo de hidr6lisis de péptideos 8TF/VIiIa, el
anticuerpo scFv(TF)3el0 increment$ la afinidad del FVIIa por
el sTF, disminuyendo la K, aparente 5 veces (Figura 2). El
8cFv(TF) 3el0 no afect6 la velocidad de hidrSlieis del FVIIa
en ausencia de aTF, lo cual indica que este anticuerpo no
interactGa con el FVIIa solo. La Kp del anticuerpo
8cFv(TF) 3el0 para sTF, medida con el ensayo de hidrélisis de
péptidos 8TF/FVIIa, era de 65,4 nM (Figura 4). Se usé un
ensayo de microcalorimetrfia para comparar la afinidad del
ecFv(TF)3el0 por el TF en comparacién con el complejo
FVIIa/TF. Estos experimentos revelaron que el scFv(TF)3el0

expresado en células de mamifero tiene wuna afinidad ~20
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veces mayor por el complejo TF/FViIa en comparacién con el
8TF libre (33 nM va. 600 nM, Figura 5).

Se compararon los Beis anticuerpos de cadena simple de
unién a TF, expresados en bacterias, usando el ensayo de
activacién del FX y el ensayo PT. Ninguno de los cinco
anticuerpos que inhibian la velocidad de hidr6lisis de 52266
por el complejo 8aTF/FVIIa, 8cFv(TF)2cl, scFv(TF)2cll,
scFv(TF)2d4d3, acFv(TF)2h6é y acFv(TF)3h2, extendieron el PT
mids que la eolucién amortigquadora control PBS (Figura 3).
Por el contrario, aungque el anticuerpo scFv{TF)3el0d no
presentaba la mayor afinidad seglin se midié con BIAcore, e
incrementS la afinidad del FVIIa por el sTF, el scFv(TF)3elDd
era el Gnico anticuerpo en el grupo que inhibfa la
activaci6n del FX (Figura 6 y datos que no se mueatran) y
prolongaba el tiempo de coagulacién en el ensayo PT (Figura
3). La ICso del anticuerpo s8cFv(TF)3el0 (dimero) para 1la
inhibicién en el ensayo de activacién del FX era de 0,44 nM
(Filgura 6). Finalmente, se usé el ensayo de activacién del
FX para determinar si el anticuerpo scFv(TF)3el0 compite con
el FX por la unién al complejo FVIIa/TF. El1 scFv(TF)3el0
inhibié de una forma dependiente de la dosis la activacién
del FX con la misma Kpqap) a todas las concentraciones de
sustrato FX, lo cual indica que el scFv(TF)3el0 no compite
con el FX y no se une al TF o al complejo FVIIa/TF en el

mismc sltio que FX (Figura 7).
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El anticuerpo scFv(TF)3el0 se identificé sobre la base
de la unién al TF recombinante humano soluble. La homologfa
de secuencia del TF entre humanos y murinos © humancs y
conejos es del 58% y 71%, respectivamente. El anticuerpo
parece unirse a un fGnico epitope en el TF humano dque
interfiere con 1la activacién del FX por el complejo
FVIIa/TF. Fisiolbgicamente, este anticuerpo tiene una
ventaja con respecto a los anticuerpos que compiten con la
unién del FVII o del FVIIa al TF. La K del FVIIa para el TF
Boluble es de ~10 nM (Figura 2), un valor que es coherente
con los valores publicados para la unién del FVIIa al sTF
(4,8 nM, Neuenschwander, P. F. y Morrissey, J. H. (1994) J.
Biol. Chem. 269(11):8007-8013) o para la unién del FVII, del
FVIia y del FVIIai inactivado por DIP del TF de longitud
completa reconstituido en vesiculas neutras de
fosfatidilcolina (Bach R. et al. (1986) Biochemistry
25:4007-4020) . La afinidad de unién del FVII o del FVIIa al
TF de longitud completa aumenta mucho cuando Bse incluye
fosfatidilserina cargada en las vemeiculas de fosfolipidos
(Bach R. et al. (1986) supra), debido a la interaccién del
dominio GLA del FVII o del FVIIa con la superficie de
membrana cargada (Neuenschwander, P. F. y Morrissey, J. H.
(1994) supra). Bajo estas condiciones Sptimas, el FVIIa se
une al TF de longitud completa con una afinidad muy alta (41

pM). Un anticuerpo TF que compita con la unién a FVII o a



-se—\%
/
242

FVIIa tendrid dificultades en competir con este complejo
FVIIa/TF de gran afinidad. Por el contrario, el anticuerpo
BcFv(TF)3el0 no 88lo tiene una mayor afinidad por el
complejo FVIIa/TF que por TF, Bino que no compite con FVIIa
por la unién al TF. Un anticuerpo, tal como scFv(TF)3el0,
que no compite con el FVIIa, inhibird la activacién del FX
independientemente de la concentracién plasmitica del FVII,
que es de ~10 nM.

El anticuerpo scFv{TF)3lel0 también tiene una ventaja
con respecto a los anticuerpos que compiten con FX por la
unién al TF. La K, del FX por el complejo VIIa/TF comprende
un valor entre 0,061 y 0,099 uM basado en los datos gue ee
muestran en la Figura 7, lo cual es coherente con los
valores publicados (0,1 uM, Baugh, R. J. et al. {(2000) J.
Biol. Chem. 275(37): 28826-28833). La concentracién de FX en
el plasma humano es de 140 nM (1,4 8 2 veces la K,). Un
anticuerpo, tal como ecFv(TF)3el0, que no compite con FX
como se muestra en la Figura 7, inhibirAd la activacién de FX
independientemente de la concentracién plasmitica del FX.

EJEMPLO 6
Modelo de tromboembolia in vivo en rata

El anticuerpo de unién a TF de cadena simple,
8cFv(TF)3el0, es especifico para el Tf de primates. Se
desarrolléd un modelo de tromboembolia desencadenado por el

TF humano (reactivo de tromboplastina que contiene el TF
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recombinante humano, Orto) en ratas Sprague-Dawley macho
concientes (350 - 400 g, n > 7/grupo). En este modelo de
coagulaci6n intravascular diseminada (DIC), el TF, por medio
de una inyeccién de tromboplastina, induce deposicién de
fibrina pulmonar, insuficiencia reapiratoria y muerte. Se
inyectaron dosis de scFv(TF)}3el0 expresado en células de
mamifero o vehiculo en la vena de la cola seguido, después
de 15 min, de la inyeccién en bolo de tromboplastina (0.5
ml/kg) . En el grupo tratado con vehficulo, esta dosis de TF
da como resultado un 60% de letalidad (LDgp), habitualmente
dentro de los S5 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 1leve
(recuperacién dentro de los 30 min); 2 = dificultad
reapiratoria severa (moribunda, la recuperacién requirié més
de 60 min); y 3 = muerte. Se usd el puntaje promedio para
comparar la eficacia de 1los diferentes grupos de
tratamiento. Los resultados de este ensayo vivo in vivo se
muestran en la Figura 8. El1 anticuerpo de la invencién
redujo la mortalidad y redujo la dificultad respiratoria en
este ensayo.

Los ejemplos anteriores se pueden repetir con é&xito

similar sustituyendo 1los reactivos y/o condiciones de

P2
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operacién de @esta invencién descriptos genérica o
especificamente utilizados en los ejemplos precedentes.

En tanto la invencién se ha ilustrado con respecto a la
produccién de determinadas construcciones de anticuerpo,
resultard evidente que es posible efectuar variaciones y
modificaciones de la invencién sin apartarse del espiritu o

alcance de la misma.
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REIVINDICACIONES:

1. Un anticuerpo anticoagulante que se une con mayor
afinidad al complejo de factor VIIa/factor tisular
(FVIIa/TF) que al factor tisular (TF) solo.

2. El anticuerpo de la reivindicacién 1, donde dicho
anticuerpo se une con una afinidad al menos 2 veces mayor
al complejo FVIIa/TF que al TF solo, medida en un ensayo
de microcalorimetria.

3. El anticuerpo de 1la reivindicacién 2, donde dicho
anticuerpo se une con una afinidad al menos 5 veces mayor
al complejo FVIIa/TF que al TF solo.

4. E1 anticuerpo de la reivindicacién 3, donde dicho
anticuerpo se une con una afinidad al menos 10 veces
mayor al complejo FVIIa/TF que al TF solo.

5. El anticuerpo de la reivindicacién 1, donde dicho
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

6. El anticuerpo de la reivindicacién 5, donde dicho
anticuerpo es un anticuerpo de cadena simple, un
anticuerpo dimérico Fab o un anticuerpo IgG.

7. El anticuerpo de la reivindicacién 6, donde dicho
anticuerpo es un anticuerpo de cadena simple.

8. El anticuerpo de la reivindicacién 7, donde dicho
anticuerpo no compite por la unién al TF con uno o mis de

los factores de coagulacién seleccionados del grupo
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formado por el factor VII (FVII), el factor IX (FIX) y el
factor X (FX).

9. El anticuerpo de la reivindicacién 8, donde dichos
factores de coagulacién son FVII y FX.

10. E1 anticuerpo de la reivindicacién 1, donde dicho
anticuerpo estd glicosilado.

11. E1 anticuerpoc de la reivindicacién 1, donde dicho
anticuerpo ha sido modificado por 1la adicién de
polietilenglicol.

12. E1 anticuerpo de la reivindicacién 1, donde dicho
anticuerpo ha s8ido Dbiotinilado para 1la wunién de
estreptavidina.

13. Una compoeicién farmacéutica, que comprende el
anticuerpc de la reivindicaciébn 1, donde dicha
composicién comprende un excipiente aceptable para uso
farmacéutico y una cantidad eficaz en términos
terapéuticos de dicho anticuerpo.

14. Un método de proteccién contra la formacién de
trombos, que comprende administrar una cantidad eficaz en
términcs terapéuticos del anticuerpo de la reivindicacién
1, donde dicho anticuerpc inhibe 1la generacién de
trombina sin afectar directamente otroe parimetros de
coagulacién, tal como la activacién y agregacién de

plaquetas.
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15. E1 método de la reivindicacién 14, donde dicho método
conaiste en ofrecer proteccién contra la formacién de
trombos en la apoplejia isquémica, 1las complicaciones
trombSticas después de una angloplastia o una cirugia
microvascular.

16. Un método para reducir y tratar trombosis de venas
profundas (DVT), coagulacién intravascular diseminada
(DIC), siIndrome coronarioc agudo o céncer con evidencia de
coagulopatia en un paciente, gque comprende administrar
una cantidad eficaz en términos terapéuticos del
anticuerpo de la reivindicacién 1 a dicho paciente.

17. Un método para regular la respuesta inflamatoria en un
paciente, que comprende administrar una cantidad eficaz
en términos terapéuticos del anticuerpo de la
reivindicacién 1 a dicho paciente.

18. E1 método de 1la reivindicacién 17, donde dicha
respuesta inflamatoria se "selecciona del grupo formado
por sepsis, injertos de piel y venas y transplanteas de
érganos.

19. E1 anticuerpo de la reivindicacién 1, donde dicho
anticuerpo se puede usar para formar un recubrimiento no
trombogénico s8obre la superficie de un dispositivo
médico, donde dicho dispositivo médico tomari contacto

con la sangre.
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20. Un conjunto de elementos, que comprende el anticuerpo
de la reivindicacién 1.

21. Un conjunto de elementos, que comprende las secuencias
de ADN que codifican el anticuerpo de la reivindicacién
1.

22, Una composicién para una terapla genética, que
comprende la secuencia de polinucle6tidos de la SEQ ID
N*: 2 o0 de la SEQ ID N*: 4, que codifica el anticuerpo
que consiste de la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID
N°: 1 o de la SEQ ID N°: 3, en combinacifn con una
cantidad eficaz en términos terapéuticos de un vector de
terapia genética.

23. Un anticuerpo anticoagulante, donde dicho anticuerpo
€8s un anticuerpo de cadena simple gque Be une con mayor
afinidad al complejo FVIIa/TF que al TF solo y donde
dicho anticuerpo no compite por la unién al TF con FVII y
FX.

24. E1 anticuerpo de la reivindicaci6én 23, donde dicho
anticuerpo comprende la secuencia de aminofcidos de 1la
SEQ ID N°: 1 o de la SEQ ID N°: 3.

25. Una secuencia de polinucleStidos que codifica el
anticuerpo de la reivindicacién 23, donde dicha secuencia
de polinucleétidos comprende 1la secuencia de #&cido

nucleico de la SEQ ID N*: 2 o de la SEQ ID N°: 4.
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<213> Secuencia artificial

<220>

«233> BSecuencia de aminodcidos

<400> 1

Met Leu
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Val Gln
Ser Phe

50
Glu Leu

Tyr Ala

Lys Asn

Ala val

Tyx Gly
130

Gly Gly
145
Ser Val

Ser Ser
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Glu

Gly

Thr
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Met
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Gly

Ser
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Trp
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Val
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Trp
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Asn
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Pro
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200
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Ala

Leu
a5

Tp

Ser

Aan
105
Leun
Gly
Asn

Thr

Tyr
185

Leu Ala Leu

10
Arg

Ber
Val
Gly
Thr
90

Ber
Ser
Thr
Fhe
Val

170

val

Glu

Cys

Arg

Ser
75

Ile

Met
155

Thr

Gln

Ser
Ala
Gln
60

Gly
Ber
Arg
Thr
val

140

Ile

Trp

Ile Tyr Glu Asp

Ala
Gly
Ala
45

Ala

Gly

Ala
Asp
125

Thr

Ser

Tyxr

Asn
205

Gly Leu Val
15

Gly Thr Leu
30

Ser Gly Phe
Pro Gly Lys
Ser Thr Tyr

Asp Asn Ser
95

Glu Asp Thr
110

Val Ser Ala
Gln Pro His
160

Cys Thr Arg
175

Gln Gln Arg
150

His Arg Pro
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Ser Gly val

210

Sexr Ala Ser

225

Tyr Tyr Cys

Gly Thr Lys

Tyr Pro Asp
275

<210> 2

<211> 849
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 2
atgcttgggg

gcccaggtca
ctctectgtyg
gctccaggga
tacgcagget
tatctgcaaa
ttatcgctga
acegtetegyg
tctgtgteqy
gttgccagct
atctatgagg
acctcctcca
tactactgtc

acegtectag

gccgeatga

<210> 3

<211> 261
<212> PRT
<213>
<220>

Pro Asp Arg Phe Ser Gly

Leu Thr Ile Ser Gly Leu

215

23¢

Gln Ser Tyr Asp Ser Asn

245

Leu Thr Val Leu Gly Ala

Pro Leu Glu Pro Arg Ala

tecetggtect
acttaaggga
cagcctctgg
aggagetgga
ccgtgaagygy
tgaacagecct
ccgattacta
c¢cggtggegg
cgtctceggg
actatgtgca
ataaccacag
actctgecete
agtcttatga

gtgcggccge

Ser
Lys
235

Asn
250

Ala

Secuencia artiflicial

tggegegetg
gtctggggga
attcagttte
gtgugtetea
ccggttcace
gagagccgag
ctggtacgge
cggatctggce
gaagacggta
gtggtaccag
acectctggg
cctcaccate

tagcaacaac

aggagctceg

Secuencla artificial

Ala

gccctggcag
accttggtce
actgacgect
agtattagtg
atctccagag
gacacggceq
atgyacgtet
gcgccaaatt
accatctecet
cagcgecogg
gtecectgate
tctggactga
cttgtaogttt

gtgccggate

420

270

gcctggtett
agcctgggog
ggatgagctg
gtagtggtgg
acaattccaa
tatattactg
ggggccaagg
ttatgctgac
gcacccgeag
gcagttccec
ggttctctgg
agactgagga
tcaggeggagg
cggatccget

Ile Asp Thr Ser Ser Asn

Thr Glu Asp Glu Ala Asp

240

Leu Val Val Phe Gly Gly

Ala Gly Ala Pro Val Pro

Secuencia de ADN codificante del anticuerpo scFv(TF) 3eli0

ccccgagatg
gtceoctgaga
ggtccgeccag
aagcacatac
gaacacgctg
tgcgagagta
caccctggte
tcageccccac
cagtggcagc
caccactgtg
ctccatcgac
cgaggctgac
gaccaagctg

ggaaccgegt

60
130
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
849
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<400> 3
Met Leu Gly Val Leu

1

Phe

val

Ser

Glu

Lya

Ala

Gly
145
Ala

Ser

Ber

Leu
23s

Gln’

Pro Glu

Gln Pro
as

Phe Thr
50

Leu Glu

Ala Gly

Asn Thr

Val Tyr
115

Gly Met
130
Gly Gly

Ser Pro

Val Ala

195

Asp Arg
210
Thr Ile

Ser Tyr

Thr Val

<210> 4
<211> 783
<212> ADN

<213>

Met
20

Gly
AsSp
Trp

Ber

Leu
100

TyT
Asp
Gly
Gly
Ser

180
Thr

Ser

Asp

Leu
260
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5
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val

val
a5

TyT
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Val
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aminoécidos

Val

Gln
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Trp
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Lys

Leu
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Trp
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Thr

Ile
Gly
Leu

230

Asn
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Leu Gly Ala Leu Ala Leu Ala Gly

val
Leu
Met
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Ser

Gly

Gln

Gly

135

Val

val
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215

Lys

Asn

Bacuencia artificial

Asn

Arg
40
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Ile
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val
120
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Met
Thr
Gln
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Ile

Thr
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Leu
Trp
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Asp
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Val
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Arg
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val
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Ile
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Cys

Gln

His

Ber

Glu
235

Ser Gly

Ala Ala
45

Gln Ala
60

Gly Gly

Ser Arg

Thr Asp
125

Val Thr
140

Pro His

Gln Arg

Ser Asn
220

Ala Asp

Gly Gly

Gly
30

Ser
Pro
Ser
Asp
Glu
110
val
Ser
Ser
Pro
190
Ser
Ser
Tyr

Gly

Leu
15

Thr
Gly
Gly
Thr
Asn

Asp
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Val
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175
Gly
Gly
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Tyr

Thr
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Trp
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160
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Cys
240
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<400> 4
atgettggyy

gcccaggtea
ctctcoctgtg
gct.ccaggga
tacgcaggcet
tatctgcaaa
ttategetga
accgtctcgg
gegtctcegg
tactatgtgc
gataaccaca
aactctgcet

cagtcttatg

ggt

tectggteet
acttaaggga
cagcctctgg
aggagctgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct
ccgattacta
ccggtggegg
ggaagacggt
agtggtacca
gaccctctgg
ccctcaccat

atagcaacaa

tggegegetg
gtctggggga
attcagtttc
gtgggtctca
ccggttcace
gagagccgag
ctggtacggce
cggatctaat
aaccatctce
gcagcgeecg
ggtccctgat
ctctggactg

ccttgtggtt

geccctageag
accttggtec
actgacgcct
agtattagtg
atctccagag
gacacggccg
atggacgtct
tttatgctga
tgcacccgea
ggcagttcee
cggttctetg
aagactgagg

ttcggcggag

geetggtett

ccecgagatg

agcctggggg gtccctgaga

ggatgagctg ggtccgoccag

gtagtggtgy

aagcacatac

acaattccaa gaacacgctg

tatattactg
ggggccaagg
ctecageeccca
gcagtggcag
ccaccactgt
gctccatcga
acgaggctga

ggaccaagct

tgcgagagta
caccctggte
ctctgtgtey
cgttgeccage
gatctatgag
cacctcctec
ctactactgt

gaccgtccta

Becuencia de ADN codificante del anticuerpo scFv{TF)3elOdelta
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{X]B2 Bdiw KIMX  Mezks

{(X]CA Cuwuis KIME  Megsmhige

(X1 CH nul LI Switnoriund. wind Luschtomttle .......oc.ovcoecoemcesemarsnsesensesens = [XIND  NOIWRY .oceererecn cescsemsmmsssess s sesscse sesmssnsmasonnssse smsmaes
[(XICN  Chim [XINE  MowZoalod .....cccomeensnersneneess smems senss sntncsmsesensans snnes -
XICR Cosm Rica XIPH  Pulppiess

[XICU  Cuba XIPL  Polmi

X]CZ  Canch Republic xjrr Parugal

QDR  Germay (X]RO  Rocwmi....

(X}DK  Demmwrk fX]2W  Russise Fedaion

[KIDM  DODMEICN ..o.secercenessanses csssmamssss seesmssmasasest sssssssesssmermese e [(XISC  Sepiolm......ccoeceee

[(X]OZ  Algwha (1.9 F L I ™ O
[X1EC  Ecwdor... (e 0 L
[X]EE  Esmai [XIBG  SEEEPOR ...ccc.occscnecsrreescencsmsesseseans

[X]ES  Speh i Slovomin

QA Famd. [XI3K  Jewih

X]GR  Unkwl Kingiom [XIOL  SETm LM ...ccveciereeeessarseeveretsmsessbeta stanrsrmssanssseenss
XIGD Oremin POTS  Tafkles

(X1GE Geogh POTM  Tedcsbos

(XIGH Gam XKITK  Tamiai

XICM  Cucbia XITR  Twkey

DOHR  Cromis X]TT  Triakisd sad Todag

MHY  Husgary X1 TZ United Repubiic of Tanssnia

(I Indowssls KIVUA  UMRISE cococeisennctns cersonemesmssamsstons somase

XIL  [weel XIUG Upmdn

KIN I PQOUS  Usbmd Staies of Ansarics

Lo T T [(X]JUE  Usbekistan

X} P Jpm (XIVC  Saint Vinoms and the Gramidhomst ....o.o.ooceerrmeeceeee -
KE Kooyn (0.9 I T
[X]KG Kyrgymma Xiyu L —

(X]KP  Democsiia Peoplv's Rapubitio of Korm ma ::“'

POKR  Rapublis of Kora RZW  Zakwins

(X1KZ  Kseskiatm Clch-boxss. reserved fior desiguating States (fbor the purpness of & matiom] paises) whink v
X]LC  SabotLac ... becoom puty to tie FCT afier lmacs of this shewe:

[X] Asy cosctriss avallsbls ot th of Sy but not incleripd e thls Sws

| Offce within the /S-manth Sma it

Precastiomry Desigaation Statemwst: In addition to the designations made above, the spplicant also rakes under Ruls 4.9(b) all deyignations which would
be permittsd uader the BCT except any designation(s) indicated in the Supplernental Box ag being excluded from the scope of this statement. Tha epplicent
deslares that these sddilions] designations are subject io confinmation and that snydesignation which isnot eonfirmed before the expiration of 15 moaths
from the priority date is to be regurded as withdrmwn by the xpplicant at the expirstion of that time lrmit. (Conftrmation {Isciuling foes) suat resch the receiving
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Sheet No. 4

Supplemental Box Af the Supplemenial Bux is nut ured, this sheet should nat be included in the request.

1. ¥ o uny of tiw Basas, the specy it insufficumt 1o fursuh wil the wfirmaites:  meh cute, wewe Costinutios of Sux Ne. -~ fushicaty the nuber of tha Bux) umi fermizh e
nforvaniion in the sasw sy w reyanid ncesnding 19 the cupriony o She Bus in which the exe w1 lnngficiut,is purnesier:

U {fmure shan fwe pavsens are invaleed ux applicants snd/or inventors vnd 2o roatimatren e " i svauble: 1n sk cugs, write “Costisaanss of Bax No. Ji1* end inficnst for aach
oidirignn] parven thet same px of infarmation ay required in Box No. I, The cowniry of the wddres owlicarsl in this Bax is the applicont'd Sare frhat is, cosnrry) of revidence i no Site
of residpary is inslicureed befue;

i) i ue Bor Na il or w uny of the sub-boses of Bus No. 1Hl, the indication “thy Swmies indicowd in the Suppiemensal Bax™ Iy chuctal: in such cuse. mrine “Conshamtion of Bas Na. i or
“Costimurion of Bax No [1I" or “Continustion of Baves Ma. If und No. I faz the cuse may ba). indivese the nome of the uppircamiz) involved aml, nav 1o fanck) suck nume, 1he Sioicit)
funclior, whary upplicuble, ARIPO. Exruzmn, Exropeun or OAP! puteu) for the purpsses of whwk the aamed pervon i applican:;

i) if in Bax M. U or in auy of the rub-boxer of Rox Na. ill, the invemr ar the invenser/opplicant it ast inveatar for she purpussr of sll desiguaind Srasen ur for the purpmytt of tha
Unligd Seasey wf Amaricn: in such caxe, weita “Continnarion of Bax Na. i~ or "Centinustion of Sz Na. " or "Continvanen of Bares No. Il and No. Il fu the cone may by, belicats the
sumw of the Inverror(e) and, wext 1o femch) swch nans, the Sutafs) fond/or, where spplicabie, ARIPO, Burnsian, Buropenn or OAP] poten) for she purposes of whick the sumad person o
i

v . in culdicien 1o the ageni(s) indicoiad in Baz No 1Y, tkare are further sgeats: in ruch cars. write ‘Cansirsion of Bas Na. 1V el indicasy for anch farther sgesi the suute (ypu of
infarmation ar repuired in Bax Ne. IV:
%) [, In Bax Ma. V. the namu of an Simts for OA P} is sceonmpunied by the Indivatisn ®patens of sdditiss, ® or “tertificeie of adididan,” or |f. in Box No. V., the none of the Unirad Sate: of

Americs is arcompesiad by on ulication “continustion® or “cantisustian-ds-pert™: it yuch cute. write “Continugtion of Bax No. V™ o the nome of earh Suag irvalved for OAP). and
after ske mume of awch suh Sire for OAP), the number of the purert title or parest applicetion snd the dute of groni of the parewt risis or filing of the parem applicatien;

W) f in Bex Me. V1. share are mure than threw surlier applications whese priority (s cixrised: in nech cuse, wrise “Continwerion of Sax No. VI end indicate for wch aklitions! cariier
applicarion the sama (ype of informados u3 rayuired in Bax Na. V1;

Wy § in Bax Me. V1. the eurtier agpiization (s sx ARIPO spplicetion: in vuch cage, write ‘Cndlnustion of Bus Na V1, specify ths auwnber of the iram correspesling 2 that suriiar
appiication and luiisuie ot loust eng canniry purty i the Paris Cosvention for tha Prossctus of iminsrial Froparty for which tat serfier apgiicstion we flel

2, §f, with ragerd m sha procausionsry desigastien smasrmant conssined in Bus Na. V, thy applicent wizhe o exchals uay Suiefs) from the maps of thas unterwent: In fuch cars, wrire
‘Davignationfs) wacluied from grecoviamry devignarion renanew “end budicass the nart wr ton-dgiser cade of suck S ro axciudel

1. if the applicest claing, in regpecy of any devignatad Office, tha banafity of provisians of he netienal lew ¢ onceraing nen-projadicial dscks pores & cixepiins to fnck of nowily: in uch
exyw wrily ‘Tigtansnl comterning mw-groyfmiivisl disciotares or excaptions io lurk of sovalty “snd farnish thas smamnes befow.

Continuation of Bax No. IV:

BRANIGAN, Alan E. J.
BRANIGAN, Jennifer J.
HEANEY, Brion P.
MILLEN, 1. William
MQSES. Joha R.
BULAND, James E.

All merabers of the irm of MILLEN, WHITE, ZELANO & BRANIGAN, P.C. s the addresy, telephone and facsimile numbers ag indicated in
Box No. IV.

Form PCT/R(Q/101 (supplemental gheet) (January 2000; reprint Sepunbclﬂ)l) See Notet io the request form
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Bex No. VT PRIORITY CLAIM

[ ] Purther priority claims are indicated in the Supplemental Box.

Where eardier application is:
PFiling dote Number national application: | regional application:® | international application:
of earlier application of earlier application country regioml Office receiving Office
{dsy/month/year)
item (1) Ot MAY 2002 60/376,566 us
item (2)
item (3)

sbove ms itemfa): (1)

the Protection olf indusrial

Box Ne. VIi _INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORI

[X] The receiving Office ia requested to prepare and transmit to the International Bureas & certified copy of the enlier application(s) fonly if the
earlier application was filed with the Office which for the purpozes of the present international application (s the receiving Office) identiBed

* Where tha sariier application ir an ARIPO opplication, it is mandatory w indicais in the Supplewental Box at lmyt one couarry party ts the Paris Convention for
wirich that sarfiar ication was flisd [ ¥

Sue Suppiansntal Box.

RITY

Cholce of International Searching Authority (ISA) (Yo or
more Inurnarional Searching Auihoritier are compamni ia carry oul
the intarnasionai rearch, indicnte the Authority chosen; the mo-leer
cods may be weed):

ISA/EP

Date rdMuﬂ Number Country {or reyional Office)

Request to uss reults of earlier search; reference to that search fifar mrlier
search hay been carried out by or requestad from the lniernarional Searching Authoring:

Bex No. VIII CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING

This intermational application cemtsing the following sumber of

This intemational application i3 sccompanied by the item(s) marked below:

aheets;
request Stheets | 1. [X] for caleulntion shoet (duplicats)
description (excluding 1.[ ] separatasigned power of attomey
sequence listing part) 40 sheetn | 1.{ ] copy of genemal power of attomey; reference number, if any:
chima : Jsheets | 4.[ ] stalzment expluining lack of signature
abstraci 1 sheet 5. [ ] priority documeni(s) identified in Box No. VI as item(s):
6.[ ] transiation of intenationa| appEcation into (lsnguage):
dawings Ssheets | 7.[ ] sepante indications conceming depesited microorganism or other
sexuence listing part biological material
of description Sabeess | B[ 1nucleotide and/or mmino scid sequencs fisting In computer readable form
9. [X] other (peciiy): Tracamlital
Telal tumber of shestn §2 sheets
Mgure of the drawings which Lasgunge of Qllagaf the
should accompany the ahatract: Fig 1 international ﬂlﬂﬁm: ENGLISH

Box Ne. IX SIGNATURE OF APFLICANT OR AGENT

Nt = oask

inlcmss she mamg of she pangn signing sud she copacily ix which she perees sigus (ff mck copmelly ix st slnious fram rending ts reyuscy.

the purperted intemational application:

Asthony J.
Agent for i Appilcant(s)
4 Far recuiving Office uss caly
I. Date of sctual receipt of the purported 1 Drawings:
intemational applcation:
) [ ]received:
3. Comected date of actual receipt dus to ater but
timely received pupers or dmwings completing [ 1notrecalved:

4. Date of timely receipt of the required
earrections under PCT Articke 11(2):

3. International Searching Autharity (if two or
more are competent): ISA/

& [ ] Transmittal of search copy delayed

until search fee i paid

For Inemational Buresu use anly

Datz of receipt of the meond copy by the Intemational Buresu:




-4

/

CARTA DE ENVIO A LA OFICINA — Fecha —_ [S0desbride2005 |
RECEPTORA DE LOS ESTADOS UNIDOS Solictud Intemacional N°__ | Assigner |
[ Referenca delAgente N° | BERLX SBOWO |

i. Covtificacién CFR 37 1.10 {sf cormesporda)}

L Nomero de envio expreso ' Focha de

Cortifico que Ia soiidiud/comeapondencia adjunta a la presents ha sido depositada mediants el Servici Postal de Tos
E.E.U.U. con la prestacidn "Expresa Mall Post Office bo Addressse” bejo CFR 37 1.10 en [a fecha indicada armba y estd
remitids al comisionado de Patentss y Marces, Weshington, D.C. 20231

Fima del remitsnte Nombre del remiisnts en lstres de impranta
Il [X] Nueva sollcitud Intemacional _
NUEVOS ANTICUERPOS DIRIGIDOS CONTRA FACTORES | Fecha de priorkiad mis
TiTuLo | TISULARES COMO ANTICOAGULANTES temprana

01 de mayo de 2002

INFORMACION PARA EL EXAMEN DE REVELACIONES: se suministra la sigulents informacidn a los fines de apoyar
ol cxaman de [a presents Sclicitud Intemeacional y con af propésiio da detamninar al puade o debe o no ser otorgada
una licencia da tranamisién axtranjera. (NOTA: comentsr todos lca campos poalbles) )

[]1 Leinvencién revelada no fue producide en los E.E.U.U.

[ 1 Enlos E.E.U.U. no existe una soficiud anterior con relecién a esta nvencidn.

Pd La sigulents{s) solicliud(es) de E.E.LJ.L). antevior{es) contisnen objeios que ss relacionan con la invencién
revelada en le Solickud Intemnacional adjunta. (NOTA: fa prioridad de esias solicitudes pueden & no ser
melvindicadas con el formulario PCT/RO/101 (Request), y asta Rsta no conatifuye tma relvindicacién de
prioridad)

Qo>

Solleitud N* 80/379,508 Presentada & 01 de mayo de 2002

Sollciiud N* Prosentada ef

D. [] Lapmesents Soliciud intemacionsl [ ] es idéntica a [ ] contiena manos cbjstos que loa encontnedos en lns
solicitud(es) da E.E.U 1. aniarior{es) kdentificades en ol emn C de arriba.

E. [ Lapressnts Solicitud internacional [x] contiene chjstas adicionalss no encontrados an ias solictud(es) ds
E.E.U.U. antsrior(es) Kantificadas en el (tam C de amba. El objeto adiclonal [x] NO ALTERA [ ] PUEDE
CONSIDERARSE QUE ALTERA i» natursiars genaral de la Invencidn de mansm de requerlr que la
Soliciud de E.E.U.U. esté diaponibie para sev inepeccionada por la agencia dafenacra apropiada bajo ta
U.S.C. 181 y 37 CFR 5.1. Ver 37 CFR &.15.

M. [ ] Respussts a una invitacién de RO/US. Se adjuntan si(los) sigulente(s) documanto(s)k

A. [] Requerimiento de una extension de plazo pam presanter una respuasta
B. (] Poderde un abogado (general o narmal)
C. [] Péginasde reemplazo
Piginas del requerimiento (PCT/RO/101 Piginas De iss figuras
@ de la descripcidn Péginas
Inas da las eivindicacionss
D. [] Enviodedocumentos de prioridad.
E [] Tessscomo lss sspecificadas en o formulario Céiculo de Tesas PCT/RO/101 adjunis

V. [ ] Rsspussta para uns rectificacién bejo regia PCT ¥
[ ] Peticién
[ ] Disquete con liata de secusncies

V. [ ] Otros (as ruega ideniificarios)

La ue firma esta formulario os of: O Solkcitants H [m] comin
Nombm dsl Fimanta
| (en letras da |Ar|ﬂ|cmyJ.lelno Fima Fimado
imprenta)

PTO-1382 (Rev. 12-1998)

' V6V Y 29
3
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Unicamants pars ia oficine receptors

SOLICITUD Fecha de prssentacidn intemacional '
ot e
) L
on Materfa de Palenies s 220wWo

LODELAI CION
Campo N*1 NUEVOS ANTICUERPOS DIRIGIDOS CONTRA FACTORES TISULARES COMO

ANTICOAGULANTES
CampoN* i SOLICITANTE
Nombre y direccién: (Apaiiido seguido por &l nombre: pare una persona juridics, a [) Estapersonaes
danominecién oficial compieta. Ls direceidn debe inchar af cidigo posisl y el nombre del también invenior

pafs. E pals de la direccion indicads en esie campo #s s del esiado de reaidancia del
solicitants (esiv ea, pala) sl no se indica abajo &l estado de residencia).

Teléfono N*:
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
D = 13353 Beriin Facalmil N™:
DE

Teleprinter N*:

Estado (esto es, pals) de nacioneikiad:  US | Estado (asio es, pais) de reaidenchs: __ US
[1 Todos los estados D0 Todos los esiados designados excepto E.E.U.U.
E: persona es :-lull'lh designados

Unicaments E.E.U.U. Los eatados indicedos en al

Campo N°Il  OTRO{S) BOLKITANTE(S) YU OTRO(S) INVENTOR{ES)
Nombre y direceidn; (Apediido seguico por ol nombie: para une parsona jridics, la Esia porsons sa:
denominacidn oficial complete. La direccitn debe inciulr el cédigo postal y el nombre del
pais. E1 pals de la direccion indicada en este campo es ja del eaindo do residenciadel |[]  eolo solicltants
solicitnnte (esio es, pals) &l no 88 indica abajo &/ estado ds residencia).

[x] solickants e inventor
LIGHT, David
614 South Fremoni Strest [ 1 soloinvantor (sf oate
San Mateo, CA 54402 caallero asié marcado, no
EEUL. compielar abajo)
[Estado (esto es, pais) de naclonafided: _US ~ | Estado {esin es, pais) da residencia: UTEU
Esta persona es solichants [1 I:;sﬂ::hdu [1 Todos ios estados designados excapto EEU.U.

a los propdsios de:

UOnicamants E.E.U.U. Los asiados Indicados en el
7] omm!mgm%mmﬂlm-num!'g!nm
CampoN*IV __ AGENTE O ANTE N; O PARA CORRESPONDENCIA
La persona identificada sbajo por ests madio/ha aido
aviorizada & actuar an nombre deflos) soficitanta(s)ante [x] Agents [] Represantants cormin
los omganismos intemecionaies competarntes = = -
Nombre y direccidn; (Apediido seguido por el nombre: para una persona Juridica, eldfono
amﬁmmmummmummydmmm (703) 243-8333

Zatano, Anthony J. Fecsimll N*
MILLEN, WHITE, ZELANO & BRANIGAN, P.C. (703) 243-0410
Courthouse Plaze 1 | _

2200 Ciarendon Boulevard, Sufte 401 Teleprinter N*

Asfington, Virginta 22201 NA

E.E.UU.

] Direccidn Postal: marcar esite Casilavo cuando no esti/ha sldo autorizado ningdn agents o represantante
comin, utiizando ol espacio de aiba sn lugar de indicar una direccién particular a la cual debe sor snviada is
conmsspondencia.

Formularko PCT/RO/M01 (hols 1) (ullo 1888) Ver notas al formulario de Sollciwd



Confimsactn s Carn M

8l no es utiizado ningumo de los sigulentss subcampoa, no inclulr sats hoja en of requirimiento

Nombre y direccién: (Apeiiido seguido por o nombre: para una persone Jrfdice, ia Esta parsona ox:
denarminacion oficial compisin. La direccidn dabe inclulr sl cidigo pastal y of nombre del
pais. E pafs de Ja direccidn indicada en este campn o3 ia dal estadn de residencia dal [] solosoclicianis
solicitanis {eato as, pals) si no a8 indica abajo of estado do residencis).

[x] solicitents & Inventor

McLEAN, Kirk
291 Capiicom Avenus [] woloinvantor (& aste
Oskinnd, CA 94811 caslierc aatd marcado, no
E.EUL. complalar abajo)

Estado (esto es, pais) de naclonaiidad: U3 Estado (esto es, pals) de reaidencia: U3
[] Todos los esiados [] Tados los estados designadas excapio EE.U.U.
Esta persona es soliciante designados

# los Propdeiios de: [x] _Unicaments EEU.U. [] _Los estedas indicadon en ef campo suplementario |

Nombm y direccién: (Apeiiido seguido por of nombre: pars una persona jurfdica, ia Esta porsona ss:
denominacién oficial cormnpleta, La direcoidn debe inciuir of codigo posinl y i nombre del
pafa. B pais de la direccidn indicada en eale campo 8a ia del estedo ds residencia del [1 soclosclckante
soliciiants (ssiv es, pala) 3l no se indics absjo of esiadc de residencis).

[1 wolickenty o inventor

Estado (esto ea, pals) de nacionaiidad: [ Estado {esio es. pais) de residencis:

[1 Todos los estados [] Todes los estados designados sxcepto EE.U.U.
Esta psraona ea soiicitanis designados

a los propdsios de: | 0

nicaments EE.UU. [] Los sstados indicados en ol campo suplamantario
Nombre y direccdon: {(Apeiido seguido por of nombre: para Una persona fridice, s

Esta personas es:
danominaciin oficilal compiela. La direccion debe Inciir ol cidigo postal y of nombre del
pafa. El pals de iz direccion indicacda en osis campo o2 is del sstado de reaidencia del [1 «closoiiciania
solicitants {esto as, pals) s no se indice abajo of asiado de residancis),

[] solickents a Inventor

Estado {esto o9, pals) de nacionalidad: | Estado (esto es, pais) da residancia: —
Ests parsona es sciichante [] Todos los sstados [] Tedos los sstados designedos axcepto EE.U.U.

8 los propdeitos de: L1 a&mns.e.u.u. [ ]__Los estacos indicados en el campo suplementario

Nombre y direccién: (Apeifide seguido par ¢l nombre: para una persona juridice, la Eate parsona &s:
denorminacin oficlal La direccidn debe inchiuir of codigo pasial y al nombre del
pals. B pals de la direccldn indicada an ssie campo ea ja dal esiado da reaidsncia del [) solosolicient
soliciianis {ssio as, pals) si no se indica abajo of ssiado de residencis).

[] woloimentor (sl aste
casllvo sstik marcado, no
compistar abajo)

Estada (asto es, pais) de naclonsfidad: [ Estado (esto es, pala) de reskdencis: —
Esta peraona es solickente L ] Ii'-"ﬂ'nl?o-"'"“ [1 Todos los estados designados excepto EE.U.U.
8 los propdetos de: [] Unicamente EEU. [] Los ostados inicados en of campo splemartato

Nombra y direccién: (Apaitido seguido por e nombre; para wha parsons jurfdics, ia Esta psrsona es:
danominecion aoficiel complete. La dimccidn debe incitir ol cidigo postal y o nombre del
m;smmnwwn:mmMma:muiwmumu [] soloapliciiants
solichanie pals) al no se indice abajo ol sstado do reaidercis).

(oo o []1 soiciants e invamor

[]1 soloinventor (s este
casilero esté marcado, no
completar abgjo)

Estado (ssto es, pals) de naclonalkiad: [ Estado (esto is) de reskiencia:
Esta parsons es solchante [] Todos los estados [1 Todos ios estados designados excepto EEU.U.

@ los propdaltos de: {1 __Uniaments EEUN. [ ] mmmuandem
il Otros solichantss yh [ctros) inventores estin Indicados en una hoja de contin
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I:nmE NV -DE!NAGI§IIDEEI1’ADOS _

Las siguientas designaciones se hacan squi de acuerdo con is regle 4.9 (s) (marcar ias casiias que cormeapandan,

dabe sar marcads a lo menos una):

(x] AP Patenta ARIPO: GH Ghana, GM Gambia, KE Kanys, LS Legotho, MW Malawi, MZ Mazambique, SD
Sudin, SL Slerra Leene, 82 Suaxiandla, TZ Repiiblica Unkia de Tanzanis, UG Uganda, 2ZW Zimbhabwe, y
cuaiquier otro estado que ses signatario del Protocolo da Harare y del PCT,

EA Patents Eursslitica: AM Armenia, AZ Azerbaljan, BY Blelorrusia, KO Kirgulzistén, KZ Kezalkstin, MD
Rapibiica de Mokisvia, RU Federacién Rusa, TJ Taykistdn, TM Turkmenistin, y cuaiquier oiro asiade que
sea signatario de s Convencién Eurastitica de Patentes y del PCT.

EP Pstente Europea: AT Ausiria, BE Béigice, CH y LI Sulza y Liechisnstein, CY, Chipm, DE Alemania, DK

Dinamarca, ES Espafia, Fl Finlandia, FR Francis, GB Gran Bretafla, GR Grecia, IE Idanda, IT kalis, LU

Luasmburgo, MC Ménaco, NL Holends, PT Portugal, 8E Suecla, TR Tumuia, y cuaiquisr otro sstado que

sea signatanio de la Canvancién Europes de Patentes y def PCT.

Patents OAPI: BF Burkina Feso, BJ Benin, CF Repiblica Cantral Africana, CG Cango, C! Costa de Marfil,

CM Camenin, GA Gabdn, GN Guinea, GW Guinsa Bissau, ML Mall, MR Mauritania, NE Niger, SN

Senegal, TD Chad, TG Togo, y cusiquier obro estado que see mismbiro del OAP! y signatario del PCT. (s/

80 dassa ofro tipo de proiecaidn o iratamiento, especificer en Ia finea punteads)...............

stsrie Nacional (s/ se dessea oiro tipo de proisccidn o iratamienio, sapeciiicar en la inea purdeads)

Emirstos Arabes Unidos {x} LX Srilanka

Antigua y Barbuda Liberia

Abania Lesotho

Armenla Lituania

Austria Lusmburgo

Austrella Latonia

Azerbalvin

X
Xl

=
g

Marruecos

Repiblica de Mokisvia

Madagescar

Ex Repiblica Yugoalava de Macedionia
Mongolla

Malewl

México

Mozambigque
Noruege
Nusva Zalanda
Omin

Fliplnas
Polonla

Bosnla y Herzegovina
Barbados

Portugal
Rumanis
Fadermcidn Rusa

Sudén

Suecla

Singapur
Eslovenia
Eslovaquia

Slera Leona
Taylkishin
Turkmenistin
Tunicla

Turquia

Trinikdad y Tobago
Repdblica Unkia de Tenxanla
Ucrania

Uganda

EEUU.

Uzbekistdn

San Vicante y Las Granedinas

Vieinam

Yugosiavia

Sudéfrica

x] Zambla

[V Zimbabwe

Casllias ressrvadas para designar astacics (a los fines de
una patents nacionel) que formen paste del PCT luego de
la odicién de asta hola

[x] Pals disponible al momento de s presentacidn paro
no Incluido sn este formulerio

RBBINRERERRRESBR2PRIBBBOREZEFBA

X R E NN EREKEEIREENAI AL LR EEXE
YN ESSRGGSN1dZE PR R R e 823 IR P RRSRESEREEF<ENLS

EXR IR XXX IR EE AR XX EEEN AR E X EAX LA AR LN &

e
Declaracion de dealgnacién: edicionaiments & laa designacionea efaciuadas arrba, of solicksnts también
hace, hmmmh 4.0(b), todas las designaciones permitidas por el PCT, axcepto aqueiiss indicadas en ¢!
cmswhumﬂom-duunddhwdomm.Elummduhnthbdubnldonu
suplementariss estin sujetss a confirmacidn y que cuaiquier designacidn no confimada anbes da s explrecion da los
15nnu||p|rll'dnhhd|ldlmmulduMlp«dnldunhlhmIMd-mphn.(u
confirmacion debe accedsr a la oficina receplora dentro da tal de 15 meses).
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Hojam4 __‘Hq...

[Campo Suplementario Si ol campo suplementario no es utlizadn,_ssta hofa no a8 debe Inciulr n ia soliciud

1. &dmﬁmmm&hmm%ﬁdmmmmumw
“continuacién del campo N°......" (indicar al nimero del campo) y suminisirar la informaciin de ja miama maners
qQue le requerida de acuerdo con ias lsyandas dal campo en ol que o/ espacio era insuilciente, en particular:

{0 S/mésde dos personas satdn involucrades como saliciinnies wo inveniores y no estil diaponible una ‘hoje de
continuacidn®: wn ial caso, sacyibir ‘Confinuacian del campo N® I ¢ iedicer, pare cads persons adicional, o
mizmo tipo de informacidn que /s requerida en e Campo N* iil, B pels de I dirsccidn indicedo en esis campo ea
ol aalado (exin 8, &/ pala) de resiencia del solickante si no esid indicado abajo &l astado da residencia.

(i) Sien el campo N° l 0 en cusiquiar Subcampo del campo N® Jil esth marcada ia indicacidn “e! astado indicado en
ol campo suplementaria’: en esie cas, sacribir "Continuscidn de campo N® II” o "“Confinuacidn del campo N® [iI° o
“Continuacidn de los carmpos N° Il y N° IIi* (segin sea ol casn), indicar of nombre da{lios) solicianmiels)
mmmv.pmm-(mmdummmmdmmmmmmm
Eurasidtica, Europsa v OAPY), a ios fines por ioe cusies ia persona nombrads es soliciiants.

® Smdmﬂl’omWMdﬂwMMdModqum
& loa finea de lodoa jos satados designados o a los fines de E.E.U.U.: en tal caso, eacriblr “Continuacidn de
campo N® I* o “Coniinuacion dal campo N°® ii1* o “Continuacidn de ioa campos N° I y N° Ii” (segdn sea el caso),
inciicar el nombre de(iios} inventor{es) invoiucrados y, préximo a (cada uno de) talas nombres, ol satedo, (Wo,
cuando cormespondsa, Patente ARIPO, Eurasiitica, Europea u OAP]), a jos finea por ios cusies I persona
nombrada es inveniur,

(v} Siexiste(n) olro{s) agenie{a) adiclonaimenis a loa indicados en ei campo N® IV: en tal caso, eacribir
*Continuacidn de campo N° V" a indicar, para cade obro agante, al mizmo lipo de informacian gue ja requerkia en
ol campo AP IV.

{v) Sienalcampo NPV el nombre de un esiado (U OAF]) ss acompafiado por /s indicacion “patente de adicldn® o

"certificado de adicidn®, o of en &l campo N* V ol. nombre de E.E.U.U. s acompafiado por una indicacian

“continuacidn® om an (sl casn, sacriblr "Continuacion del campo N° V', &l nombve de cads

ssiado (v OAPY) involucrado y iuego ol nombre de cada saledo (U OAPI), e nimero del tiulo o soliciiacién

relacionado y la fecha de olovgamisnio del tiulo o solicitacion refacionado.

Si o of campo N° VI exisien mda de ires solciiudes anferiores cuya prioridad es raciamada: en el caso, sacribir

“Continuacidn dal campo N* VI* e indicar, para cacle solichud adicional anterior, el miamo tipo de informacidn que

la requerida an el campo N* V1.

{vi) S!enelcampo V1ia solictud anierior ea una soliclud ARIPO, en tal caso, escribr "Continuacidn del Campo N*
VI" eapecificer ia cantidad do flem comsepondienius a tel solickud anterior e indicar a lo menoe un paix gue
manmmmmnmwnmmmmumdummn

2 SmnMahMmMﬂWMmdeVdmm
exciulr un astadofa) del dmblio de sata deciaracion: en tal caso, ascribir "Deaignacidn{ones) exciuida(a) de la
declaracién preventiva de designacion” e indicar ol nombre del cidigo de dos letraa de cada esiado exciukdo de
exia manera.

3.  Siel sviciiants reivindica, con respacip a cuakyvier oficine designads, loa benaiicios de disposicionas de is ley
nacional concermiante a revelacionas no perfudiciaies o a axcepciones por falte de novedad: en tal caso, sscribir
“‘Decleracidn concamients a reveiacionss no peljudicisies o a excepciones por falta de noveded” y suministrar
abajo tal deciaracién.

g

BRANIGAN, Alen E. J.
BRANIGAN, Jennler J.
HEANEY, Brion P.
MILLEN, |. Wiliam
MOGES, John R.
RULAND, Jamas E.
SHUBIN, Harry B.
SOPP, John A
TRAVERSO, Richard J.
WHITE, John L.
ZELANO, Anthony J.
MgCARTHY, Robert E.
HENTOR, Csaba
KINSEY, Nicole

Todos mismbros de la firma MILLEN, WHITE, ZELANO & BRANIGAN, P.C. en la direcaldn, nimeros de teiéfono y
facsiml Indicados en el campo N° 1V,

"Formulario PCT/ROVIOT (hoja suplementaria) (enera 2000) Var Noias al lormulario de Saliciud



aN*5

A
campo st

prepara
solicitud(es) antsrior{es) (soio of fa saliciiud antarior fue

ks salichud anterior (regla 4. 10{b)(i). Ver campo suplemeniario

CampoN°VI  -REIVINDI DE PRIDRIDAD
- ____enalc ta
Facha de presentacién de Nimaro de ln Soliciud Soficitud Solickud intamacional:
la solickud anterior solicitud anterior nacional: reglonal
(dis/mes/afia) Pals Oficina reglonal Oficina receptom
{1) 01 de mayo de 2002 80/376,668 us
| (2)
 (3)
[x] Ge solicita a la oficina recaptors ry trunsmitir a la Oficing Intamecionsl una copla certificada de la(s)

& jos finos de ia presants soliciud irternacional) identificada(s) arribe con los Ram: ........... (1)

- Cuando Ia solichixd anfarior aa una solicud ARIPO, es cbilgeitrio indicar en e campo suplementario
un pale participe de la Cormvencidn de Parfa pars ia Profeccién de i Propledad indusirisl ante of cual se prasents

anie ol arganismo que os je alicina recepiora

a jo menos

Campo N*VIl  Organismo de Basquada Intsmaclonal

Eleceitn de Organiame de Bisgqueda Intemacionsl

Solictud para utliizar reaultacdos de bilsquedes
anteriores; referencia a t bisqueds: (crando una
bisqueda anterior fue Sevada a cabo por o saliciiads ante

para isvar & cabo la bisqueds irlemacional: se pueds ol Orpaniamo de Bdaqueda iriemacional):

uliizer of codigo de dos lstras): Fecha{dia/mes/afic) NUmer Pals (U oficing reglonal)

ISAEP

[Campo \° VIl Listado de verificacion; Lengua de pressntacién

Esta soliciiud intsmecional contiene la | Esta solicitud intsmacionsl as scompaiiada por los llsm mercados sbajo:

sigulenis cantided de hojas:

Solichud : 5 hojas 1. Ix] Hoja de cdicuio de lasas (duplicado)

Deacripcién 2 []1 Poderdal abogado fimado por separado

{eecluyendo s 3. [] Copladsl poder gensral dal abogado, niimero ds referencia, al

parte de listado ]

de secuancias : 40 hojes 4. [] Declancién explicando lu falla de firma

Ralvindicacionss : 3 holns 8. [] Documento(s) de prioridad ideniificado(s) coma [tem en al campo N*

Rasumen : 1 holes Vi

lustraciones : 8 holas 8. [] Treducchnde ia soliciud intemnacional al (lengus)

Parin de lsiado 7. {] Indicaciones separades concamisnias a los microomganismes

de secuancios do deposiindos o & otro matarial bloldglco

la deacripcién :S5hojss 8. [] Secusnciade nuciedtidos y/o aminodcidos listados en forma legible
por computadom

Cantidad total do 8. [x] Otros (aspacificar): Tranemialén

hojas : 62 hojsa

Figura de ias Tustraciones que Lengua de presentacian de ia solickud Intemacionak:

uedan r ol resurnen: Fig. 1 INGLES

CampoN* X  Firma del solicitants o del

capacidad no es obvia por lachure de in soliciiud)

Firmado

Anthony J. ZELANO
Agents del Soliciante

Préximo a cada una de /a8 finnas indicar o] nombre de Ja persona, firmante y ia capacidad por le cual firma (sl 8l

—Pama uso exclusivo de la Oficna Receptora
1. Fecha de recepcidn real de la solickud intermacionel pretendida;

2. Rustraciones

3. Fecha comegida de la mcapcidn real debkio a sscritos o

""mﬁ'm I.HI e "

pero en término:

) [ ] Rechidas
4. Fecha de recapcién en tdrmino da iss cormectioned mquerides

segin articuio PCT 11(2):
5. Organsmo de Bisqueda | 6. [ | Tranamision de copla de [ 1 No recibidas

Internacional (cuando o dos bisquada demorada hasta

0 més compeienias) el pago de la tasa de

ISA/ bdsgueda

Pars uso axclusivo de i Oficing Intsmacional

Fecha de recapcién de la copia regiatrada por la Oficina intemacional:
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R ' PATENT COOPERATION TREATY 7
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. From the INTERNATIONAL BUREAU \ ‘l
PCT To: e -
. ZELANO, Anthony, J.
NOTIRCATION OF RECEIPT OF Millen, White, Zelano & Branigan,
RECORD COPY P.C.
Arlington Courthouse Plaxs 1
(PCT Rule 24.2(a)) Suite 1400
2200 Clarendon Boulevard
Arlington, VA 22201
United States of America
Date of maling (day/month/year)
Applicant’s or sgent's file reference intemational spplication No.
B8ERLX 320 WO PCTAUS03/13621

The sppiicant Is hereby notffied that the international Bureau has recsived the record copy of the Intermetional epplication as
detalled below.

Name(s) of the applioant(s) and Stats(s) for whioh they are applicants:
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT (for all designated States except US)

LIGHT, David et al (for US)
intarnational filing date : 30 April 2003 (30.04.03)
Priority date{s) claimed : 01 May 2002 (01.05.02)
of rogeipt of th rd
by the Intamations, Bureay. 7 : 05 June 2003 (05.06.03)
List of designated Offices :

AP :GH,GM KE,LS,MW,M2,SD,SL,S2,TZ,UG,ZM,ZW

EA :AM,AZ,BY KG,KZ,MD,RU,TJ, TM

EP :AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,Fl,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,SI,SK,TR

OA :8F,8J,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD, TG

Natlonal :AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,
EC,EE,ES,Fl1,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,TZUAUG,US,UZVC,VN,YU,ZA ZM ZW

ATTENTION

The applieant should carefully check tha data appesring In this Natiflaatian. In case of any discrepancy betwean these data
and the indiostions in the Intemational application, the applicant shauld immediately Inform the intemations! Bureau,

in addition, the applicant's stiention is drawn to the informstion cantained In the Annex, relating to:
[X] tima imits for ermry into the national phass - see undated important information {as of Apri 2002)
[[] confirmetion of pracavtionary designations (f sppiicable)
D requirements regarding priarity doguments {if appllcable}

A copy af this Notifioation Is being sent ta the recelving Offfcs and to the internationul Searching Authority.

The sonal B o WIPD Authorized officer:
34, ghemin des Colombettes SUAREZ Javier
1211 Geneva 20, Switzariand .
Faosimile No. (41-22) 740-1435 Telsphone No. (41-22) 338 9000 .

Form PCTAB/301 (April 2002) nom1z1a\



. internations! spplicstion No. 2@1

ANNEX TO FORM PCTAB/301 PCT/US03/13521

INFORMATION ON TIME LIMITS FOR éNTERING THE NATIONAL PHASE

The applicant Is reminded that the "nationsl phase™ must be entered before sach of the designsted Offioes indichted on
the cover shest of this Notifiation by paying nationsl fess snd furnishing translations, as presoribed by Artioles 22 and 38 and
the appllosbis nationaf laws. In addition, the applicant may slzo have to comply with other special requirements appliossble
in oartain Offices. i a the appicant’s responsibiity to snaure the necessary steps to snter the national phase are taken in &
timely fashion. Most Officss do not lssue reminders to spplicants In connection with the sniry into the national phase.

The applicable time limit far sntering the national phase will, subject to what s eaid in the foflowing parsgraph, be
30 MONTHS from the priority date, not only in respect of any elected Offivs whare a demand for iIntemational preliminary
axamingtion Is filed before the expirstion of 10 months from the priority date (ses Artlcle 38(1)), but also in respect of any
designated Office, In the absanoe of filing of such demand. where Artigle22(1) as madifiad with effect from 1 Aprll 2002
appiles in respect of that designated Offics. For further dotalis, soe PCT Qazatte No. 4472001 of 1 November 2001, pages 18528,
19832 and 19834, as well az the PCT News|stter, October and November 2001 and February 2002 jasves.

In pracatice, thme Rmits ather than the 30-month time imit will continue ta spply, for verious perioda of time, In respact af
ceftain designated or slected Offices. For regular updates on the spplicables ime Emits (20, 21, 30 or 31 months, or other
time limit), Office by Office, refer to the PCT Qazetia("Saction V" part published ona woesekly basls), to the PCT Newsistter
{on = monthly basls} and to the relevant National Chapters in Voluma |l of the PCT Applicant's Guide {the paper version of
which ls updated ususlly twice a year and the internet veralon of which Is updsted usually on a waeskiy basls). Finslly, a
aumuistive table of all appliosble time limits for sitering the nationa! phasa is avallable from WIPQ's Internst site, via links
fram various pagas the site Including thoss of the Gezette. Newsletter and Guide, st  hitp:/www.wipo.int/pot/enfindax.itml.

Information about the requirements for filing a demand for international prefiminary exsmination is set out in tha PCT
Applicant's Guide, Voluma VA. Chapter IX. Note that only an applicant wha ls a nstional orresident of a PCT Contracting
State which ls bound by Chaptar il has the right to fils a demand for intermestional preliminary examination (at present, all
PCT Contracting Statas are bound by Chaptar i)

CONFIRMATION OF PRECAUTIONARY DESIGNATIONS

This notificadon lists only specific designations made under Rule 4.8{a) in the request. It ls Important to check that these
deslgnations ars oorrect. Errors in designations can be corrected whare precautionary designations have been made under
Rule 4.8{b). The applicant is hareby reminded that any precautionary designations may be confirmed according to fule 4.8{c)
befare the expirstion of 16 months from the priority date (this tims limit may not be sxtended). H it s not confirmed, it wil
autamatioally be regarded as withdrawn by the applicent. There will be no reminder and no Invitstion. Confirmation of a
dealgnation consists of the filing of a natios spealfying the designated State concsmed (with indication of the kind of pratection
or treatment desired) and the paymaent of the designation and confirmation fees. The Notics of confirmation and payment
must reach the receiving Office within the 15-month time limit.

REQUIREMENTS REGARDING PRIORITY DOCUMENTS
For appilaants wha have nat yet complied with the requiremaents regarding priarity decuments, the following Is recalied.

Whaere tha priority of an earlier national, regional or imternational application is claimed, the applicant must submit a copy
of the said eariler apploation, certifled by the authority with which it was filed (“the priority dooument") to the recelving Office
{which will tansmit it to the lmtemational Burssy) or directly 10 ths imtemastionsal Bureau, before the sxpiration of 18 months from
the priority date, provided that any such priority dooument may still be submitted to the intsrnational Bureau before that date of
intarnational publication of the intemational application, in which ¢ase that documnant will be considared to have bsen raceived
by the International Bureau on the last dey of the 18-month time limit (Rule 17.1(a)).

Where the priority document is issuad by the recelving Office, the appilcant may, Instead of submitting the priority
dooument, requast the recsiving Offios to prepare and transmit the priority document to the irmtsrnational Bureay. Such request
must be made before the sxpinetion of the 186-month time limit and may be aubjected by the recsiving Offios to the paymem
of a fes (Rule 17.1(b)).

i the priarity dooument anncarmed la aot submitted ta tha intermnational Bursau gr Hf the request to the recelving Offios
to prepare snd trangmit the priority dooument has not besn made (and the corresponding fee, if any, paid) within the applicable
tims limit indloated under the preceding paragraphs, sny dasignatad State may disregand the priority daim, provided thet no
designated Office may disregerd the priarity claim conocernad before giving the applicant an opportunity, upon entry into the
nations! phass, to furnish the priority doocument within the time Himit whioh Is ressonable under the ciroumstanoss.

Where eeveral priorities are claimed, the priority dete to be considerad for the purposes of computing the 16-month tme
Himit is the filing date of the sariiesst spplication whoses priority is alaimed.

Form PCTAB/301 (Annex] (April 2002) 005891217
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL 26°
EN MATERIA DE PATENTES 7o\

De la OFICINA INTERNACIONAL
PCT A

ZELANO, Anthony J.
Notificacién de Recepcién de MiRsn, White, Zstano & Branigan, P.C.
Copla Reglstrada Sulnidoa o
Arlington Courthouse Plazs 1
(Regla PCT 24.2(a))) mm
EEUU.

Facha de envio (diaines/afio):

NOTIFICACION IMPORTANTE
13 de Junio de 2003 (16.08.03) _
Referencia dsl soliciiants o del agents: Solicitud Intsmacional N*:

BERLX 320 WO PCT/US 0313521

Se nofifica al sdiicitants por este madio que la Oficing Intemacional ha reclbido la copla regisirada de la Soliciiud
Intemnacions], como sa detafla abajo.

Nombre(s) dal{los) soliciiante{s) y paises para los cunios son solickndes

SCHERING AXTIENGESELLSCHAFT (para todos los paisea designados excepto EE.U.U.)
LIGHT, David ot al. (pars EE.U.U)

Fecha de pressntacién intsmacions! 30 de abrTl de 2003 (30.04.03)
Fecha de prioridad relvindicada 01 da mayo de 2002 (01.05.02)
Fecha de recepcion de la copla registrada por 035 de junio de 2003 (06.08.03)
La Oficina Intemacional
Uisia de Oficinas designades:
AP: GH, GM, KE, LS, MW, MZ, 8D, 8L, S§Z, TZ, UG, ZM, ZW
AM, AZ, BY, KO, KZ, MD, RU, TJ, TM
A EE, ES, F1, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO, §E, 8I, 8K,

ATERCION
El solicitante debe verificar culdadossments los datos que aparecan en esta notificacidn. En caso de cusinuler
discrapancia enire estos datos y las Indicaciones de la soliciud intsmacional, el solicitante debe informar
inmedisiaments a la Oficing Intemacional,
Ademis, ol soficitants debe prestar stencion a is informacién contenida en ol anexo, relacionada con:

@ pisxo para ingressr an la fesa nacional — ver informacién importants actusitzda (como da
abrll de 2002)

O confimacién de deslgnaciones preventivan (sl es necasario)
0 requerimientos con respecto a documentos de prioridad (sl ee necesario)
&MlMImummlhmwnydwbmumu

La Oficina intemacional de WIPO Funcionario aurofizado:
34, chemin des Colombeites
1211 Geneva 20, Sulza SUAREZ Javier
Facelmil N* {41-22) 740-1435 Telbtono N (41-22) 338 0090

Formulario PCTAB/301 (abril 2002) oo58a1217
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Solicitud Intemacionsl N°.
ANEX DELF RMULARIO PCTAB/301 | ©L
PCTAJS 03/13521

INFORMACION DE PLAZOS PARA INGREBAR EN LA FASE NACIONAL

.

Sa recuenda al solicitants qus la “fase nacional” debe ser ingresada ants cads una de ss oficines designades
indicadas en Is canituia de esta notificackin mediante ol pago de tssas nacionsles y suaninisirando traducciones, tal
camo estl prescripio por los articulos 22 y 39 y [as lsysa nacionsies aplicabiss . Adamids, el solicliants debes cumplir
con otras requerimientos especiaies apiceblss de determinades oficines. Es responasbiliided de! solickants
asogurar que fos pasos necesarios para ingresar on la fase nacional astin ajecutedos en el iempa establecido. La
mayoria de las oficinas no expiden recordstorios pan [os golicituntes can apecto al ingreso en |a fage nacionsl.

El pixxo aplicatis para ingrsar en ia fasa nacional es, con sujecién a o que dice ol sigulents pdrrafo, de 30
mases @ partir de Ia facha de prioridad, no solo con respecio a cusiquiar oficing selsccionada en la qus se pressms
una demanda de Examen Preliminar Interngcional antes de la axpiracién de 19 meses s partir de la fache de priaridad
(ver articulo 38{1)), sino también, en susencis de la presentacion ds tal demands, con respecio & cugiquier oficing
designada en la cual ss aplica al articulo 22(1), modificado en aus efectos a partir del 1 de abril de 2002, en relacién
con tal oficina designade. Para mayores detalles, ver ia PCT Gazetie N* 4472001, del 1 de noviembre da 2001(, pp.
199208, 19632 y 18834, sl como los sjempiares de PCT Newsistiar, ociubre y noviembre de 2001 y febrero 2002.

En la priictics, los plaxos distintos a 30 meses se aplican continuadaments, para varios periodos de thempe, con
respecto a determinadas oficinas designadas o selecclonadas. Pam actuaiizsciones normales de los plaxoe
apiicables {20, 21, 30 o 31 meses, u otros plaxos), oficing por oficine, remitires a la PCT Gazeite {parte “Section V",

samanatments), al PCT Newsletisr (nensual) ¥ s 1os capliulos nacionalss relevantes que figriran en ol
volumen Il la Guia PCT del Solicitants (de! cual la versién en papel se actualizg ususiments dos veces sl aflo y Is
veridn de inlamet ssmanaiments). Finaments, en of atio de intemet de WIPO eatd disponibie una tabis acumuistiva
de todos los lampoa (imites splicables para ingresar en (s fass nacionsl, mediants vinculos con varies piginas, ol sitio
ncluye aquelics de Garsite, Newsistier y quia, en hitp:/Awipe.int pchenindes/himL

La Informacién acerca de los requerimientos pare prasentar una demanda de Examen Praliminar Intermnacional se
encuentra en la Gula PCT dei Solkitants, volumen UA, capitulo IX. Hacamos notar que solo un solickante que tengs ta
nacionaiiad o sea residenta de un pala aignatario del PCT compromatido por el capltuio | posse ios derechos pera
presentar la demanda de Examan Prelimingr Intemacional (aciugiments, todaa los estedas signaterios del PCT estin
comprometides por el capitulo If).

CONFIRMACION DE DESIGNACIONES PREVENTIVAS

Esta notificaciin Iista solo designacionss aspecificas reslizadas bajo i regls 4.5{a) en ef requerimianto. Es importante
verificar que estes designacionss ssan comectas. L.os errores en la designacién puaden ser cormegidos cuando e
designaciones preventivas fueron efectuadas segdn la regia 4.9(b). Se recuerda por este madio al salicitants que toda
deaignacion preventiva deba sar confirmada da scuendo con la regla 4.9(c) antes de ls expiracidn de 18 messs & partir
de In facha de priorided (este plazo no seni extendido). 81 no ss confima, serd automdticaments considerads como
sbandonada por el soficitants. No axistirin recordatorios ni invitacionss. La confirmacin de una designacion conslste
en Ia prosentacidn de un eacriio especificando el astada deaignado concamiente (con indicacién del ipo de proteccidn
o tmtamiento desasdo) y ol pago de ias tasss de designacion y de confirmacion. El aecrito de conflrmacidn y el pago
daben Oeger a |a oficina recaptora #n el plazo de 15 meses.

REQUERIMIENTO8 CON RESPECTO A LOS DOCUMENTOS DE PRIORIDAD

Para los solicitantes qua adn no cumplisron con los requerimientos con reapecto a los documentos de priorkiad, ss Ins
recusrda lo sigulsnte.

Cuando sa relvindica la prioridad de una solicitud naclonal, regional o intsmacional anterior, af solicttants debe snvier
una copia de tal solicitud snterior, cartificada por el Organiamo al cusi fue preseniado (el documento de priordad”) a i
oficing receptora (qua o ransmitink a la Oficina Intemacionef) o directaments a la Oficina Intemecional) antes de la
expirecidn del 18 mases a partir de Ia feches de prioridad, estableciendo que todo documentos de priorided ha skio
enviado & la Oficina Intsmacional antes de la fecha de la publicackdn intemacionsl o de la solicliud intemacional, en
cuyo ceso tal documento sard considerado como haber aldo recibido por fa Oficina intemacional el ditimo dia del
termino de 18 meses (regla 17.1(a)).

Cuando el documento de prioridad es distribuldo por la oficina recaptors, ¢l soliciiante puede, en lugar de enviar
documento de prioridad, nquﬂrdaholHnqummyhmhddmdaMN|hOlldm
intamacionel. Tal requerimiento debe ser efectuado antes de la expiracién del plazo de 16 meses y puede quedar
sujeto por la oficina mceptors &l pago de una tesa (regia 17.1(b)).

ﬂnldmnhdapmmldmmhnhnuuamlhondmImﬁmﬂoulnoudaﬁﬂelmqum-
hoﬂdnlmdaqummyMaldmnhdembrhﬂ@umﬁhmmm.du
pertinants) dentro del plazo apiicable bajo los pisrafos precadenias, un ssindo designado debe pasar por alio In
reivindicacién de priorided, pues esti sstsbleckio que tal estado no designado debe pasar por alto la relvindicacién de
pﬂuﬂldmnﬁmmhldodlrdlddlnbummmmd.mm-nhlmnldnnll.domlnhlnr.l
documento de priorkiad an un tiempo (fmfte razonable con las circunstancies.

Cusando se relvindican varias priorkiades, ta fecha de prioridad a ser conskierada para ei propdsito de computer el
pllmdewnuualllhdudep_ntldondnhmm-nﬂgulpurhqmumlvlndluprhrldnd.

Formularo PCTAB/301 (Anexo) (abifl 2002) 005891217



PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT/US03/13521

y 2o 2 g
[i3))

PCT To
ZELANQ, Anthony, J.
NOTIFICATION CONCERNING Milian, White, Zslano & Branigan,
SUBMISSION OR TRANSMITTAL P.C.
OF PRIORITY DOCUMENT Arlington Courthouse Plaza 1
Suite 1400
(PCT Administrative Instructions, Section 411) 2200 Clarendon Boulevard
Arlington, VA 22201
Dsts of malling (day/month/vear) United States of America
13 June 2003 (13.08.03)
Applicant’s or agent's flls refersnce
BERLX 320 WO IMPORTANT NOTIFICATION
International application Na. international filing date {day/month/year)
PCTAUS03/13521 30 April 2003 (30.04.03)

International publication date {dsy/month/year)
Not yet published

Priority data (day/month/ysar)
01 May 2002 (01.05.02)

Applicant
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al

1. The spplicant Is hereby natifiad of the data of receipt (except where the lettars “NR™ appaar In the right-hand column) by the
Intarnational Bureau of the priarity dooument{s) relating to the sariler applioation{s) indicsted below. Unisas otherwise
Indioated by an asterisk appearing next t0 a drte of receipt, or by the letters "NR", In the rigit-hand column, the priority
document concarned was submitted or trtansmitted to the Interngtionsl Bureau in compliance with Rule 17.1(s) or (b).

2. This updates and replaces any pravigusly lssued notification conocerning submisalon or transmittal of priority documenta.

3. An astorisi{") appearing next to a dats of receipt, In the rigit-hand column, denotes a priority dooument submitted
or transmitted to the International Buresu but not In compilance with Rule 17.1(a) or (b). In such a cass, the attertion
of the applicunt Is directed to Ruls 17.1({c) which providea that no designated Offios may disregard the priority clalm
concamed before giving the applicant an opportunity, upon sntry Into the national phass, to furnish the priority dooumant
within a tima limit which la reagonable under the circumstances.

4. The letters "N appearing In the right-hand column denate a priority document which was not recelved by the Intemstional
Bursau or which the applicant did not request the recsiving Offlos to prepars snd transmit to the intemational Bursau,
as provided by Rule 17.1{s) or (b), respectively. In such a oass, the sttention of the appiicant Is directsd to Rule 17.1(a) which
provides that no designsted Office may disregard the priority olalm concamed befors glving the applicant an opportunity,
upon sntry Into the neticnal phase, to furnish the priarity dosument within s ime limit which ls reasonable under the

clrcumstanoes.
Prigtity date Pdarity apolication N, LCountry or reqlpnal Offion Data of reoaiot
L PCT recalving Offion of nrigdty dooymant
01 May 2002 (01.05.02) 80/376,566 us 06 June 2003 (06.086.03)

Tha intemations! Burceu of WIPO
34, chamin des Colombetiss
1211 Geneve 20, Switeariand

Fscaimile No. (41-22) 740-1436

Autharized officer
SUAREZ Javler

Telephons No. {41-22) 338 5809

Form PCTAB/304 (July 1888)
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL

EN MATERIA DE PATENTES m
De la OFICINA INTERNACIONAL
PCT K
ZELANQ, Anthony J.
Notificaclén concemients al Milen White. Zelano & P
envio o transmisi6n del Sulln 1400 fAranigen, P.C.
Documento de prioridad Asfington Courthouse Plazs 1
2200 Clarendon Boulevard
(Instruccionss Administratives PCT, saccién 411) eﬂmn. VA 22201
[Fecha de envio (disfmes/afio).
13 de junio de 2003 (13.08.03) _
[Referencia del soliciante o del agente: - - =
NOTIFICACION IMPORTANTE
o BERLX 320 WO i
Solicitud Intemacional N Facha de presentacidn (dia’nes/afio):
| _PCTASONV13s21 . 30 de abril de 2003 {30.04.03
Fecha da publiicacién Imtamacional (dis/mes/afio): Fecha de priorided (dis/mea/afio).
*__Adn sin pubficar 01 de mayo ds 2002 {01.05.02)

SCHERING AKTIENGEEELLSCHAFT ot al.

prioridad.

clircunatancias.

1. Sa nolifica al soficitante por madio de la prasents de Ia fecha de racapcidn (excepio cuando aparacen ias leiras
*NR" en la columna derecha) por la Oficina Imternacional dei{los) decumento(s) que se refieren a (a(s)
solicliud(es) anterior{es) Incicada(s) abajo. En tanto no aparazca un saterisco préodmo a a ia facha de recepcién o
Ias lsiras "NRU en la columna derecha, ol documanto de pricridad concamiants ha sido enviado o tranamitido a la
Ofcina intemacional, an cumplimiento da la PCT 17.1(a) o (b).

2. Esia sctuglitm y reempiaza cusiquier notificacidn anterior concamiente al envio o ranemtsldn de documentos de

3.  Un asiarisco que eparece préximo a ta facha de recepcién, en la columna de [a derechs, denota un documenio
de prioriiad enviado o transmitido a la Oficing Intsmacional pero que no cumple con la regla PCT 17.1(s) o ().
En tal caso, 1o stencidn dal solicitants se deba divigir a 1a regla 17.1(c), que establace que un organiame no
designado debe paaar por afio la refvindicacién de prioridad antss de dar al soficliente una oporiunidad, al entrar

an la fase naclonal, da auminisirar sl documanto de prioridad en un Sempo Iimite mzoneble con las

4. Las lsiras "NR" que aparecen en ia columna darecha danotan un documeanto de prioridad que no fus recibido por
la Oficina Intemacional o dal que el solickants no requirid a ia Oficina Raceptora qua lo prepare y tensmits a la
Oficina Intempcional, como establsce la regia 17.1(a) o {b), respactivemeants. En tal caso, ia atenclén del
solicitants se debe dirigir a [n regie 17.1(0), qus astablecs que un organismo no dasignado debe pasar por atto la
reivindicacién de prioridad antes da dar el solicitante una oportuniiad, al entrar an la fase necional, de suministrar
ol docimento de prioridad en un tiampo fimite rezonable con las circunatancies.

Facha de Priorikiad Solichud de Prioriisd Paia u Oficing Resjonal:  Facha da Recencidn o del
u Oficing racentory del PCT  Documanto de Priorided
01 de mayo de 2002 60/378,508 E.EU.U. 08 cls junio da 2003
(01.05.62) (05.08.0%)
La Oficina Intemacionsl da WIPO "Funclonario autorizado:
34, chemin des Colombetiss
1211 Genave 20, Sulza SUAREZ Javier

Facalmil N™ (41-22) 740-1433 Telsfono N* (41-22) 338 9960
Formulario PCTAB/304 (ulio 1068) 003861218
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

2020
Bogota D C
Doctor{a) A
GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO . .
Apoderado(a) 11483
SCGERING AG
REFERENCIA: Radicacion N° 04-118562
Solicitud internacional PCTUS03/113521
Fecha inicio fase nacional 2004-12-01
Tramite 01
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decision 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:

e En caso que el examen preliminar contenga anexos estos deben ser
adjuntados junto con su traduccion.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidén 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacion 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),
del capitulo quinto del titulo primero deg la Circular Unica N° 10 de 2001.

\

ALIX CARMENZA #1 SPEDEs'bE VERGEL
Jefe de la Divisidryde Nuevas Creaciones.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha,
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