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ENTRADA EN FASE NACIONAL: 2006-01-1)

N/ SOLICITUDDE:  ——— L
) ) ieacion 1 00000000 Foliog: 14

E Patente d; invencién D FEE:. (0B): 006-01-11 16:52:32 ./ n

) ite @ 0L PCT-PAYENT 318 FASE AT 411 PRESHETAC
IZ Capitulo 1. / D Cepensencia: 220 DIVISTON D8 JEVAS CORICIOS
2) Nombre: WYETH 7 - IWEN 1 IFrvmwvivie
SOLICITANTE

(71) Direcclén: A corporation of the cc.ld wm

State of Delaware, Five Giralda
Farms, Madison, NJ 07940. Estados
Unidos de America

ce O]

Naclonalldad o domicilio: Estados
Unidos de America

Lugar de constitucién: Estados
Unidos de America

Teléfono: Fax:
E. Mall:
3) Nombre: DILIA MARIARODRIGUEZ | IDENTIFICACION
RSTPE:DEETANTE D'ALEMAN .~ ce X wr: [
Direccién: Camera 11 N°. 88-53 Piso 8
Bogota D.C. ce O omo O

éfono: 6181088 Fax: 6350824
?Mail:iug;m&m NUMERO: 41.654.862

TP: 20824 CSJ
49 / / P
INVENTOR (ES) |Nombrs: 1.SHAW,Gray 2. SAKO, Dianne, 8 3. KUMAR, Ravindra
4.XU,Jdin”"
(72)

Direccién :1. 8 Lancester Lane, Milton, MA 01286. 2.14 Mystic
Street, Medford, MA 02155. 3. 421 Arlington Street, Acton, MA
01720. '

4. 47 Kelly Road, Dracut, MA 01826.

Nacionalidad o Domicilio: 1.Estados Unidos. 2.Estados Unidos.
3.Estados Unidos. 4.China-Estados Unidos.

§) PCT (88) / -
Solicitud Intemacional No. PCT/US 2004101905}/Fed1a: Junio 14, 2004 Y,
Publicacién Intemacional No. WO 2004/111088 ‘A2 Fecha: Diciembre 23, 2004

8)Titulo (54) POLIPEPTIDOS DE FUSION VARIANTE ALFA IB DE GLICOPROTEINA

DE PLAQUETA Y METODOS DE USO DE ESTOS

7) Clasificacién internacional: COTK 147788 . AGIK 3316, AG! P3/o% . NGO KBTI | '
8) PRIORIDAD 33) Pais de Origen | (32) Fecha (31) Nimero de
- . 7 |Solleitud

4 ' 4
8| E N D Estados Unidos Junl 11, 2003 80/477.626

8) Comprobante de pago N°. 05- 86.752 Fecha: Dicilembre 21 de 2005
N°. 08- §&71 Fecha: Enero 4, 2008
Instrucciones para el diigenciamiento del presents formuiario. Ver reverso de esia pagina
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y CONERCID

RECIBO OFICIAL DE CAJR : 05 - 96,732
FECHA ¢ DICIENBRE 21 DE 2005

'PQ'CSU

T SWEGDOMIA ¥ OMBCIORIE]
tadicacion : 0600I9EY (0000000 Folios: 144

Fechn (AMD): 1006-01-11 16:32:32
Trapite  : #11 PCT-PATERT 370 PASE IACT 611 PEEEENTAC

Gependencia: 1028 OTVISION DB MUEVAS CHEACIONES

— =

SUPERINBUSTRIA ¥ COMEREID
Radi 05081981  ODODDON Follss1 144
Fecks U003
Teaite 1 Oi1 PCT-PRTENY

Supredencins 2006 BIVISION BE MREORS CREALI

NIT : 800176009-2

Mess CONSIBNACION kitis

DEPOSITANTE TIFD PABD BANCD CUENTA No. PAGD FECHA PGO Vr. PAGO
CLARKE MDBET Y CO. COLOMBCONSIBNACION  BANCO POFIRLAR  0%0-00110-6 42212707  20/12/2005 2,333,960.00

M C O NCEPTOD B

CANT. RENTISTICO CORCEPTO TOTAL CONCEPTO
1 50005-03-01 SOLICITUDES 1 TRAKITES D€ SOL. DE PATENTE DE IN 443,000,00 /
TOTAL : $ 443,000.00

S0N: CUATROCIENTOS CUARENTA Y TRES MIL PESOS
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T —STPELTNUSTRIL T CONERCIG(COPIA) "‘"‘_ -
hadicacion : 06001581 000990000 folios: 1dd

Fechs (MB): 2006-Di-11 16:51:30
Trasite (11 PCT-PATENT 370 FASE WACI 4il PRESENTAC

Dependeatis: 220 BIVISION 08 JEVAS (REACI0NES

NIT 1 BOOL74089-2
- RPGIMSTRIA ¥ CORRCIS
CERTIFICACION 3€ EICEDENTE 1 06 - 571 Radicocios 1 (GA01S81 00000600
FECHA ¢ ENERD 4 BE 2008 Fecha THNIIT-RO00ci=l] 16522 J—
ranite © 11 PCI-PATENT
opeescias 280 NIVISIDA B EWS CRACLNED
Hist CONSIORACION 10
BEPUSTTANTE TIPO PAED DAY CUBNTA No. PABD  FECHA PRO Vr. PAGD
CLARKE MODET ¥ CU. COLGMBCONGIONACION  BAMCO POPLAR  050-00110-6 S0330984  03/01/2006  7,354,000.00
W CONCEPTED N
CANT, RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTO
L 50003-01-0% OTROS SERVICIGE OE PROPIEDAD I 99 OTROS SERVCICS ADMINIGTRATIVDS 20,000.00
TOTAL ' 20,000.00

ml VEINTE NIL PESOS

RECIBD S CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE MNo.

EBTA CERTIFICACION DE EXCEBENTE RE FAGD SODLO PODRA BER UTILIZADA
COND PARTE DE LA CANCELACION DE UMA TARIFA VIBENTE Y NO PODRA BER
SUSTITUIDA POR MINGUN RECIBD.
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10) ANEXOS

[Z] Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solictud

3 Comprobants de pago por reivindicacion de prioridad

(] Doalmnm que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicante sea persona

Jurld

Poderes, sl fuera el caso

Documento de cesién del Inventor al soicitsnte o a 3u causants

Deciaraciones

Copia de la soliciud Intemacional. (Resurnen, descripcidn, relvindicacién, Dibujos).
de;’)eddn de |a solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicacién,
Dibu

Copla del examen preliminar efectuado por la IPEA

De ser el caso, copla del contrato de acceso

De ser sl caso, documento que acredite |a licencla o autorizacién de uso de conocimientos
tradiclonaies de las comunidades Indigenas

De ser ol caso, certificado de depdsito del material bloi6gico

Anefinal 12x 12y8x8 cm

De ser &l caso, Informacién sobre otras soficitudes da patante o thulos obtenidos en el
exdtranjero por &l mismo ttular o su causanie, relacionados parcial o totaiments con la
invencién de esta soliciiud.

O oOtroa:

1. Reporie de bdsqueda intemacional

2. Opinién escrita

3. Notificacién de cambio de direccidn.

000 000 MMOOKN

11) FIGURA CARACTERISTICA:

12) Sollcitud concesién de la patents,

instrucciones pam el diligenciamiento del presents formulario. Ver reverso de asta pagina
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TRADUCCION OFICIAL No. 05/214 de un documento escrito en ingiés, el cusl para su identificacién se sella con el
sello del treductor al tiempo con la presente. Esta traducclén ha sido preparada por Juan Pablo Pledrahlta Agullera,
Traductor e Intérprete Oficlal dabldamenta réconocido por el Ministerio del Interior y de Justicia, por resoluclén ndmero
718 de 2003 y autorizado por of Ministerio de relaciones Exteriores de Colombia.

(Se traduce Certificado Nofarial y Apostliia No. 1083285, escritos en inglés, adjuntos a un poder otorgado por l&
compaiile WYETH, firmado por M. Andrea Ryan, Secretaria Asistente, con feche Marzo 21, 2005 escrito en espafiol @

inglés.)

(En espafiol e inglés, poder ctorgado por la compafila WYETH, firmado por M.
Andrea Ryan, , con fecha Marzo 21, 2005, una (1) hoja).

CERTIFICADO NOTARIAL {Cuando el solicitante es una SOCIEDAD)
(Poderes otorgados en El Salvador, México, Estados Unidos de América y

Venezuela)

Expedido hoy dia Marzo 21, 2005, el suscrito Notario CERTIFICA que:

1). M. Andrea Ryan./(nombra de quien firma el poder), mayor de edad y
domiciliado en Massachusetls, suscribié el anterior documento.

2) El otorgante le es conocido personalmente y tiene capacidad para firmar el

documento.

3) El otorgante ha suscrito el anterior documento en su calidad de Secretaria

v/

Asistente de la persona juridica WYETH.

atlz.\ﬁ

: UCCION OHCIAL Ho, —
T}UN'IMD paABLD Fiid A WA AUGUILER:
TI-PNCIOIE INTERPAETE OfLIAL
RS, 718 LE M w3

£51, ML INTERIOR Y i 1STiKlA



6) Fundamento ias certificaciones 3), 4) y 5) en los documentos auténticos que
para tal fin me fueron exhibidos.

(Firmado) JILL MARCOTTE

Notario Puablico

(Sello Notarial a Tinta: JILL MARCOTTE, Notario Piblico, Mancomunidad de
Massachusstis, Mi Comisién vence Febrero 6, 2009)

Nota: El Consulado de Colombia debe autenticar la firma del Notario Puiblico.

Para todos los demis palses el Sefior Consul de Colombia o ante qulen se
otorgue, debe expedir una certificaclén dejando constancia de: 1) la
existencla legal de la socledad, 2) que cumple actualmente con su objeto
soclal, y 3) que la persona o personas que otorgan este poder estén
facultadas para hacerio. . El Cénsul también certificard que los tuvo a Ja
vista los documentos que prueban y acreditan tales circunstancias.

LEGALIZACION POR EL CONSUL DE COLOMBIA A O POR APOSTILLA

La Mancomunidad de Massachusetts
Wiltiam Francis Galvin
Secretario de la Mancomunidad

APOSTILLA l
{Convencién de la Haya de Ociubre 5 de 1961)

1. Pais. Estados Unidos de América

Este documento publico...

Ha sido firmado por JILL MARCOTTE

Actuando en calidad de Notario Publico

En el Estado de Massachusetts, cuya comision expira el 6 de Febrero,
2009,

CERTIFICADA
En Boston Massachusestts

Hoy 22 de Abril, 2005

21 b
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2 JUAN PABLO PIEDZA: A AGUILERA
TRADUCTOR E INTERPRE[E O ILAL
I MATO 2493
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Por E| Secretario de la Mancomunidad
1063285

Firmado bajo el Gran Sello de [a Mancomunidad (Sello de Oblea
Dorada con Cinta Azul)

10.  Firma (Firmado)

William Francis Galvin

Secretario de la Mancomunidad

E8 TRADUCCION FIEL Y COMPLETA da ia cusl se deju copla en los archivos de esta oficina pars su confrontacién y &
la cual me remito,
Bogotd, Meyo 3, 2006.
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The Commonwealth of Massachusetts

William Francis Galvin
Secretary of the Commonwealth

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document
2. has been signed by: Jill Marcotte

3. acting in the capacily of: Notary Public
4. bears the seal/stamp of:
the State of Massachusetts, whose commission expires on February 6, 2009
Certified
5. ai: Boston, Massachusetts 6. the: 22 April, 2005
7. by: the Secretary of the Commonwealth
8. No.: 10683285
9. Seal/stamp: Great Seall

10. Signature:

--\,— a’;
W T MM% lee s
’ [l
..... jf’) illiam Prancis Galvin
% ecretary of the Commonwealth
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22058-585-~105 (CO)

COLOMBIA

Carers 11 0" 9343, OF. 404 Bogotd Colombis Tek: {57 1) 6350813-Fax: (57 1) $350824- Brrmll:clariemeniet @ clarkemiiot.com.co

PODER
Yo (oosctros), sbaje Srvuactes)

en mi (nucstro) caricter de repreventanie(s) lopiles ds
woa sociednd organizads y existente de acoerdo con 1ns leyes da
yenactusl enmplfimiento da s objeto sockal, con domicillo es

porel prosenis instraments confier (conferimes) poder sepacial & favor
ds DILIA MARIA ROTRICUEZ DYALEMAN, con Céicls de Cludads-
mis No. 41454882 de Bogotd, y tp. 20024 y CLAUDIA LUCIA
CARD RAMIREZ, om Céidula ds Cludadunia Na. 40.017.374 de Tunia,

Conteacloso
do Arbltnmeto Wo cusiquier oo en lo meferents & los signiontes
amntos:

1) Sollcir, tumitar, obtener Wo negister cuslquion do las modalidades
de Proplecad Industrisl, tales come: patenies'ds lnvencidn, modslos do
uiidad; dissfics Indogtrisles, wardodades wvepmales: marcss, lemes,
nowmbres y ansefisn comercisles y denominaciones de origen; sl como
nz renovaciones, prédorogas, tmsfenciss, cemblos de nombre wo
domiclllo, comrics y Lomcles,
7) Solicitar, tmmitar, ahtener Wo registrar devechos do sutar, en cusiquie-
10 do sus preseniaciones ayf como la protoeceldn de secyeton indnstriales y
now-how.
3) Solicitar, tramitar, cbtener wo reglstrar registros smitarics, pecmaiscs
yo licencim de imclonamieto; saf como sus renovacianes o prédrroges,
transfprenciss, cambics de nombim o demicilio, contrios y Heenclss.
4) Bjercer acclones de oposicién, cbeervacikdn, reciames, tecomldarncidn,
reposicidn, spelacifn, cancolecifn adminlsirativa o Jodicial, malided,
peuteccidn &l conmamidar, concesida ds Ecnclas, protecelds do accretos
Indostrisles y demds acckones ¥ recumos reiacionmdos con derechos
de los asmtes anibe indicados y en coairs de b competencls
aociones dertvades do Ia chiencidn o explotecifn de Hewmcias,
acciones dp Indemnimeisn de perjuicios. Tamblén podnily) batervenie e
Julcios civiles, comercinles, penales, contencioso-sdministrutivon, tatelas
yﬁpﬁﬁlﬂmohﬂumﬂpd@uﬁmou
contra d .
5) Registrar nombres ds dominin anis ks entlded competonts.
S End gjarcicio deo exs mandaiv los mandaiarios mvide mencionades
quodan fhcultados pesn: conclller, cancelar, transiglr, cnmprometer en
ibitros, deslmir, recibir y tacsar posesidin de la cose  cbjuo de Heiglo y
romncisr o deslstir & dorechoy concedidos 0 e cxme ds conooaléa,
aditl lon hechas del praceso.
7 Retificar o no In agencis oficioms.
) Asf mismo facuito (facultamos) & ion menclonadds spoderados pars
recibir notficecionss y designar apodessdos judiclaies o extrajodiciales,
sustitulr ¢l presente poder y revocar kas sestitaciones que Blcleren.

Dado y firmido en '

."'IT\‘.\"';"'}\.

POWER OF A’ITORNEY/"
I {we), the undersigned
(name)
fopul mremensstive(s) of  WYETH

an organireiion existing under the bews of Delaware

mod {n present execution of Lis boiness activity,
P Talde Faras Madiaon. w5 8¥%40 usa

goanied or in pyocess of grnting, admit (the facts of the cxse.

) 'To ruify or et the officions sgency. .

5) 1 (we) herchy sppaint the afire mantloned sitomeys with powen 1o recalve
oatifications end (0 deaignate judlclsl and extrafudicisl snomeys, substitate
this Power of Atlormsy and to revoks mch sistiertions,

Gmaededsignedst  _Caghridge, MA
ntis 21pt diyo March of 2005

Title: _Aspjgtaut Secretary

Y

@ _

.



CERTIFICADO NOTARIAL
(Cuando ol policiants es SOCIEDAD)
(Podeses sscrgads eax Bl Sabvadkor, Bntados Unklos, Mézkcs y Ventzmls)

Al diss del mes do do
+ &1 Notarlo que sacribo DA P8 do que:

(nombre de 1a peysona que firma & podar)
meyor de edad y domicitisdo '

firmadS dio su putio
y ket f documento qua antacede.
2. Cooocs ol (s bn) otorgante y que exts (n) entd legniments capacitado
pars o otorgamientc,
3 E dorganie bs fimudo o referido documento en su canfouer
da_

de bn parsona joridica

4, La cliada persona juridics con sedo en

pti  legalmento
constimids, que dene actoalmento
exigencia gl ¥ qus of acto parm ¢ cual seha otorgado este
poder emd comprendido entre ks quo constituyen su objeto social.
5. El ologanie Uene efoctivaments la representacién que ostents, que
csta o3 egfilon y quoesti fsculiado par otorgar este poder.
. Iss anterlores conificaciones de Jos punios 3, 4 y 5, mé conslin  panque
be tenldo a la visa Jos documenios aniénticos

Natario Péblico

NOTA: A continuacldn de lo anterlor, ¢ Cdosul de Colombls debe
anieaticer Ls finna del Notario Pdblico,

CERTIFICADO NOTARIAL (Cusndo ¢ solicitante o1
INDIVIDUO)

Alm dfas dal mes do de
» €l Notario que suscribs DA FE de que:

(nombre do Ia persons que firma ¢ podar)

payorde edad ydodcllladoen.
firmd en m prosencls

¢l documento que snlecede, conoce Al CLorgRNEs y quo csto ot
logalmente capaciindo pays ¢l ctorgamisnte.

& ﬂmhmmnhvhl-md-mm

108 E-“'“ TE OFICIAL
003
s, 78 2 A RSTIGA

- cupacity to axecuts the doemuant.

22058-585-105 (CO)

NOTARIAL CERTIFICATE - *
{ Whan the applicant ls 2 CORPORATION)
(Powen of sitorney granted [n: Kl Salvadar, Mexico, US.A. and Venezuch)

dayal mh . 2005

1._M. Andrea Ryan
(oame of the parsoun who signs the power of stiomey)

of
in Huucmlul:tn ser bis hmd o
the foregoing document.
2. The grentor is to him parsonally known and that he/she has legal capacity o
executs (he docament.

3 The bas exocuted
granior ntaﬂmmhhﬂ
of the Juridies] th

4 The mentioned jurldical peson whh place o  businem
in_Cambitdge, MA

s daly organined, has actosl legal exigence snd that the purpoees for
which the power of stiomey {5 granted are within the seope of o corporate

puposes.
S Thopwior hes In fact the refored quality and tha hisher °
Mhhﬂl and tha heishe iy empowered 1o grang this power

6. lhuhddnﬂnuﬂﬂﬂ:liﬂl.iiﬂi!.ﬂhlﬂﬂhm ]

for mch ouhiblied tome.

NOTA: Then the Colomblan Conul must legalizs the sipturs of the Notry

NOTARIAL CERTIFICATE ( Whes e appliesnl @ mn
INDIVIDUALS)

Onthls dayof
the undersigned Notary CERTIFIES thar

{same of tha parson who slges the Power of Altomey)
of legal ags anl domiellad o,

signed In his presence the forcgalng
document, umuummmuumum

Notmy Rablic

NOTA: Then the Cokormbien Congal must logalian the sigosture of the Notry
¥or ol ofher countries the Colomblan Comvel ar before who i is granted \
et fusaa @ cortiflension siating 1) the logal exiuisncs of the corporutien, |

the persen or parsons who grant this Fewer of Atioruey sre empowered
to da It. The Cunsul will cartily alse (hat the documants evidescing those
circqumiances wers eatibited to kim.

MY COMMISSION
FEBRUARY §, 2009




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

(19) World latcBectunl Property
Organization
Inicemational Bureau

(43) Tnteroational Publication Dale /
23 Decembher 2004 (23.12.2004)

(10) Inlernational Publication Nwmber

WO 2004/111089° A2

(51) Intermational Pateni Clamllicuilon®™ CO7TK 1477158 (M)

{21) Intermational Applicaiton Namber: /
PCTAIS20044019057

)
{22) Intermstional Flling Date: 14 Jone 2004 (14.06.2004)

(28) Flling Languags: English
(26) Fublication Language: English

(30) Priority Duts: /
cau775% 7 11 June 2003 (11.062003) US
(63) Related hy continuatlon (CON) or continustlon-n-part (8%
(CIP) (o enrller applicailon:
us V477,525 (CIP)
Fikd on 11 Jume 2003 (11.06.2003)

(1) Applicant {for all designated Staies excepi US;: WYETH
|USAJS); &7 Combridge Park Drive, Cambridge, MA

JUS/US|; 8 L?ﬂa' lane, Milion, MA 01286 (US)”
SAKO, Dianne. 5. |USAUS]:¥14 Mystic.Sireel, Medford,

-

Ageni: ELRIF], Ivor, R.; Mintz, Levin, Cohn, Fomris,
QGlovsky and Popeo, P.C, .. Onc Financial Center, Boston,
MA 02111 (US).

Desigmaied Simles (uniess otherwise indicated, for every
kind of national prosection available): AE, AG, AL, AM,
AT, AU, AZ BA BB, BG, BR. BW, BY, BZ, CA,CH, CN.
CO, CR, CU, CZ, DE, DK. DM, DZ, BC, EL, BG, ES, FI,
GB, OD, GE, GH, GM, HR, HU, 1D, IL, IN, IS, )P, KE,
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, N1, NO, NZ, OM, PG,
PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, 8G, SK, SL, SY, TJ, T™,
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC, VN, YU, ZA,ZM, ZW.

Deslgnated Stales (unless otherwise indicased, for every
&t of regional protection avaliablel: ARIPO (BW, G11,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, 5D, 8L, S8Z, TZ, ud, ZM,
ZW), Curasian (AM, AZ, BY, KG, K, MD, RU, T], TM},
Huropean (AT, BE, BG, CII, CY, CZ, DE, DK, EL BS, F,
FR, 0B, OR, HU, IE. IT, LU, MC, NL, PL, PT, RO, SE, SI,
SK, TR), OAPI (BF, BJ. CF, CG, C1. CM, GA, OGN, GQ,
QW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

02140 (US).
(72) Inveniurs; and /P'M’ ) X
(75) Invemlorw/AppRennts (for US onlyr SHAW, Gray”, — "Whout huemational seanth report and io he republished

wpon receip: of that report

MA 02155 (US), KUMAR, Ravindre [US/US): 421 Ar- _ For two-letier codes and other abbreviations. refer io the "Guld-
Tingon Sireet, Acton, MA 01720 (US). XU, Jin [CN/US]?” awx Notes on Codes amd Abbreviations™ appearing at the begin-
47 Kelly Road, Dracut, MA 01826 (US). ., ning of each regular issue of the PCT Gazette.

{54) Thile: PLATELET GLYCOPROTEIN IB ALPHA VARIANT
TIHRREOR

w0 2004/111089 A2 |1 I} IS 10 O A A AT

FUSION POLYPEPTIDES AND METHODS OF USE

(S7) Absireci: The present invention provides compasitions and methods far treating or proventing vascular-associaled disorders.

T an bl LKL . memT
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WO 2004/111089 ' PCT/US2004/019057

PLATELET GLYCOPROTEIN IB ALPHA VARIANT FUSION
POLYPEPTIDES AND METHODS OF USE THEREOF

BACKGROUND OF THE INVENTION

The deleterious effects of vascular-associated disorders such as stroke, heart attack, and
artheroaclerosis are thought to be caused, at least in part, by the inappropriste triggering of 8 vascular
inflammation and repair response. The vascular inflammation and repair response involves adhesive
interactions between various cell types normally found freely circulating in blood. Examples of such
interactions include those that can occur beiween plaieletz, leukocytes and the inner well of blood
vessels (Le., the vascular endothelium), Under conditions of high fluid shear forces, platolets adhere
io the endothelium via an interaction between the glycoprotein (GP) Ib-IX-V complex on their
surface and von Willebrand factor (vWF) present on exposed vessel subendnthelium. In addition,
plaielets adhering to the vascular endothelium can bind and capture freely circulating platelets via
vWF-mediated tethering, enabling thrombus growth through successive layers of platelets. The
GPIba chain of the GPIb-IX-V complex can also facilitate the binding of a-thrombin 1o the platelet
surface, enhancing the thrombin-mediated cleavage of GPV and protease-activated receptors
(PARs).

In gontrast, leukocytes can adhere to activated endothelium either directly, or indirecily by
first adhering to vWF-immobilized platelets. In both instances, leukocyte cell surface molecules that
bind to either the selectin or integrin classes of adhesion receptors mediate these adhesion events.
Lenkocyte-platelet adhesion is thought to oceur, in part, via interaction of the leukocyte surface
imegrin molecule Macl and the GP1b component of the platelet surface GPIb-IX-V complex.
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In response to vasculer disturbances such as atherosclerotic plaque rupture or mechanica)
injury, e.g., such as that caused by angioplasty, stent placement, cardiopalmonary bypags procedures,
ischemic damage or stenosis, leukocytes and platelets can accumulate at a vascular lesion site and
provide multiple adhesive substrates for one another. This accumulation of lenkocytes and pistelets
leads to the local production of factors including, e.g., mitogens, cytokines and chemokines, ceuging
the further undesirable progression of a vascular disease.

Therapeutic polypeptides including a vWF-binding region derived from GPIba have been
described. One such polypeptide is based on a sequence containing two amino acid substitutions
(G233V M239V) in the amino acid sequence of wild-type human GPIbe. An Ig fusion protein
coniaining 290 amino acids of the extracellular, yWF-binding domain of this variant (named
GPIb2V-Ig) of this variant inhibits coronary artery thrombosis.

SUMMARY OF THE INVENTION
The invention pravides improved glycoprotein-Tba variant polypeptides that are useful as
therapeutic agents for treating vascular disorders. In various embodiments, the variants show
decreased aggregation, enhanced stability, decreased binding to thrombin, or two or more of these
properties. One use for the glycoprotein-Tba—protein variant polypeptides is as a fusion protein to
treat vascular conditions associated with vascular inflammation, thrombosis, atherosclesosis, and
sngioplasty-related restenosis.

In one aspezt, the polypeptide binds with lower affinity to alpha thrombin relative to binding
1o alpha thrambin of a polypeptide that includes the naturally occwrring amino acid sequence of
human GPIba(SEQ ID NO:1) or a polypeptide, termed GPIb2V (SEQ ID NQ:2), which includes the
amino acid substitutions G233V and M239V relative to the amino acid sequence of SEQ ID NO:1.
‘When the polypeptide binds with low affinity to thrombin, more thrombin is mads available for
thrombus formation, and undesirable bleeding in a subject is minimized, Examples of polypeptides
that show reduced thrombin binding are polypeptides that include one, two, dr three of the amino
acid substitutions Y276F, Y278F, Y279V, or a conservative variant thereof, relative to the amino
acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO22.

In some embodiments, aggregation of the polypeptide is Jowered relative to aggregation of a

polypeptide that includes the amino acid sequence of buman SEQ ID NO:1 or SEQ IDNO2. In
2
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some embodiments, decreased aggregetion is observed during synthesis of the polypeptide in a cell.
An example of a polypeptide that shows decreased aggregetion is a polypeptide that includes the
amino acid substitution C65S, or a conservative variant thereof, relative to the amino acid sequence
of SEQ ID NO:) or SEQ ID NO:2.

In some embodiments, the polypeptide is more registant to proteolysis than a polypeptide that
includes the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ IDNO:2. An example of sucha
polypeptide is a polypeptide includes the amino ecid substitution K237V, or a conservative variant
thereof, relative to the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ IDNO:2.

Exemples of suitable polypeptides are those that have the following amino acid sequence
substitutions relative to the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2:Y276F, Y276F
K237V,Y276F C658, Y276F Y278F Y219F, Y276F Y278F Y279F K237V and Y276F Y278F
Y279F X237V C65S.

The polypeptides of the invention can be provided as fusion proteins. For example, the
glycoprotein Iba fusion protain can include a first polypeptide, comprising at least & region of =
glycoprotein Ibat polypeptide variant, linked to a second polypeptide. In some embodiments, the
second polypeptide forms a multimer, e.g., a dimer. In some embodiments, the second polypeptide
includes at Jeast a region of an immunoglobulin polypeptide. -

Also provided by the invention is a nucleic acid encoding the glycoprotein-lba variant
polypeptide, as well as vectors, cells and methods of expressing the glycoprotein-Iba varient
polypeptide using glycoprotein-Iba variant polypeptide-encoding nucleic acids. The invention
additionally includes a nucleic acid encoding a glycoprotein Ibo variant fusion polypeptide, as well
as a vector containing glycoprotein Iba fusion polypeptide-encoding nucleic acids described herein,
and a cell contnining the vectors or nucleic acids described herein.

Also provided by the invention is a method of inhibiting leukocyto adhesion to & biological
tissue by contacting a lenkocyte with a glycoprotein Iba fusion polypeptide. The leukocyte is
ooniacte;l in an amount sufficient to inhibit adherence of the leukocyte and the biological tissue

In another aspect, the invention provides a method of treating a disorder associated with
platelet activation. The method includes administering to a subject an effective amount of 8
glycoprolein Iba fusion polypeptide.
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Also included in the invention are pharmaceutical compositions that include glycoprotein Iba
variant polypeptides, or glycoprotein Ibx variant fusion polypeptides.

Unless otherwise defined, all technical and scientific terms used herein have the same
mezning as commonly understood by one of ordinary skill in the art to which this invention belongs.
Although methods and materials similar or equivalent to those described herein can be used in the
practice or testing of the present invention, suitable methods and materials are described below. All
publications, patent applications, patents, and other references mentioned herein ere incorporated by
reference in their entirety. In case of conflict, the present specification, including definitions, will
control. In addition, the materials, methods, and examples are illustrative only and not intended to be
limiting.

Other features and advantages of the invention will be apparent from the following detailed
description, and from the claims.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

FIG. 1 is a graph showing inhibition of GPIba chimeras on ristocetin-induced human platelet
aggregation. Shown is light transmittance (y-axis) for wild-type GPIba (“Normal”), and GPib-Ig
WT, GPIbe-290/2V-Ig, GPlba-290/2V/FFF-Ig chimems.

FIQ. 2 is a graph showing the antithrombotic efficacy of GPIba chimeras in a canine
Folis® model of coronary thrombosis (y-axis: LCX blood).

FIG. 3 is a graph showing inhibition of platelet function by GPTW/290/2V-Ig and
GPILW290/2V/FFF-Ig in a canine model of coronary thrombosis assessed by PFA-100.

d DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Glycoprotein Iba—~derived polypeptides with decreased binding to alpha thrombin, decreased
aggregaiion and/or increased resistance to proteolysis according to the invention are useful as
therapeutic agents in, e.g., treating various conditions that benefit by inhibiting binding of activated
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platelet cells to vYWF on vascular cells. In some embodiments, the polypeptides are provided as
fusion proteins.

The protein variants of the invention with decreased thrombin binding advantageously result
in decreased bleeding. Binding of thrombin to the platelet GPIba receptor is necessary for clotting.
Thrombin binding to a therapeutic soluble GPIb can augment bleeding in vivo by sequestering
thrombin awey from the platelet GPTba receptor, thus reducing thrombin-induced platelet
aggregation. Thus, the protein variants that show lower affinity for thrombin make the thrombin
available to interact with the platelet B receptor, which in tumn promotes clotting.

A suitable polypeptide includes an amino acid sequence with one to 15 amino acid .
substitutions, deletions or insertions relative 10 amino acids in the region between, and inchuding,
amino acids 65-279 of a naturally occurring human GPIbo protein sequence shown in SEQ ID
NO:1, below, or of the variant GPIb2V, whose amino acid sequence is shown in SEQ ID NO:2,
below. In one or more embodiments, the polypeptide has one or more of the following activities: (i)
lower affinity binding to alpha thrombin relative to binding to alpha thrombin of a polypeptide that
includes the amino acid sequence of human SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2; (ii) lower aggrogation
relative to aggregation of a polypeptide that includes the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or
SBQ ID NO:2; or (jii) increased registance to proteolysis relative to a polypeptide that includes the
amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2.

While not wishing to be bound by theory, it is believed that these properties are based on the
resulis of substitutions at tarpeted regions in the polypeptide sequence of the GPIB2V variant (SEQ
ID NO:2). The change from cysteine to serine residue at position 65 (i.e., C658) leada to inhibition
of aggregation of the GPIba molecule, in particular during a recombinant production process, The
tyrosine residues found at positions 276, 278, and 279 in the wild-type sequence are normally
postiranalationally modified to sulfotyrosine, which creates an anionic electrostatic interaction with
alpha thrombin. Selective elimination of these tyrosine residues by converting them to phenylalanine
(i.e., Y276F, Y278F, and Y279F subatitutions) reduces binding to alpha thrombin (Marchese et al.,
J. Biol. Chem. 270:9571-78), while retaining the desired binding to vWF. A lysine to valine
substitution at position 237 will prevent proteolysis at this site during the recombinant production
process.
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A 290 amino acid sequence fragment of a naturally occurring humsn glycoprotein Tba chain
is set forth below:

HPICEVSKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPKDTTILHLSENLLYTFSLATLMPYTRLTQLNLDRCEL
TKLQVDGTLPVLGTLDLSHNQLQSLPLLGOTLPALTVLDVSFNRLTSLPLGALRGLGELQELYLKGN
ELKTLPPGLLTPTPKLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLDTLLLOENSLYTI PKGFFGSHLLPFAF
LHGNPWLCNCEILYFRRWLODNAENVYVWEKQGVDVKAMT SNVASVQCDNSDKFPVYKY PGKGCPTLG
DEGDTDLYDYYPEEDTEGDKVR (SEQ ID NO:1)

The amino acid sequence of the GPIb2Vvariand is provided below as SEQ ID NO:2. This
variant is also discussed in US patent application publication number 20030091576, and its
counterpart WO 02/063003.

HPICEVSKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPKDTTILHLSENLLYTFSLATLMPYTRLTQLNLDRCEL
TKLQVDGTLPVLGTLDLSHNQLQSLPLLGQTLPALTVLDVS FNRLT SLPLGALRGLGELQELYLKGN
ELKTLPPGLLTPTPKLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLDTLLLOQENSLYT I PKGFFGSHLLPFAF
LHGNPWLCNCEILYFRRWLQDNAENVYVWKQVVDVKAVI SNVASVQCDNSDKFPVYKY PGKGCPTLG
DEGDTDLYDYYPEEDTEGDKVR (SEQ ID NO:2)

In some embodiments, the polypeplide has no more than 12 substitulions, insertions, or
deletions relative to the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2. For example, it
may have 10, 8, 7, 6, 5 or fewer substitutions, insertions, or deletions relative to the amino acid
sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2. In some embodiments, the substitutions, insertions, or
deletions are in the region between amino acids 65 and 279, inclusive.

In some embodiments, the polypeptide binds with lower affinity to alpha thrambin relative to
binding to alpha thrombin of a polypeptide that includes the amino acid sequence of SEQ ID NO:1
or SEQID NO:2. Examples of polypeptides that show reduced binding are polypeptides that include
one, two, or three of the emino acid substitutions Y276F, Y278F, Y279V, or a conservative variant
thereaf, relative to the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2.

In some embodiments aggregation of the polypeptide is lowercd relative to aggregation of a
polypcpl.id,ethnt includes the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2. In some
embodiments, decreased ageregation is observed during synthesis of the polypeptide in a cell. An
example of a polypeptide that shows decreased aggregation is a polypeptide thet includes the amino
acid substitiation C65S, or a conservative variant thereof, relative to the amino acid sequence of SEQ
IDNO:1 or SEQ ID NO2.
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In some embodiments, the polypeptide is more resistant to proteolysis than a polypeptide that
includes the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ IDNO:2. An example of such a
polypeptide is a polypeptide includes the amino acid substitution K237V, or & conservative variant
thereof, relative to the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2.

In some embodiments, the polypeptide inchides an amino acid sequence with one to 10
amino acid substitutions, insertions, or deletions relative to amino acids 1-290 of SEQ IDNO:1 or
SEQ ID NO:2, provided that at least one of the amino acid substitutions is C658, K237V,Y276F
Y278F, Y279F, K237V.

Examples of suitable polypepndw arc those that have the following amino acid sequence
substitutions relative to the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2: Y276F, Y276F
K237V,Y276F C658, Y276F Y278F Y279F, Y276F Y278F Y279F K237V and Y276F Y278F
Y279F K237V C658. ,

The invention also includes polypeptides with one or more, e.g., 2, 3, 5, 6, 8, 10, 15 or more
amino acid substitutions in polypeptides derived from glycoprotein I1Ba sequences in addition to
those comesponding to SEQ ID NO:1 and SEQ ID NO:2. Thess include, e.g., GP1b302 (SEQ ID
NO:3), GPb302/2A (SEQ ID NO:4) GPIV4X (SEQ ID NO:5), and GBIb250/1A (SEQ ID NO:6).

HPICEVSKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPKDTTILHLSENLLYTFSLATLMPYTRLTQLNLDRCEL
TKLOVDGTLPVLGTLDLSHNQLOSLPLLGQTLPALTVLOVSFNRLT SLPLGALRGLGELQELYLKGN
ELKTLPPGLLTPTPKLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLDTLLLQENSLYTIPKGFFGSHLLPFAF
LHGNPWLCNCEILYFRRRLODNAENVYVWKQGVDVKAMISNVASVQCDNSDKFPVYKYPGKGCPTLG
DEGDTDLYDYYPEEDTEGDKVRATRTVVKFPTKA (SEQ ID NO:3)

HPICEVSKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPKDTTILHLSENLLYTFSLATIMPYTRLTQLNLDRCEL
TKL.QVDGTLPVLGTLDLSHNQLQSLPLLGQTLPALTVLDVS FNRLTSLPLGALRGLGELQELYLKGN
ELKTLPPGLLTPTPKLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLDTLLLOENSLYTI PKGFFGSHLLPFAF
LHGNFWLCNCEILYFRRWLODNAENVYVWKQGVDVKAMTSNVASVQCDNSDKFPVYKYPGKGCPTLG
DEGDTDLYDYYPEEDTEGDKVAARTATVVKFPTKA (SEQ ID NO:4)

HPICEVSKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPKDTTILHLSENLLYTFSLATLMPYTRLTQLNLDRCEL
TKLQVDGTLPVLGTLDLSENQLOSLPLLGOTLPALTVLDVSFNRLTSLPLGALRGLGELQELYLKGN
ELKTLPPGLLTPTPKLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLDTLLLQENSLYTIPKGFFGSHLLPFAF
LHGNPWLCNCEILYFRRWLODNAENVYVWKQVVDVKAVTSNVASVQCDNS DKFPVKYPGKGCPTIGD
EGDTDLYDYYPEEDTEGDKVAATATVVKFPTKA (SEQ ID NO:3)

HPICEVSKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPKDTTILHLSENLLYTFSLATLMPYTRLTQLNLDRCEL
TKLOQVDGTLPVLGTLDLSHNQIQSLPLLGQTLPALTVLDVSFNRLTSLPLGALRGLGELQELYLKGN
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ELKTLPPGLLTPTPKLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLDTLLLOENSLYTI PKGFFGSHLLPFAF
LHGNPWLONCEILYFRRWLQDNAENVY VWKQGVDVAAMT SNVASVQCDNSDRFPVYKYPGRGCPTLG
DEGDTDLYDYYPEEDTEGDKVR (SEQ ID NO:6)

QATEYEYLDYDFLPETEPPICEVSKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPKDTTILHLSENLLYTFSLAT
LMPYTRLTQLNLDRCELTKLQVDGTLPVLGTLDLSHNQLOSLPLLGOQTLPALTVLDVSFNRLTSLPL
GALRGLGELQELYLKGNELKTLPPGLLTPT PKLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLDTLLLOERSL
YTTPKGFFGSHLLPFAFLHGNPWLCNCEILYFRRWLQDNAENVYVWKQVVDVKAVTSNVASVQCDNS
DKFPVYKYPGKGCPTLGDEGDTDLYDYYPEEDTEGDKVR (SEQ ID NO:7)

A glycoprotein protein variant can be provided as part of a fusion protein. For example,
glycoprotein Iba protein-immunoglobulin fusion proteins are useful for inhibiting adherence of
platelets and Jeukocytes to biological tissues, such as for example the vascular endothelium, The
fusion proteing of the invention, or nucleic acids encoding these fusion proteins, can be incorporated
into pharmaceutical compositions and administered to a subject to inhibit an interaction between an
glycoprotein Iba ligand (such as von Willebrand Factor, Mac-1, P-selectin or thrombin) and an
glycopwotein Iba protein on the surfsce of a cell, such as & platelet, Inhibition of binding suppresses
glycoprotein Ibax protein -mediated platelet aggregation and associated signal transduction In vivo.

The glycoprotein Ibx protein-immunoglobulin fusion proteins can be used to modulate the
bioavailability of 2 glycoprotein Ibo protein cognate ligand. Inhibition of the glycoprotein Iba

proiein ligand/glycoprotein Iba protein interaction are useful therapeutically for, inter alia, the
trestment of vascular inflammation end other vascular disorders associated with platelet activation.

Glycoprotein Variant Iba Fusion Polypeptides

In various aspects the invention provides fusion proteins that include a first polypeptide
cortaining at Jeast a portion of a glycoprotein Iba polypeptide variant operatively linked to a second
polypeptide. As used herein, a glycoprotein Ibo. "fusion protein® or "chimeric protein” includes at
least a poition of a glycoprotein Iba polypeptide variant operatively linked to 8 non-glycoproiein Ibc
polypeptide. An "glycoproteinIba polypeptide” or “glycoprotein Iba. polypeptide variant™ refexs to
a polypeptide having an amino sacid sequence corresponding to at least 8 portion of a glycoprotein
Tba polypeptide, whereas a "non-glycoprotein Iba. polypeptide” refers to a polypeptide having an
amino acid sequence corresponding to a protein that is not substantially homologous to the
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glycoprotein Tba protein, e.g., a protein that ig different from the glycoproicin Iba polypeptide or
fragment and that is derived from the same or a different organiam. Within a glycoprotein Iba
fusion protein the glycoprotein Ib polypeptide can carrespond to all or a portion of an Tba protein.

In one embodiment, & glycoprotain Iba fusion protein comprises at least one biologically
active portion of & glycoprotein Iba protein. In another embodiment, & glycoprotein Iba fusion
protein comprises et least two biologically active poriions of a glycoprotein Yba protein. In yst
another embodiment, a giycoprotein Iba fusion protein comprises at least three biologically active
portions of a glycoprotein Iba protein. Within the fusion protein, the term "operatively linked" is
intended to indicate that the first and sccond polypeptides are linked in a manner thet allows for at
Jeast one function associated with e glycoprotein Iba polypeptide. When used to refer to mucleic
acids encoding a glycoprotein Iba fusion polypeptide, the term operatively linked means that a
mucleic acid encoding the glycoprotein Iba polypeptide and the non-glycoprotein Iba. polypeptide are
fused in-frame to each other. The non-glycoprotein Iboe polypeptide can be fused to the N-terminns
or C-terminus of the glycoprotein Iba polypeptide.

In a further embodiment, the glycoprotein Tba fusion protein meay be linked to one or more
additional moieties. For example, the glycoprotein Iba fusion protein may additionally be linked to a
GST fusion protein in which the glycoprotein Ibx fusion protein sequences are fused to the
C-terminus of the GST (i.e., gintathione S-transferase) sequences. Such fusion proteins
facilitate the purification of glycoprotein Iba fusion protein. _

In another embodiment, the.fusion protein includes a heterologous signal sequence (f.¢., 2
polypeptide sequence that is not present in a polypeptide encoded by a glycoprotein Iba mucleic acid)
at its N-terminus. For example, the native glycoprotein Iba signal sequence can be removed and
replaced with a aignal sequence from another protein. In certain host cells (e.g., mammalian host
cells), expression and/or secretion of glycoprotein Iba can be increased through use of a
heterologous signal sequence. A representative signal sequence is MPLLLLLILIPSPLHP (SEQ
ID NO:8). Another representative signal sequence is MPLQLLLLLI LLGPGNSLQL
WDTWADEAEK ALGPLLARDRR . (SEQ ID NO:9). If desired, one or more amino ncids can
additionally be inserted between the first polypeptide moiety comprizing the GP Iba moiety and the
second polypeplide moiety.
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An chimeric or fusion protein of the invention can be produced by standard recombinant
DNA technigues. Nucleic acid sequences encoding GPIba polypeptides, as well as the amino acid
scquences of these polypeptides, from which variant GPIba polypeptide variants are constructed are
disclosed in W002/063003, the contenis of which are incorporated berein by reference in their
entirety.

For example, DNA fragments coding for the polypeptide variant sequences are ligated
together in-frame in sccordanco with conventional techniques, ¢.5., by employing blmt-ended or
stagger-ended termini for ligation, restriction enzyme digestion to provide for appropriate termini,
filling-in of cohesive ends as appropriate, alkaline phosphatase freatment to avoid undesirable
joining, and enzymatic ligation. In another embodiment, the fusion gene can be synthesized by
conventional techniques inchiding sxntomated DNA symthesizers. Alternatively, PCR amplification
of gene fragments can be carried out using anchor primers that give rise to complementary
overhangs between two consecutive gene fragments that can subsequently be annealed and
reamplified to generate a chimeric gene sequence (aee, for example, Ausubel ef al. (eds.) CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BioLOGY, John Wiley & Sons, 1992). Moreover, many expression
vectors are commercially available that encode a fusion moiety {e.g., an Fec region of an
immunoglobulin heavy chain). A glycoprotein Iba encoding nucleic acid can be cloned into such
a&n expreasion vector such that the fusion moiety is linked in-frame to the immmoglobulin protein.

Glycoprotein Iba fusion polypeptides may exist as oligomers, such as dimers or trimers. In
some embodiments, the glycoprotein Iba fusion polypeptide is a dimer.

In some embodiments, the GP Ib o polypeptide moiety is provided as a variant GP Iba
polypeptide having a mutation in the naturally-occurring GP Ib a sequence (wild type) that results in
higher affinity (relative to the non-mutated sequence) binding of the GP Ipa polypeptide to a
leukoeyte cell surface molecule. For example, the mutant polypeptide may bind with higher affinity
to von Willebrand factor (VWF). This increased reactivity, or hyperresponsiveness, can be assessed
using low concentrations of ristocetin. Alternately, any other suitable means for determining the
reactivity of the polypeptide with vWF can also be utilized to identify polypeptides which are
"more" reactive with vWF, 1.e. more reactive than naturally-occurring wild-type GP Iba. Exsmples
of GP Ib & polypeptide variants that bind with higher affinity to vWF include GP Iba variants that
include sequence alterations in the hinge region of a GP Iba polypeptide. The hinge region is
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defined as the region including residues 220 to 310 and is reported to be a major binding site for
YWF within the GP Ib a polypeptide. Mutations in the hinge region include those at residus 233,
which in the wild-type GP Ib a encodes glycine. An example of a suitable substitution of is one in
which the glycine at position 233 is replaced with valine (i.e., G233V). A second site for mutation
at the hinge region is at residue 239, which in the wild-type GP Ib a encodes methionine, A
substitution of valine for methionine 239 is-a representative substitution, but other amino acids can
also be substituted. In addition, hinge region variants of GP Ib a polypeptides suitable for use ina
fusion polypeptide of the invention have mutations at residue both positions 233 and 239. (sece.g.,
Dong et al., JBC 275:36 27663-27670 (2000)) Thus, the invention includes fusion proteins that
have a substitition at position 239, e.g., an M239V substitution of a variant GP Ib a polypeptide.
Also within the invention is a figion protein having a substitution at position 233, e.g., G233V, and
a fusion protein that includes a variant GP Ib a polypeptide with positions at both 233 and 239, ¢ .,
a G233V and M239V substitution..

In some embodiments, the first polypeptide includes a full-length GP 1b @ polypeptide.
Alterpatively, the first polypeptide comprise less than full-length GP Ib a polypeptide. For cxample
the first polypeptide less than 600 amino acids in length, e.g., less than or equal to 500, 250, 150,
100, 50, or 25 amino acids in length.

In some embodiments, the secand polypeptids is soluble. In some embodiments, the second
polypeptide enhances the half-life, (e.g., the serum half-life) of the linked polypeptide. In some
embodiments, the second polypeptide includes a sequence that facilitates association of the fusion
polypeptide with a second GP Tb @ polypeptide. In some embodiments, the second pofypeptide
includes at least a region of an immunoglobulin polypeptide. Immunoglobulin fusion polypeptide
are known in the art and are described in e.g., US Patent Nos. 5,516,964; 5,225,538,
5,428,130;5,514,582; 5,714,147;and 5,455,165.

In some embodiments, the second polypeptide comprises a full-length immunoglobulin
polypeptide. Aflternatively, the second polypeptide comprise less than full-length immunogtobulin
polypeptide, e.g., a heavy chain, light chain, Fab, Faby, Fv, or Fe. For example, in some
embodiments the second polypeptide includes the heavy chain of an immunoglobulin polypeptide.
In further embodiments, the second polypeptide includes the Fe region of an immunoglobulin
polypeptide.
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In enother aspect of the invention, the second polypeptids has less effector fimction thet the
effector fimetion of a Fe region of a wiki-type immmmoglobulin heavy chain, Fe effector function
includes for example, Fe recepior binding, complement fixation end T cell depleting activity (s2s;
Jor example, US Pstent No. 6,136,310). Methods of assaying T cell depleting activity, Fe eflector
function, and antibody siability are known in the art. In ono embodiment the second polypeptide hag
low or no affinity for the Fe receptor. In an alternative embodiment, the eecond polypeptide has low
or no aflinity for complement protein Clq.

A representative second polypeptide sequence inchudes the amino acid sequence of SEQ ID
NO: 10. This sequence includes a Fe region. Underiined amino acids are thoss tht differ from tha
emino acid found in the corresponding position of the wild-type immunoglobulin sequence:

HICPPCPAPEALGAPSVFLFPPKPKDTLMISRT PEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKT I SKAKGQPREPQVYTLEPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVENRESNGQPENNYKTTPFVLDSDGSFFLYSKLTVDKS RWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLBPGK (SEQ ID NO:10)

The GPTbec polypeptide variants can inchude, in sddition to the designated substituted smino
acid substilulion, en skernative amino ocid thal fulfills ihe same fimction as the designated acid. In
somo embodiments, the alternative amino acid ia related to the designated amino acid es a
conscrvative amino acid substitution of the indicated amino ocid. A "conservaiive amino acid
substitution” is one in which the amino acid residue is replaced with an amino acid residus having a
similar side chain. Familios of amino acid residucs having similar side chaing have been defined in
the art. These firnilies includs amino acids with basic side chains (e.g., lysine, arginine, histidine),
acidic side chaing (e g., aspartic acid, glutami acid), uncharged polsr side chains (e.g., glycine,
asparagine, glutamine, serine, threonine, tyrosine, cysteins), nonpolar side chains (s.g., alanine,
valine, Jeucine, isolevcine, proline, phenylalanine, methionine, tryptophan), bets-branched side
chains (e.g., threonins, valine, isolencine) and sromalic side chains (e 2., tyrosine, phenylalanine,
tryptophn, histidine).

Thus, in some embodiments, rether than replacing a tyrosine with a phenylalanine at position
276, 278, or 279 (Y276F, Y278F, or Y279F), the tyrosine residue can be repiaced with tryptophan or
histidine. Similarly, for the C658 variant, the cysteine may altematively be replaced with glycine,
asparagine, ghriamine, tlreonine, or tyrosine. For the [237V substitution, the lysine may can
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alternatively be replaced with alanine, leucine, isoleucine, proline, phenylalanine, methionine, or
tryptophan,

The invention also includes a polypeptide whose sequence that are 80%, 85%, 90%, 95%,
98%, or 99% homologous to the sequence disclosed in SEQ ID NQ:1 or SEQ ID NO:2, provided
that it includes ane or more of the amino acid subsistions C658, K237V,Y276F Y278F, Y279F,
K237V, Derivatives or analogs of the nucleic acids or proteins of the invention include, but are not
limited to, molecules comprising regions that are substantially homologous to the nucleic acids or

_ proteins of the invention, in various smbodiments, by at least about 70%, 80%, 85%, 90%, 95%,

98%, or even 99% identity (e.g., an identity of 80-99%) over a mcleic acid or amino acid sequence
of identical size or when compared to an aligned sequence in which the alignment is done by a
computer homology program known in the ert, or whose encoding rucleic acid is capable of
hybridizing to the complement of a sequencs encoding the aforementioned proteins under stringent,
moderately stringent, or low stringent conditions. An exemplary program is the Gap program
(Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 for UNIX, Genetics Computer Group, University
Resgearch Park, Madison, WT) using the default settings, which uses the algorithm of Smith and
Waterman.

Another aspect of the invention pertains 10 vectors (including expression veciors) containing
& nucleic acid encoding glycoprotein Iba fusion polypeptides, or derivatives, fragments, analogs or
homologs thereof. Recombinant expression vectors of the invention can be designed for expression
of glycoprotein Iba. fusion polypeptides in prokaryotic or eukaryotic cells.

In another embodiment, the glycoprotein Iba fusion polypeptide expression vector is & yeast
expression vector. Examples of vectors for expression in yeast Saccharomyces cerevisiae are known
in the arl.

Alternatively, glycoprotein Iba fusion polypeptide can be expressed in insect cells using
methods known in the art, e.g., with baculovirus expression vectors.

] l;yaamtherunbodimmganuddc acid of the invention is expressed in mammalian cells
using a mammalian expression vector.

In another embodiment, the recombinant mammalian expression vecior is capable of
directing expression of the nucleic acid preferentially in a particular cell type (e.g., tissue-specific
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regulstory elements are used to express the nucleic acid). Tissue-specific regulatory elements are
known in the art.

The invention further provides a recombinant expression vector compriging 8 DNA molecule
of the invention cloned into the expression vector in an antisense orientation. That is, the DNA
molecule i3 operatively-linked to a regulatory sequence in a manner that allows for expression (by
transcription of the DNA molecule) of an RNA molecule that is antisense fo a glycoproiein Iba
fusion polypeptide mRNA. Regulatory sequences operatively linked to a nucleic acid cloned in the
antisense orientation can be chosen that direct the continuous expression of the antisense RNA
molecule in a variety of cell types, for instance viral promoters and/or enhancers, or regulatory
soquences can bo chosen that direct constitutive, tissue specific or cell type specific expression of
antisense RNA. The antisense expression vector can be in the form of & recombinant plasmid,
phagemid or attenuated vima in which antisense mucleic acids are produced under the control of a
high efficiency regulatory region, the activity of which can be determined by the cell type into which
the vector is introduced.

A host cell can be any prokaryotic or eukaryotic cell. For example, glycoprotein Iba fusion
polypeptides can be expressed in bacterial cells such as E coli, insect cells, yeast or mammalian
cells (such as human, Chinese hamster ovary cells (CHO) or COS cellg). Other suitable host cells
are known to those skilled in the art.

Vector DNA can be introduced into prokaryotic or eukaryotic cells via conventional
transformation or transfection techniques. )

Mammalian host cell, such as a Chinese hamster ovary cells (CHO) or COS cells can be
transfected with expression vectors to enable, via postiranslational modification, the generation of
the sialyl Lewis * epitope on the N-linked and O-linked glycans of glycoprotein Iba fusion
polypeptides. In the case of CHO oclls this requires the co-expression of an -1,3/1,4
fucosyliranseferase (Kukowske-Latallo et al., Genes Dev. 4:1288-303, 1990 ) and Core2 beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltrensferase enzymes. (Kumar et al., Blood 88:3872-79, 1996). The presence of
the sialyl Lewis X epitopes on the N-linked and O-linked glycans of glycoprotein Iba fosion
polypeptides will enhance the binding to selectins.

For stable transfection of mammalian cells, it is known that, depending upon the expression

vector and transfection technique used, only a small fraction of cells may integrate the foreign DNA
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into their genome. In order to identify and select these integrants, a gene that encodes a selectable
marker (e.g., resistance to antibiotics) is generally introduced into the host cells along with the gene
of interest. Various selectable markers include those that confer resistance to drugs, such as G418,
hygromycin and methotrexate. Nucleic acid enceding a selectable marker can be introduoed into a
host cell on the same vector as that encoding glycoprotein Iba fusion polypeptides or can be
introduced on a separate vector. Cells stably transfectsd with the introduced mcleic acid can be
identified by drug selection (e.g., cells that have incarporated the selectable marker pene will
survive, while the other cells dis).

A host cell of the invention, such as a prokaryotic or eukaryotic host cell in culture, can be
used to produce (i.e., express) glycoprotein Iba fusion polypeptides. Accordingly, the invention
further provides methods for producing glycoprotein Iba fusion polypeptides using the host cells of
the invention. In one embodiment, the method comprises culturing the bost cell of invention (into
which a recombinant expression vector encoding glycoprotein Iba fusion polypeptides has been
imroduced) in a suitable medium such that glycoprotein Iba fusion polypeptides is produced. In
another embodiment, the method further comprises isolating glycoprotein Tba fusion polypeptide
from the medium or the host cell.

The fusion polypeptides may be isolated and purified in accordance with conventional
conditions, such as extraction, precipitation, chromatography, affinity chromatography,
electrophoresis or the like.

Chemical synthesis of pofypeptides ficilitates the incorporation of modified or unnatural
amino acids, including D-amino acids and other small organic molecules. Replacement of one or
more L-amino acids in a peptide with the corresponding D-amino acid isoforms can be used to
increase the resistance of peptides to enzymatic hydrolysis, and to enhance one or more properties of
biologically active peptides, ie., receptor binding, functional potency or duration of action.

Introduction of covalent crass-links into & peptide sequence can conformationally and
topographically consirain the polypeptide backbone. This strategy can be used to develop peptide
analogs of the fusion polypeptides with increased potency, selectivity and stability. Because the
conformational entropy of a cyclic peptide is lower than its linear counterpart, adoption of a specific
conformation may occur with a smaller decrease in entropy for a cyclic analog than for an acyclic

analog, thereby making the freo energy for binding more favorable. Macrocyclization is often
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accomplished by forming an amide bond between the peptide N- and C-termini, between a side
chain and the N- or C-iermimmus [e.g., with K3Fe(CN)g at pH 8.5], or between two amino acid side
chains, Disulfide bridges are also introduced into linear sequences 1o reduce their flexibility.
Furthermore, the replacement of cysteine residues with penicillamine (Pen, 3-mercapto-(D) valine)
has been used to increase the selectivity of some opioid-receptor imtemctions.

Pharmaceutical Compositions Including Glycoprotein Iba Fusion Polypeptides or Nuclele
Acids Encoding Same

The glycoprotein Iba fusion proteins, or nucleic acid molecules encoding these fusion
proteins, (also raferred to herein as “Therapeutics™ or "active compounds™) of the invention, and
derivatives, fragments, analogs and homologs thereof, can be incorporated into pharmaceutical
compositions suitable for administration. Such conrpostitions typically comprise the nucleic acid
molecule, protein, or entibody and a pharmaceutically acceptable carrier. As used herein,
"pharmaceutically acceptable carrier” is intended to include any and all solvents, dispersion media,
coatings, antibacterial and antifungal agents, isotonic and absorption delaying agents, and the like,
compatible with pharmaceutical administration. Suitable carriers are described in the most recent
edition of Remington’s Pharmaceutical Sciences, a standard reference text in the field, which is
incorporated herein by reference. Bxamples of such carriers or diluents include, but are not limited
to, water, salipe, finger’s solutions, dextrose solution, and 5% human serum albumin. Liposomes
and non-aqueous vehicles such as fixed oils may also be used. The use of such media and agents for
pharmaceutically active snbstances is well known in the art. Bxeept insofur as any conventional
media or agent is incompatible with the active compomci,usethueofintlweompouiﬁonsis
contemplated. Supplementery active compounds can also be incorporated into the compositions.

The active agenis disclosed herein can also be formulated as liposomes. Liposomes are
prepared by methods known in the art. Liposomes with enhanced circulation time are disclosed in
U.S. Patent No. 5,013,556.

Particularly useful liposomes can be generated by the reverse-phase evaporation method with
a lipid composition comprising phosphatidyicholine, cholesterol, and PEG-derivatized
phosphatidylethanolemine (PEG-PE). Liposomes are extruded through filters of defined pore size to
yield liposomes with the desired diameter.

16

F

punsmpe

[

T D

Pt o TR L AL BT LR

mr (LR T Y




10

15

30

WO 2004/111089 PCT/US2004/019057

A pharmaceutical composition of the invention is formnlated to be compatible with its
imended route of administration. Bxamples of rottes of administration include parenteral, e.g.,
intravenous, intradermal, subcuteneous, oral (e.g., inhalation), transdermsl {i.e., topical),
transmucosal, and reclal administration. Solutions or suspensions used for parenteral, intradermal,
or subcutaneous application can include the following components: a sterile diluent such as water for
injection, saline solution, fixed oils, polyethylene glycols, glycerine, propylene glycol or other
synihetic solvents; antibacterial agents such as bexzyl alcohol or methyl parabens; antioxidants such
as ascorbic acid or sodium bisulfite; chelating agents such as ethylenediaminetetrancetic acid
(EDTA); bulfers such s acetates, citrates or phosphates, and agents for the adjustment of tonicity
such as sodium chloride or dextrose. The pH can be adjusted with acids or bases, such as
hydrochloric acid or sodium hydroxide. The parenteral preparation can be enclosed in ampoules,
disposable syringes or multiple dose vials made of glass or plastic.

Pharmaceutical compositions suitable for injectable usc include sterile aqueous solutions
(where waler soluble) or dispersions and sterile powders for the extemporaneous preparation of
starile injeciable solutions or dispersion. For intravenous administration, suitable carriers include
physiological saline, bacteriostatic water, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) or phosphate
buffered saline (PBS). In all cases, the compozition must be sterile and should be fluid to the extent
that easy syringeability exists. i must be stable under the conditions of manufacture and storage and
must be preserved against the contaminating action of microorganisms such as bactoria and fungi.
The carrier can be a solvent or dispersion medium containing, for example, water, ethanol, polyol
(for example, glycarol, propylene glyool, and liquid polyethylene glycol, and the like), and suitable
mixtures thereof. The proper fluidity can be maintained, for example, by the use of a coating such as
lecithin, by the maintenance of the required particle size in the case of dispersion and by the use of
surfactants. Prevention of the ection of microorganisms can be achieved by various antibacterial and
antifungal agents, for example, parabens, chlorobutanol, phenol, ascorbic acid, thimerosal, and the
like. In many cases, isotonic ageats can be included in the composition, for example, sugars,
polyalcohols such as manitol nd sorbitol; and sodium chloride. Prolonged absorption of the
injectable compositions can be brought about by including in the composition an agent which delays
absorption, for example, alumimun monostearate and gelatin.

Sterile injectable solutions can be prepared by incorporating the active compound (s.g., a

glycoprotein Iba fusion protein) in the required amount in an appropriate solvent with one or a
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combination of ingredients emmerated above, as required, followed by filtered sterilization.
Genemlly, dispersions are prepared by incorporating the active compound into a sterile vehicle thet
contains a basic dispersion medium and the required other ingredients from those enumerated above.
In the case of sterile powders for the preparation of sterile injectable sohitions, methods of
preparation are vacuum drying and frecze-drying that yields a powder of the active ingredient plus
any additional desired ingredient from a previously sterile-filiered solution thereof.

Oral compositions generally include an inert diluent or an edible carrier. They can be
enclosed in gelatin capsules or compressed into tablets. For the purpose of oral therapoutic
administration, the active compound can be incorporated with excipients and used in the form of
tablets, traches, or capsules. Oral compositions can also be prepared using a fluid carrier for usc asa
mouthwash, wherein the compound in the fluid carrier is applied omlly and swished and
expectorated or swallowed. Pharmaceutically compatible binding agents, and/or adjuvant materials
can be included as part of the composition. The tablets, pills, capmles, troches and the like can
contain any of the following ingredients, or compounds of a similar nature: a binder such as
microcrystalline cellulose, gum tragacanth or gelatin; an excipient such as starch or lactose, a
disintegrating agent such as alginic acid, Primogel, or com starch; a lubricant such as magnesium
stearate or Sterotes; a glidant such as colloidal silicon dioxide; a sweetening agent such as sucrose or
saccharin; or a flavoring agent such as peppermint, methyl salicylate, or orange flavoring,

For administration by inhalation, the compounds are delivered in the form of an aerosol spray
from preasured container or dispenser which conteins a suitable propellant, .., a gas such as carbon
diaxide, or a nebulizer,

Systemic administration can also be by transmucogal or transdermal means. For
transmucosal or transdermal administration, penctrants appropriste to the barrier to be permeated are
used in the formulation. Such penetrants are generally known in the art, and include, for example,
for transmucosal administration, detergents, bile salts, and fusidic acid derivatives. Tranamucosal
administration can be accomplished through the use of nasal sprays or suppositories. For
transdermal administration, the active compounds are formulated into ointments, salves, gels, or
creams as generally known in the art.

The compounds can also be prepared in the form of suppositories (e.g., with conventional
suppogitory bases such as cocoa butter and other glycerides) or retention encmas for rectal delivery.
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In ano embodiment, the active compounds ere prepared with carriers that will protect the
compound against rapid elimination from the body, such as a controlled ralease formulation,
including implants and microencapsulated delivery systems. Biodegradable, biocompatible
polymers can be used, snch as ethylene viny] acetate, polysnhydrides, polyglycolic acid, collagen,
polyorthoesters, and polylactic acid. Methods for preparation of such forrmlations will be epparent
to those ekilled in the art. The materials can also be obtained commerciaily frotn Alza Corporation
and Nova Phermaceuticals, Inc. Liposomal suspensions (including liposomes targeted to infected
cells with monoclonal antibodies to viral antigens) can also be used as pharmaceutically acceptable
carriers. These can be prepared according to methods known to those skilled in the art.

In some embodiments, ol or parenteral compositions are formmulated in dosage unit form for
ease of administration and uniformity of dosage. Dosage unit form as used herein refers to
physically discrete units suited as unitary dosages for the subject io be treated; each umit containing &
predetermined quantity of active compound calculated to produce the desired therapeutic effect in
association with the required pharmaceutical carrier. The specification for the dosage unit forms of
the invention are dictated by and directly dependent on the unique characteristics of the active
compound and the particolar therapeutic effect to be achicved, and the limitations inherent in the ast
of compounding such an active compound for the treatment of individuals.

The nucleic acid molecules of the invention can be inserted into vectors and used as gene
therapy vectors. Gene therapy vectors can be delivered to a subject by, for example, intravenous
injection, local administration or by stereotactic injection. The pharmaceutical preparation of the
gene therapy vector can include the gene therapy vector in an acceptable diluent, or can comprise a
slow release matrix in which the gene delivery vehicle is imbedded. Altematively, where the
complete gene delivery vector can be produced intact from recombinant cells, #.g., retroviral veciors,
the pharmacentical prepamation can include one or more cells that produce the gene delivery system.

Sustained-release preparations can be prepared, if desired. Suitable examples of sustained-
release preparations inclode semipermeable matrices of solid hydrophobic polymers conteining the
antibody, which matrices are in the form of shaped articles, e.g., films, or microcapsules. Examples
of sustained-rejease matrices include polyesters, hydrogels (for example, poly(2-hydroxyethyl-
methacrylate), or poly(vinylalcohol)), polylactides , copolymers of L-glutemic acid and vy ethy}-L-
glutamste, non-degradabla ethylene-vinyl acetate, degradabie Iactic acid-glycolic acid copolymers
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such as the LUPRON DEPOT ™ (injectable microspheres composed of lactic acid-glycolic acid
copolymer and lenprolide acetate), and poly-D~(-)-3-hydroxybutyric acid. 'While polymers such as
ethylene-vinyl acetate and lactic acid-glycolic acid enable release of molecules for over 100 days,
certain hydrogels releasc proteins for shorter time periods.

'l'hephmc_euﬁcalemnpositionscan be included in a container, pack, or dispenser together
with instructions for administration.

METHODS OF INRIBITING ADHERENCE OF IN A BIOLOGICAL SYSTEM

Included in the invention is a method of inhibiting adherence of a blood cell to a biological
tissue in a biological system. The method includes adding to a biological system a fusion
polypeptide of the invention in an amount sufficient to inhibit adherence of & blood coll to the
biological tissne.

The blood cell can be for example, a leukocyte, platelet or red blood cell. The lenkocyte can
be any leukocyte that is capable of adhering to a biological tissue. In various aspects the leukocyte is
a granulocyte, (J.e., neutrophil, basophil or eosinohil), monocyte (i.e., macrophage) or lymphocyte
(e.g, T-lymphocyte, B-lymphocyte, tumor infiltrating lymphocytes or natural killer cell). In some
embadiments, the leukocytes express a B2 intergin, ¢.g. Mac-1. Alternately, the leuckocyle
expresses a selectin ligand.

Also included in the inventions are methods of inhibiting adherence of a protein to a
biological tissue in a biological system. The method includes adding to a biclogical system a fusion
polypeptide of the invention in an amount sufficient to inhibit adherence of the protzin o the
biological tigsue.

The protein can be membrane associated (e.g., covalenily, non- covalently, or ionic). .
Altematively, the protein can be in a soluble form (/.e., in solution). The protein is von Willebrand
Factor, thrombin, P-selectin of glycoprotein Ibcx,

As used herein a biological system is meant to include any gystem that comprises biological
components, e.g., calls, proteins, carbohydrates, lipids or nucleic acids. The biological system can
be &n in vivo, ex vivo or in vitro system,
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“Adherence” is meant to inchude any biological interaction of a leukocyte, e.g., rolling, firm
attachments or specific interaction,

Inhibition of adherence of a blood cell or protein to a biological tissue can be measured using
methods known in the art. For example, assays for detecting binding of glycoprotein Iba to a
biological tissue are described in Simoa et al., J. Exp. Med. 192:193-204, 2000, and references cited
therein. In various embodiments, binding of a GP Ib a fusion proiein inhibits binding of a blood cell
or protein to a biological tissue by at least 30%, 50%, 75%, 950%, 95%, 99% or 99.9%.

Adherence can also be assessed in condition of greater or less than physiological flow
conditions, including static conditions and serial application of static and shear conditiona.
Adherence can be determined for example colormetrically, ﬂmmemcaﬂy,byﬂowcytmneh-yor
using & pamile] plate flow chamber assary.

Also included in the invention are methods of treating platelet activation associated disorders in
a subject by sdministering 10 a subject a biologically-active therapeutic compound (hereinafter
"Therapeutic™). Alternatively, the subject is also administered onc or more of the following: a
statin;acetylsalicylic acid (aspirin);heparin (including unfractionated or low-molecular weight
heparins); glycoprotein ITb/IlIa antagonists; clopidogrel; P-selectin antagonists; thrombin inhibitors;
and thrombolytic enzymes.

The subject can be e.g., any mammal, e.g., 2 human, a primsate, mouse, rat, dog, cat, cow,
horse, pig.

The therapeutics include, e.g.: (i) any one or more of the gbrcaprolun Iba polypeptideand
derivative, fragments, analogs and homologs thereof; (if) antibodies directed against the glycoprotein
Iba polypeptides described in (f)and (jii) nucleic acids encoding a glycoprotein Ibe polypeptide,
and derivatives, fragments, enalogs and homologs thereof a8 described in (i) above.

Essentially any disorder that is etiologically linked to platelet activation is considered
amenable to prevention or to treatment. The disorder can be, e.g., vascular inflammation;
atheroscierasis; restenosis (¢.g., angioplasty-related restenosia); and/or & condition associated with
thrombotic disease, e.g., angine, (inchuding stable angina and unstable angins) acute myocardial
infarction, stroke, venous thrombosis or arterial thrombosis.

The invention will be further illustrated in the following non-limiting examples.
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e 1. GPIb- e sulfation rtant role in thrombin bind ut is
important for vWF binding

The role of the acidic carboxyl terminal region of GPIbat in binding to vWF and thrombin
was examined by tyrosine residues at positions 276, 278, and/or 279 of three types of GPIba-lgG,Fe
fusion proteins: those with a wild-type human GPIba sequence; a fusion protein with the M239V
(1V) substitution, and a fugion protein with a double G233V M239V (2V) substitution. The
proteins were produced in Chinese Hamster Ovary (CHO) cells, then isolated by Protein A affinity
chromatography and anion exchange chromatography. Dimerized forms of the fusion proteins in
which the sulfation state varied from 0 to 6 were isolated. '

Binding of the isoforms to the vWF A1 domain (A1), to intact vWF, and to a-thrombin was
examined using surface plasmon resonance (BiaCore).

‘The 1V and 2V polypeptides bound with significantly higher affinity to the A1 domain as
compared to the WT polypeptides. The 1V and 2V polypeptides also showed significantly enhanced

" affinity for intact VWF relative to the affinity of the fasion protein with the wild-type

GPIba sequence for VWF The Ky for the 2V variant ranged from 4 nm to 12 nm, and the K4 for the
1V variant ranged from 119 nm to 284 nM for fully sulfated to non-sulfated isoforms. Binding of
wild-type GPIbc to vWF was nol detected under the same conditions, which indicates a Kd > 1 mM.
Varying the sulfation state in WT, 1V, and 2V did not correlate with a significant change in binding
to Al domain or intact vWF. Finally, the GPTba -lg-vWF interaction exhibited slow-on/slow-off
kinctics typical of a hydrophobic interaction (K, and Kq~ 10°M™"s™ and ~107 s, respectively).

For GP 1bo-1g239V and GP Ib-Ig2V molecules, the binding affinity of the fully sulfated
isoform to thrombin was ~ 80-fold higher than thai of the unsulfated isoform (Kp of 0.5 uM and 40

HM, respectively). For vWF binding, the fully sulfited molecules were only 3-4 fold more active

than the unsulfated forms of both mutants (Kp = 3.4 — 15 nM for 2V 6-0 sulfited, 113 — 521 nM for
1V 6-0 sulfisted). The relationship between sulfation state and binding to von Willebrand Factor and
binding to thrombin was also examined. '
Rat tail bleeding method: Adult male Sprague Dawley mats (Taconic), weighing 250-300gm,
were used, The animals were equipped with a jugular vein catheter by the vendor before amiving.
The animals were housed in individual cages af room temperaturs under a light period of 12hr (6:am
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—6:pm) at our institrtional animal facility and were provided standard |aboratory rodent chow and
water ad libingm. The animals were acclimated to their new environment at least three days before
the use.

GPIb-Ig sample administration and rat Tall vein bleeding procedures: On the day of the
experiment, an extension tubing (20 cm of PE 50 tubing) with a 3-way stopcock and a 1-cc syringe
filled with sterile isotonic 0.9% saline was attached to the indwelling jugular vein catheter. Stock
GPIb-Ig test sample was diluted with isotonic 0.9% saline and was administered at indicated doses
in a volume of 0.1ml per 100 gm body weight via another arm of the 3-way stopcock. The catheter
was flushed with 0.2 ml of saline. Ten minutes after the injection, the rats were removed from their
home cage and were gently put into a restreiner. The distal 1-2 mm segment of the tail was
transected using a razor blade and the tail was quickly immersed into 2 300ml-beaker pre-filled with
0.9% isotonic saline (lemperature 37°C). Bleeding time was defined as the period of time from the
start of the tail bleeding to completely cease of bleeding (no re-bleeding within 30 second once the
bleeding has stopped). At the end of the experiment, the rats were enthanized by inhalation of CO,.

In the rat tail bleeding assay, 10 minutes following an i.v. dose of 200ug/kg, bleeding time of
four minutes was detected in GPTbe. variants with a sulfation state 0, 1, or 2. Bleeding time
increased as the sulfation state increased to 6, where bleeding time was 10 minutes.

These data demonstrate that sulfation plays a role in thrombin binding, but a much lesser role
in vWF binding. However, the sulfation state significantly affects binding to a- thrombin. The
stoichiometry of GPIba~Ig binding with thrombin was greaier than 2 a-thrombin per GPIba-Ig. The
a-thrombin-GPIba interaction is much more sensitive to the GPIba-Ig sulfation state compared
with the hyrdophobicity of the Cys208-Cyx249 loop of GPlba, which binds vWF. These results
indicate that the GPIba contains two functionally distinguishable subdomains: one for vWF binding
and one for thrombin binding.

Example2. Cys 65 in GPIbp is involved in apgregation

The crystal structure reveals that Cys65 of GPIba is buried in the LRR region. The very low
labeling ratio (sbout 5%) with thiol-reactive probes inder native conditions demonstrated the
inacceasibility of this Cys residue. Ellman’s assay and preliminary native peptide mapping showed
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that there was no modification on Cys65. However, even a very small amount of exposed thiol
could form intermolecular disulfide bonds and caused aggregation. The role of this residue in

When GP Iba sample was stressed at 40 °C for 80 hrs, about 25% of total protein formed
nggregates. The aggregates were reducible but mostly SDS stable. Analytical ultracentrifugstion
indicated that the aggregates ranged from dimer to octamer. Non-reduced, alkylated Achro-K
peptide map of the aggregates showed that the free Cys-containing peptide (K4 peptide) disappeared
in the map, which might form a large peptide with another K4 and other Cys containing peptides.
To confirm the role of the free Cys in aggregation, the GP Iba sample was heat-stressed in 1 M
GnHCI which resulted in total covalent aggregation. In the presence of 1M GnHCI, the protein
structure is likely to be Joosened, thereby exposing the buried Cys65, and accelerating the
aggregation. These data suggest that under these conditions the free Cys residue can be involved in
aggregation.

Example 3. GPIba fuslon proteins intcraet with vWF peolypeptide

Bvidence for a direct interaction between a GPIba fusion protein variants and vWF
polypeptide was examined.

The GPIba fusion protein variants tested included 1V, 2V, 3V, 3V/C658, 2V/FFF, and a
variant named “clipped ZV”, Control reactions included a 290 amino acid GPIba protein, a vWF
polypeptide alone or an irrelevent control polypeptide (47.mFc, a PSGL-1 fusion protein).

A fusion polypeptide or control polypeptide was mixed with Protein A Sepbarose beads,
which bound to the immunoglobulin moieties of the fusion protein. Protein bound to the Protein A
Sepharose beads were eluted and electrophoresed through a 3-8% Tris-Acetate gel. The gel was
then imnmoblotted with a polyclonal antibody to vWPF, and the antibody detected. Gels were rn
under both reducing and non-reducing conditions. The procedure was perforrned twice.

Thg results of binding to the vWF A1 fragment or to intact vWF fragment aro shown below.
vWF showed the strongest binding to the GPIBa variants 3V and 3V/C65S when assayed under
both reducing end non-reducing conditions. Strong binding was also observed with the 2V verient,
while comparatively less binding was detected with the 1V variant and the 2V/FFF variant. The
GPIba wild-type polypeptide showed weak binding to vWF in these experiments.
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iv v T3V 2V/FFF 3VCS
VWF A1 Binding Consient (Ko, M) 365107 198408 15E+09 9.1E+07 15Bv09
vWF Binding Constant (Ko, M) “TBH0T | S.6EV08 17E+09 | 24B408 1.78+09
Example 5: In vivo ohibition of repeijtive coron thrombosls
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The ability of a fusion Iba protein-immunoglobulin protein to inhibit coronary artery
thrombosis in vivo is determined using the procedure described by Folts at al., Circulation 54:365-
70, 1976 i3 examined. The fusion proiein includes a GPlba sequence with the substitutions G233V
K237V and M239V relative to the amino acid sequencs of SEQ ID NO:1.

Mongrel dogs, weighing 20-25kg, are snesthetized with sodium pentobarbital (30mg/kg i.v.),
then intubated and ventilated with room air using a respirator. Venous and arterial catheters are
piaced.  The heart is approached by Icft thoracatomy thraugh the fifth intercostal space. The
pericardium is opened and sutured to the wound edges to provide a cradle without displacing the
heart. About 2em of the left circumflex coronary artery (LCX) is isolated. Mean and dypamic LCX
Mow are continuourly monitored using a perivascular ultrasonic flow probe placed proximally on the
artery. Afler a stabilization period, the endothelium of the LCX is injured by squeezing with a
hemosiat, A plagtic constrictor is placed distal and overlying the ares of injured endothelium 1o
provide approximately 70-80% vessel stenosis. When blood flow decreases to zero, the blood flow
is restored by shaking the constrictor to dialodge aggregated platelets. This decreage and restoration
of blood flow are termed CFRs. At least five consecutive CFRa are recorded prior to adminislering
the test drug.

Increasing amounts of 3V results in higher blood flow. These results demonstrate that the
fusion glycoproteins inhibit thrombosis in the animal model.

A GI'Ba-lg variant according to the invention is admimnisterod as a fugion protein by a single
introvenous bolus injection (10 mp) to a patient with unstablc angina or non-ST-clovaied myocardial
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infarction (NSTEMI). Trestment with the variant amelioreies the UA or NSTEMI. The ristocetin
induced platelet aggregation assay (RIPA) is used to monitor GPIb-Ig activity.

Example 7. of bleedin ea using clopid nd GPIbha 2V or GP1ba 2V
variants

The effect on bleeding time was examined by comparing bleeding times in rats treated with
clopidogrel and GPIba 2V or two different doses of GPTba 2V/FFF, which lack thrombin binding
gites.

The GPIba variant wes administered intravenously two hours after administration of
clopidogrel (4.3 mg/kg, po). GPIba variants tested included GPIba 2V/290/FFF GPIba 2V/290
GPTba 2V/290 GPIba 2V/290, GPTba 2V/290/FFF (100 mcg/kg), and GPTba 2V/290 (50 mcg/kg).
RBT was measured 15 minutes after administration of the GPla variant. Six or seven animals were
tested for each treatment.

Bleeding time increased from 8.2 mimites (N = 7) in rats treated with clopidogrel alone to 24
mimuies in rats treated with clopidogre! and 50 meg/kg of GPIba 2V/290 (N = 6). Bleeding time
increased to 13.9 minutes in rats freated with 50 mcg/kg of GPIba 2V/290/FFF (N = 6), and to 19
minutes in rats treated with 100 meg/kg of GPIbe 2V/290/FFF (N = 7). Thus, a shorter bleeding
time was obaerved in animals given twice the dose of the GPlba 2V/290/FFF as campared to
enimals given the GPlba 2V/290 variant.

mple 8. Comparison of antithrombot icacy of sulf] nd non-suifated forms o
mbinawt sglul ba chimeras in & capine model of coronary artery thrombosis

The ligand binding capacity and anti-thrombotic efficacy of a non-sulfated recombinant
human GPIba chimera (GP1b-290/2V/FFF-1g) was compared to that of & sulfated recombinant
bumen GPIba chimem (GPIb-290/2V-Ig).

Soluble recombinant GPIbo Chimeras used included GPIb-290/2V-Ig, which consists of the
N-terminal 290 amino acids of GPIbe with gain-of-function valine substitutions at positions 233 and
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239, fused to a burmnan IgG1 Fc domain. GPIba-290/2V/FFF-Ig was generated by further
substituting three tyrosine residues (Tyr-276, 278, 279) with phenrylalanines to eliminate sulfation.
Cyclic flow reductions (CFRs) were induced by crush injary of the left circumflex coronary
artery in anesthetized male mongrel dogs. Coronary blood flow was continnously monitared using a
parivasculsr ultragonic flow probe. The template bleeding time was mensured at the surface of the

innor upper lip using an antomated cutting device. The bleeding time prolongation caused by
sulfated and non-sulfated GPTba chimems was assessed by nsing rat tail bleeding model, Platelet
function in whole blood hefore and at various time points afier ireatment in Folis® mndel was
measured with a Platelet Function Analyzer-100 (PFA-100).

10 ‘I'he binding nbilities of GPlba-290/2V-Ig and GPIba-290-2V/FFF-Ig to vWF and a-
thrombin were evaluated in vitro using a Biacore assay. The results are presented below:

Mutant vWFAI Binding Thrombin Binding
GPIb wild type 266 nM 0.76 uM
GPIb-290/2V-Ig 50M 0.63 oM
GPIb-290/2V/FFF-Ig 154 om 35.8 UM

The effect of wild-type, or GPIb chimeras on ristocetin-induced human platelet aggregstion
15 isshown inFIGS. 1A-1D. Shown are wild-type GPlba (“Normal”), GPIb-Ig WT , GPlbe-290/2V-

1g, and GPTba-290/2V/FFF-1g.

The dose response of GP1b-200/2V-Ig (“2V*) and GPIb-290/FFF-Ig (“FFF™) in a canine
Folis' mode] of coronary thrombosis is shown below. A score of 4 was given if CFRs were
completely eliminated, and a score of 3 was given if the CFRs were not campletely abolished, but
20  the coronary was able io spontaneously open.

2V
(ug/kg, iv)

Response

BT FFF
(min) (ugkg. v

BT (min)
Score
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50 4 (6/6) 2.0 50 3GR) . | 24
100 4(6/6) 37 100 4031) 23
. . . 200 4(35) 31
500 422) | 1025 500 430R) 54

Rat tail bleeding time prolongation caused by GPIb-290/2V-Ig and GPIb-290/2V/FFF-Ig was

also examined:
5
v BT N FFF BT N
(ug/kg, iv) | Mecan (& SE) (ug/kg, iv) Mean ( SE)
50 3.1:06 8 100 33404 6
100 46308 B 200 49+ 02 7
200 89+1.1 7 500 8.7+0.7 7

FIG. 2 is a graph showing the antithrombotic efficacy of GPIba chimeras in a canine
Folts’ model of coronary thrombosis (y-axis: LCX blood)

FIG. 3 is a graph showing inhibition of platelet function by GPT/290r2V-Ig and
10 GPIL/290/2V/FFF-Ig in a canine model of coronary thrombosis assessed by PFA-100.

These resulis demonstrate that conversion of the six sulfated iyrosines to phenylalanines
decreases vWF Al domain binding by ~ 3- fold in these studies and almost completely abrogated
thrombin binding. GPIW290/2V/FFF-Ig demonstrated a 50% decrease in potency as compared
with GPIb-290/2V-Ig in cyclic flow reduction, bleeding time prolongation and ADP closure times

15  assessed using a PFA-100, The prevention of arterial thrombus formation by GPTba chimeras at
these doses occurs via inhibition of the vWF A1 domain, end this activily is independent of 8
thrombin binding.
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OTHER EMBODIMENTS
While the invention has been described in conjunction with the detailed description thereof;,
the foregoing description is intended to illustrate and not limit the scope of the invention, which is
defined by the scope of the appended claims. Other aspects, advaniages, end modifications are
5 within the scope of the following claims.

- m—n —



15

WO 2004/111089 PCT/US2004/019087

What is claimed is:

1. A protein comprising an amino acid sequence with one to 20 amino acid substitutions,
deletions or insertions relative to amino acids 1-290 of s human GPIba protein sequence (SEQ ID
NO:1), wherein said polypeptide has at least one activity selected from the group consisting of :

lower affinity binding to alpha thrombin relative to binding to alpha thrombin of a
polypeptide comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO-2;

lower aggregation relative to aggregation of a polypeptide comprising the amino acid
sequence of SEQ ID NO:2; and

increased resistance to proteolysis than a polypeptide comprising the amino acid sequence of
SEQID NO:2.

2. The polypeptide of claim 1, wherein said first polypeptide has no more than 15
substitutions, insertions, or deletions relative to the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ
ID NO22,

3. The polypeptide of claim 1, whersin said first polypeptide has no more than 12
sobstitutions, insertions, or deletions relative to the amino acid sequence of SEQ IDNO:1 or SEQ
IDNO2

4. The polypeptide of claim 1, wherein said polypeptide has no more than 10 substitotions,
insertions, or deletions relative to the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO2.

5. ‘The polypeptide of claim 1, wherein said polypeptide has no more than 5 substitutions,
insertions, or deletions relative to the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2.

6. The polypeptide of ciaim 1, wherein said polypeptide binds with lower affinjty to
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alpha thrombin relative to binding to alpha thrombin of a polypeptide comprising the amino acid
sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2.

7. The polypeptide of claim 6, wherein eaid polypeptide comprises at least one of the amino
acid substetions Y276F, Y278F, Y279V, or a conservative variant thereof, relative to the amino acid
sequence of SEQ 1D NO:2.

8. The polypeptide of claim 6, wherein said polypeptide comprises at least two of the amino
acid substations Y276F, Y278F, Y279V, or a conservative veriant thereof, relative to the amino acid
sequence of SEQ 1D NO:2,

9. The polypeptide of claim 6, wherein said polypeptide compriscs the amino acid
substitutions Y276F, Y278F, Y279V, or a conservative variant thereof, relative to the amino acid
sequence of SEQ ID NO:2.

10. The polypeptide of claim 1, wherein aggregation of said polypeptide is lowered relative
to aggregation of a polypeptide compriging the amino acid sequence of SEQ 1D NO22.

11. The polypeptide of claim 10, wherein said polypeptide comprises the amino acid
substitution C658, or a conservative variant thereof, relative to the amino acid sequence of SEQ ID
NO:2.

12. The polypeptide of claim 1, wherein said polypeptide is more resistant to proteolysis
than a pelypeptide comprising the amino acid sequence of SEQ IDNO:2.

13. The polypeptide of claim 12, wherein said polypeptide comprises the amino acid
substitution K237V, or a conservative variant thereof, relative to the amino acid sequence of SEQ ID
NO:=2.

3
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14. A polypeptide comprising an amino acid sequence with 1 to 10 amino acid substitutions,
insertions, or deletions relative to amino acids 1-290 of SEQ 1D NO:2, provided that srid amino acid
sequence includes 233V, 239V, and comprises the amino acid substitution Y276F.

15. The polypeptide of claim 14, wherein said emino acid sequence comprises the amino
acid substitution K237V,

16. The polypeptide of claim 14, wherein sid amino acid sequence further comprises the
amino acid substitition C658.

" 17. The polypeptide of claim 14, wherein said amino acid sequence further comprises the
amino acid substitution Y278F or Y275F.

18. The polypeptide of claim 1, wherein said amino acid sequence further comprises the
emino acid substations Y278F and Y279F.

19. The polypeptide of claim 18, further comprising the emino acid substitution K237V.
20. The polypeptide of claim 19, further comprising the amino acid substitution C658S.

21. The polypeptids of claim 14, wherein said polypeptide binds with higher affinity to von
Willebrand factor than a polypeptide comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ
IDNO2.

22. A polypeptide compriging one or more substitutions in the amino acid sequence SEQ 1D
NO:2, wherein said one or more substitutions is
32
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Y276F:

Y276F K237V;

Y276F C65S;

Y276F Y278F Y279F;

Y276F Y278F Y279F K237V; or
Y276F Y278F Y279F K237V C658S.

23. A fusion polypeptide comprising the polypeptide of claim 1 linked to a second
polypeptide.

24, The fusion polypeptide of claim 23, wherein said second polypeptide comprises a region
of a heavy chain immunoglobulin polypeptide.

25. The fusion polypeptide of claim 24, wherein said second polypeptide comprises an Fe
region of an immunoglobulin heavy chain.

26. The fusion polypeptide of claim 25, wherein said second polypeptide has less effector
function than the effector function of a Fe region of 2 wild-type immunoglobulin heavy chain.

27. The fusion polypeptide of claim 24, wherein said second polypeptide binds with low or
no affinity to a Fc receptor.

28, The fusion polypeptide of claim 24, wherein said second polypeptide binds with Jow or
no affinity to ec;mplanent protein Clgq.
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29. The fusion polypeptide of claim 24, wherein said second polypeptide comprises a region
of a heavy chain immunoglobulin polypeptide.

Wﬂ-—ﬁ.ﬂ - curhEpn 4 @
an ul ippe

30. The fusion polypeptide of claim 24, wherein said second polypeptide comprises an Fo
region of an immunoglobulin heavy chain,

po+- T

31. The fusion polypeptide of claim 24, wherein said second polypeptide has less effector
function than the effector fimction of a Fe region of a wild-type immunoglobulin heavy chain.

32. The fusion polypeptide of claim 24, wherein the second polypeptide comprises the
sequence of SEQ ID NO:3.

33. ‘The fusion polypeptide of claim 24, further comprising & signal sequence.

34. The fusion polypeptide of claim 33, wherein said signal sequence comprises the
sequence MPLLLLLLLI PSPLHP (SEQ ID NO:8) or MPLQLLLLLI LLGPGNSLQL
WDTWADEAEK ALGPLLARDR R (SEQ ID NO:9).

35. A multimeric polypeptide comprising the fusion polypeptide of claim 24.

36. The multimeric polypeptide of claim 35, wherein said multimeric polypeptide is a dimer.

@

37. A DNA molecule ancoding the polypeptide of ciaim 1.

38. A vector comprising the DNA of claim 37.

39. A cell comprising the vector of claim 38.
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40. A method for extpressing glycoprotein Iba polypeptide-immunoglobulin fusion
polypeptide, the method comprising culturing the cell of claim 39 under conditions that result in
expression of said glycoprotein Iba polypeptide-immunoglobulin fiusion polypeptide.

41. A pharmaceutical composition comprising the polypeptide of claim 1.
42. A phermaceutical composition comprising the fusion protein of claim 23.

43. A method of inhibiting adherence of a blocd cell to a biological tissue in a biological
gystem, the method comprising adding to said biclogical system the fusion polypeptide of claim 23
in an amount sufficient to inhibit adherence of said blood cell to said biological tissue.

44, The method of claim 43, wherein said biological system ia an in vitro system.
45. The method of claim 43, wherein said biological system is an ex vivo system.
46. The method of clsim 43, wherein said biological system iz an in vivo system.

47. The method of claim 43, wherein said blood cell is a platelet.

48. The method of clanim 47, wherein said platelet express glycoprotein Ib a, P-selectin or
thrombin.

49. The method of claim 43, wherein said blood cell is a leukocyte.
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50. The method of claim 49, wherein said leukocyte express Mac-1 or a seiechin hgand.

51. The method of claim 49, wherein said biological tissve is complexed with von
Willebrand Factor, thrombin, glycoprotein Ib a, or P-selectin.

52. A method of inhibiting adherence of a protein to & biological tissue in a biclogical
system, the method comprising edding to said biological system the fusion polypeptide of claim 1 in
&n emount sufficient to inhibit adherence of said protein to said biological tissue.

53. The method of claim 52, wherein said biological system is an In vifro system.

54. The method of claim 52, wherein said biological system is an ex vivo system.

55. The method of claim 52, wherein said biological system is an in vivo system.

56. The method of claim 52, wherein said protein is membrane associated.

57. The method of claim 52, wherein said protein is glycoprotein Iba, P-selectin, von
Willebrand Factor or thrombin.

58. The method of claim 52, wherein said protein is in solution.

f

59. The method of claim 58, wherein said protein is von Willebrand Factor or thrombin.
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60. The method of claim 52, wherein said biological tiasne is complexed with a protein
sclected from the group consisting of glycoprotein Iba, Mac-1, P-gelectin, von Willebrand Factor
and thrombin, '

61. A method of treating a disorder associated with platelet activation in a subject, the
method comprising administering to a subject in need thereof the fusion polypeptide of claim 1.

62. The method of claim 61, wherein said disorder is associsted with thrombotic disease.

63. The method of claim 61, wherein said disorder is ischemic heart disease, angina, acute
myocardial infarction, stroke, venous thrombosis, atherosclerosis, or arterial thrombosis.

64. The method of claim 6], wherein said disorder is angina.
65. The method of claim 64, wherein said angina is unstable angina.
66. The method of claim 61, wherein said subject is a human.

67. The method of claim 61, further comprising administering to said subject a
compound selected from the group consisting of acetylsalicylic acid, heparin, a glycoprotein IIb/Alla
aniagonist, clopidogrel, a P-selectin antagoniat, s thrombin inhibitor and a thrombolytic enzyme.

68. A protein comprising an amino acid sequence with one to 20 amino acid substitutions,
deletions or insertions relative to amino acids 1-290 of a human GPIb2V protein sequence (SEQ ID
NO:2), wherein said first polypeptide binds with higher affinity to von Willebrand factor than does a
polypeptide comprising SEQ 1D NO:2.
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69. The protein of claim 68, wherein said protein is a fusion protein. ﬂ

70. The protein of claim 1, wherein said protein is a fusion protein.

5 71. The fusion protein of claim 70 comprising a region of an immunoglobulin.
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<110> Wyeth

PCT/US2004019057

SEQUENCE LISTING

<120> PLATELET GLYCOPROTEIN IBP ALPHA VARIANT FUSION
POLYPEPTIDES AND METHODS OF USE THEREOF

<130> 22058-583-061

<140> Rot Yet Asaigned
<141> 2004-06-14

<150> 6D/477,535
<151> 2003-06-11

<160> 10
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 290

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
His Pro Ile Cys Glu vVal
1 5

Cys Asp Lys Arg Asn Leu
20

Thr Thr Ile Leu Hies Leu
as

Ala Thr Leu Met Pro Tyr
50

Cys Glu Leu Thr Lys Leu
65 70

mz.auuglauSe:Hia
as

Gln Thr lLeu Pro Als Leu
10D

Thr Ser Leu Pro Leu Gly
115

Leu Tyx Leu Lys Gly Asn
a0

Thr Pro Thy Pro Lys Leu
145 150

Thr Glu Leu Pro Ala Gly
165

Ser Lys Val aAla
10

Thr Ala Leu Pro
25

Ser Glu Asn Leu
40

Thr Arg Leu Thr
55

Gln val Asp Gly
Asn Gln Leu Gln
90

Thr val Leu Asp
105

Ala Leu Arg Gly
120

Glu Leu Lys Thr
135

Glu Lys Leu Ser

Leu Leu Asn Gly
170

Ser His Len Glu Val Asn
. 15

Pro Asp Leu Pro Lys Asp
30

Leu Tyr Thr Pha Ser Lesu
45 .

Gln Lau Asn Leu ASp Arg
60

Thr Leu Pro Val Leu Gly
75 BO

Ber Leu Pro Leu Leu Gly
95

Val Ser Phe Asn Arg Leu
110

Leu Gly Glu Leu Gln Glu
125

Len Pro Pro Gly Leu Leu
140

Leu Ala Asn Asn Asn Leu
155 160

Leu Glu Asn Leu Asp Thr
175
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Leu Leu Leu Gln Glu Asn Ser Leu Tyr Thr Ile Pro Lys Gly Phe Phe
180 185 190

Gly Ser Hip Leu Leu Pro Phe Ala Phe Leu His Gly Asn Pro Trp Leu
195 200 205

Cys Asn Cym Glu Ile Leu Tyr Phe Arg Arg Trp Lau Gln Asp Asn Alm
210 215 220

Glu Asn Val Tyr Val Tip Lys Gla Gly Val Asp Val Lys Ala Met Thr
225 230 235 240

Ser Asn Val Ala Ser Val Gln Cys Asp Aan Ser Asp Lys Phe Pro Val
245 250 255

Tyr Iys Tyr Pro Gly lLys Gly Cys Pro Thr Leu Gly Asp Glu Gly Asp
260 265 270

Thx Asp Leu Tyr Asp Tyr Tyr Pro Glu Glu Asp Thr Glu Gly Asp Lys
275 280 285

Val Arg
290

<210> 2

<211> 2950

<212> PRT

<213> Homo seplens .

<400> 2
Hip Pxo Ile Cys Glu Val Ser Lys Val Ala Ser His Leu Glu Val Asn
1 5 10 15

Cye Asp Lyes Arg Asm Leu Thr Ala Leu Pro Pro Asp Leu Pro Lye Asp
20 : 25 a0

Thr Thr Ile Leu Hie Leu Ser Glu Asn Leu Leu Tyr Thr Phe Ser Len
3s 40 45

mmwulétmmmmmmshmm-mupm
50 55 60

Cys Glu I'eu Thr Lys Leu Gln Vval Asp Gly Thr Leu Pro Val Leu Gly
65 10 15 80

Thr Leu Asp Leu Sar His Asn Gln Leu Gln Ser Leu Pro Leu Leu Gly
85 90 95

Gln Thr Leu Pro Ala Leu Thr Val Leu Asp Val Ser FPhe Asn Arg Len
100 105 110

Thr Ser Leu Pro Leu Gly Ala Leu Arg Gly Leu Gly Glu Leu Gln Glu
115 120 125

Laummulnys_clymcluheul.ysmbaummelymuu
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130 135 140

Thr Pro Thr Pro Lys Leu Glu Lys Laeu Ser Leu Ala Asn Asn Asn Leu
145 ' 150 155 160

Thr Glu Leu Pro Ala Gly L.eu Leu Asn Gly Leu Glu Asn Leu Asp Thr
165 170 175

Leu Leu Leu Gln Glu Asn Ser Lesu Tyr Thr Ile Pro Lys Gly Pha Phs
180 1B5 150

Gly Ser His Leu Lgu Pro Phe Ala Phe Leu His Gly Asn Pro Trp Len
195 200 205

Cys Asn Cys Glu Ile Leu Tyr Phe Arg Arg Trp Leu Gln Asp Asm Ala
210 215 220

Glu Asn Val Tyr Val Trp Lys Gln Val Val Asp Val Lys Ala Val Thr
225 230 235 240 -

Ser Asn Val Ala Ser Val Gln Cys Asp Asn Ser Asp Lys Phe Pro Val
245 250 255

Tyr Lys Tyr Pro Gly Lys Gly Cys Pro Thr Leu Gly Asp Glu Gly Asp
260 265 270

Thr Asp Leu Tyr Asp Tyr Tyr Pro Glu Glu Asp Thr Glu Gly Asp Lys
275 280 285

Val Arg
290

<210> 3

<211> 302

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

_uisP:oIleCynGluVal-SuImvaluaSarli:lsuuclu\mlm

1 . 5 10 15

Cya Asp Lys Arg Asn Leu Thr Ala Leu Pro Pro Asp Leu Pro Lys Asp
20 25 30

mm:umm:msuelummm'mmmmm
as 40 45

Ala Thr Leu Mat Pro Tyr Thr Arg Leu Thr Gln Leu Asn Leu Asp Arg
50 55 60

Cys Glu Len Thr Lys Leu Gln Val Asp Gly Thr Leu Pro Val leu Gly
65 70 75 B0

Thr Leu Asp Leu Ser His Asn Gln Leu Gln Ser Leu Pro Leu Leu Gly
85 90 85

&

K
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Gln Thr Leu Pro Ala Leu Thr Val Leu Asp Val Ser Phe Asn Arg Leu
100 105 110

e e VR SR b B

Thr Ser Leu Pro Leu Gly Ala Leu Arg Gly lLeu Gly Glu Leu Gln Glu

115 120 125 I
Leu Tyr Leu Lys Gly Asn Glu Leu Lys Thr Leu Pro Pro Gly Leu Leu '.5
130 135 140 "
Thr Pro Thr Pro Lys Leu Glu Lys Leu Ser Leu Ala Asn Asn Asn Leu
145 150 155 160
Thr Glu Leu Pro Ala Gly Leu Leu Asn Gly Leu Glu Asn Leu Asp Thr x
165 170 175 ll
Leu Leu Leu Gln Glu Asn Ser Leu Tyx Thr Ile Pro Lys Gly Phe Phe ‘
180 185 190 @
I

Gly Ser His Leu Leu Pro Fhe Ala Phe Leu His Gly Asn Pro Trp Leu
155 200 205

Cys hsn Cys Glu Ile Leu Tyr Phe Arg Arg Trp Leu Gln Asp Asm Ala
210 215. 220

Glu Asn Val Tyr Val Trp Lys Gln Gly Val Asp Val Lys Ala Met Thr
225 . 230 235 . 240

Ser Asn Val Ala Ser Val Gln Cys Asp Asn Ser Asp Lys Phe Pro Val
245 250 255

Tyr Lys Tyr Pro Gly Lys Gly Cys Pro Thr Leu Gly Asp Glu Gly Asp
260 265 270

Thr Asp Leu Tyr Asp Tyr Tyr Pro Glu Glu Asp Thr Glu Gly Asp Lys
275 280 285

Val Arg Ala Thr Arg Thr Val Val Lys Phe Pro Thr 1ys Ala
250 295 300

<210> 4 ‘
<211> 302 -

<212> PRT

<213> Homo Bapiens

<400> 4
His Pro Ile Cys Glu Val Ser Lys Val Ala Ser His Leu Glu Val Asn .
1 5 10 15

Cys Asp Lys Arg Asn Leu Thr Ala Leu Pro Pro Asp Leu Pro Lys Asp .
20 25 30

Thr Thr Ile Leu His Leu Ser Glu Asn Leu Leu Tyr Thr Phe Ser Leu
as 40 45 h

mmmm&mmmmmmelnmmmupm i
50 55 60 1

-
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Cys Glu Leu Thr Lys Leu Gln Val Asp Gly Thr Leu Pro Val Leu Gly
65 70 75 80

Thr Leu Asp Leu Ser Hies Asn Gln Leu Gln Ser Leu Pro Leu Leu Gly
B85 50 85

Gln Thr Leuz Pro Ala Leu Thr Val Leu Asp Val Sar Fhe Asn Arg Leu
100 145 110

Thr Ser Leu Pro Leu Gly Ala leu Arg Gly Leu Gly Glu Leu Gln Glu
115 120 125

Lew Tyr Leu Lys Gly Asn Glu Leu Lys Thr Leu Pro Pro Gly Leu Leu
130 135 140

Thr Pro Thr Pro Lys Len Glu Lym Leu Ser Leu Ala Asn Asn Asn Leun
145 150 155 160

Thr Glu Leu Pro Ala Gly Leu Leu Asn Gly Leu Glu Asn Len Asp Thr
165 170 175

Leu Leu Ieu Gln Glu Asn Ser Leu Tyr Thr Ile Pro Lys Gly Phe Pha
180 185 190

Gly Sar His Leu Leu Pro Phe Ala Fhe Leu His Gly Asn Pro Trp Leu
195 200 205

Cys Aen Cys Glu Ile Leu Tyr Fhe Arg Arg Trp Leu Gln Asp Asn Al
210 215 220 .

Glu Asu Val Tyr Val Trp Lys Glu Gly Val Rep Val Lys Ala Met Thr
225 230 235 240
{

Ber Agn Val Ala Ser Val Gln Cys Asp Asn Ser Asp Lye Phe Pro val
245 250 255

Tyr Lys Tyr Pro Gly Lys Gly Cys Pro Thr Leu Gly Asp Glu Gly Asp
260 265 270

Thr Asp Leu Tyr ASp Tyr Tyr Pro Glu Glu Asp Thr Glu Gly Asp Lys
275 280 285

val Ala Ala Thr Ala Thr val Val Lys Phe Pro Thr Lys Ala
290 295 300

<210> 5

<211> 301

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
His Pro Ile Cys Glu Val Ser Lys Val Ala Ser His Leu Glu Val Asn
1 5 10 15

CyB Asp Lys Arg Asn Leu Thr Ala Leu Pro Pro Asp Leu Pro Lye Asp




WO 2004/111089 PCT/US2004/019087 %
20 25 30
d
Thr Thr Ile Leu His Leu Ser Glu Asn Leu Leu Tyr Thr Phe Ser Leu
35 40 45

[ ]
Ala Thr Leu Met Pro Tyr Thr Arg Leu Thr Gln Leu Asn Leu Asp Arg \
50 55 60 F

Cys Glu Leu Thr Lys Leu Gln Val Asp Gly Thr Leu Pro val Leu Gly
65 70 75 80

Thr Leu Asp Leu Ser His Asn Gln Leu Gln Sar Ieu Pro Leu Leu Gly
B85 90 95

Gln Thr L.eu Pro Ala Leu Thr Val Lem Asp Val Sar Phe Asn Ary Leu
100 105 110

Thr fer Leu Pro Leu Gly Ala Leu Arg Gly Leu Gly Glu Leu Gln Glu
115 120 1325

Leu Tyr Leu Lys Gly Asn Glu leu Lys Thr Leu Pro Pro Gly Leu Leu
130 135 140

Thr Pro Thr Pro Lys Leu Glu ILys Leu Ser Leu Ala Asn Asn Asn Leu
145 . 150 155 160

Thr Glu Leu Pro Ala Gly Leu Leu Asn Gly Leu Glu Asn Leu Asp Thr
165 170 175

Leu Lau Leu Gin Glu Asn Ser Leu Tyr Thr Ile Pro Lys Gly Phe Phe
180 185 150

Gly Ber His Leu Lou Pro Fhe Ala FPha Leu His Gly Asn Pro Txp Leu
155 200 205

Cys Aan Cys Glu Ile Leu Tyr Phe Arg Arg Trp Leu Gln Asp Asn Ala
210 215 230

4

Glu Asn val Tyr Val Trp Lys Gln Val Val Asp Val Lye Ala Val Thr
225 230 235 240

Ser Asn Val Ala Ser Val Gln Cys Asp Asn Ser Asp Lys Phe Pro Val
245 250 255

Lys Tyr Pro Gly Lys Gly Cys Pro Thr Leu Gly Asp Glu Gly Rsp Thr
260 265 270

Asp Leu Tyr Asp Tyr Tyr Pro Glu Glu Asp Thr Glu Gly Asp Lys Val
275 280 285

Ala Ala Thr Ala Thr Val Val lLys Phe Pro Thr Lys Ala ]
290 295 300

g«

<210> 6
<211> 290
<212> PRT

mﬁwmw. nde o s
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«<213> Homo saplens

<400> 6
Hies Pro Ile Cys Glu Val Ser Lys Val Ala Ser His Leu Glu Val Asn
1 5 10 15

Cys Asp Lys Arg Asno Leu Thr Ala Leu Pro Pro Asp Leu Pro Lys Asp
20 25 30

Thr Thr Ile Leu His Leu Ser Glu Asn Leu Leu Tyr Thr Fhe Ser Leu
as 40 45

Ala Thr Leu Met Pro Tyr Thr Arg Leu Thr Gln Leu Asn Leu ASp Arg
50 55 60

Cys Glu Leu Thr Lys Leu Gln Val Asp Gly Thr Leu Pro Val Leu Gly
65 70 75 80

Thr Leu Asp Leu Ser His Asn Gln Leu Gln Ser Leu Pro Leu Lau Gly
85 90 95

Gln Thr Leu Pro Ala Leu Thr Val Leu Asp Val Ser Phe Ash Arg Len
100 105 110

Thr Ser Leu Pro Leu Gly Ala Leu Arg Gly Lesu Gly Glu Leu Gln Glu
115 120 125

Leu Tyr Leu Lys Gly Asn Glu Leu Lys Thr Leu Pro Pro Gly Leu Lau
130 135 140

Thr Pro Thr Pro Lys Leu Glu Lys Leu Ser Leu Ala Aasn Asn Asn Leu
145 150 155 160

Thr Glu Leu Pro Ala Gly Leu Leu Asn Gly Leu Glu Asn Leu Asp Thr
165 170 175

Leu Leu Leou Gln Glu Asn Ser Leu Tyr Thr Ile Pro Lys Gly Phe Fhe
180 185 150

Gly Ser His Leu Leu Pro Phe Ala Phe Leu His Gly Asn PFro Trp Leu
195. 200 205

Cys Amn Cys Glu Ile Leu Tyr Phe Arg Arg Trp Leu Gln Asp Asn Ala
210 215 220

Glu Asn Val Tyxr Val Trp Lys Gln Gly Val Asp Val Ala Ala Met Thr
225 230 235 240

Ser Asn Val Ala Ser Val Gln Cye Asp Asn Ser Asp Lys Fhe Pro Val
245 ) 250 255

Tyr Lys Tyr Pro Gly Lys Gly Cys Pro Thr Leu Gly Asp Glu Gly Asp
260 265 270

Thr Asp Leu Tyxr Asp Tyr Tyr Pro Glu Glu Asp Thr Glu Gly Asp Lys
275 280 285

™
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val Arg
290

<210> 7

<211> 307

<212> PRT

«<213> Homo sapiens

<400> 7
Gln Ala Thr Glu Tyr Glu Tyr Leu Asp Tyr Asp Phe Leu Pro Glu Thr
1 5 10 15

Glu Pro Pro Ile Cys Glu Val Ser Lys Val Ala Ser His Leu Glu Val
20 25 30

Asn Cys Asp Lys Arg Asn Leu Thr Ala Lou Pro Pro Asp Leu Pro Lys
k 1 40 45

Asp Thr Thr Ile Leu Hif Leu Ser Glu Asn Leu Leu Tyr Thr Phe Ser
50 55 60

Leu Ala Thr Leu Mgt Pro Tyr Thr Arg Leu Thr Gln Leu Agr Leu ASp
65 70 75 80

Arg Cys Glu Leu Thr Lys Leu Gln Val Asp Gly Thr Leu Preo Val Leu
85 90 95

Gly Thr Leu Asp Leu Ser His Asn Gln Leu Gin Ser Leu Pro Leu Leu
100 105 110 '

Gly GIln Thr Leu Pro Ala Leu Thr Val Leu Asp Val Ser Phe Asn Arg
115 120 125

Ie#u Thr Ser Leu Pro Leu Gly Ala Leu Arg Gly ILeu Gly Glu Leu Gln
130 135 140

Glu Leu Tyr lLeu Lys Gly Asn Gln Ieu Lys Thr Leu Pro Pxo Gly Leun
145 150 155 160

Leu Thr Pro Thr Pro Lys Leu Glu Lys Leu Ser Leu Ala Asn Asn Asn
165 170 175

Leu Thr Glu Leu Pro Ala Gly Leu Leu Asn Gly Leu Glu Asn Leu Asp
180 185 150

Thr Leu Lau Let Gln Glu Asn Ser Leu Tyr Thr Ile Pro Lys Gly Phe
195 200 205

Phe Gly Ser His Leu Leu Pro Phe Ala Phe Leu His Gly Asn Pro Trp
210 215 220

Leu Cys Asn Cya Glu Ile Leu Tyr Fhe Arg Arg Trp Leu Gln Asp Asn
225 230 235 240

Ala Glu Aemn Val Tyr Val Trp lys Gln val Val Asp Val Lys Ala Val
245 250 255

-2

MW-‘“ o e
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Thr Ser Asn Val Ala Ser Val Gln Cys Asp Asn Ser Asp Lys Phe Pro
260 265 270

Val Tyxr Lys Tyr Pro Gly Lye Gly Cys Pro Thr Leu Gly Asp Glu Gly
275 280 285

Asp Thr Asp Len Tyr Asp Tyr Tyr Pro Glu Glu Asp Thr Glu Gly Asp
250 295 300

Lys Val Arg
305

<210> 8

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial Beguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:heterslogous
signal sequence

<400> B
Met Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leou Leu Pro Ser Pro Leu His Pro
1 5 10 15

<210> 9

<211> 41

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Dapcription of Artificial Beguence:heterologous
signal sequance

<400> 9

Met Pro Leu Gln Leu Leu Leu Leu Leu Ile Leu Leu Gly Pro Gly Asn
1 5 10 15

Summ'mmmmmmupmummumsnnm

20 25 30
Gly Pro Leu Leu Ala Arg Asp Arg Arg
35 40

<210> 10

<211> 224

<212> PRT

<213> Homo Baplens

<400> 10

His Thr Cya Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Lem Gly Ala Pro Ser
1 5 10 15
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Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg E
20 25 30 s .

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro !
as 40 45 .

Glu Val Lys Pha Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu vVal His Asn Ala
50 55 60

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
65 70 75 80

Ser Vval Leu Thr Val Leu Hie Gln Asp Trp Leu Aan Gly Ly» Glu Tyrxr
85 S0 95

Lys Cys Lys Val Ser Asn lys Ala lLeu Pro Val Pro Ile Glu Lys Thr
100 105 110

Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu
115 120 125

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys
130 135 140

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Sar Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
145 150 155 160

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
185 170 175

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
180 185 190

Arg Trp Gln Gln Gly Asm Val Phe Sexr Cys Ser Val Mat His Glu Ala
195 200 205

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
210 a1s 220

10

|
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Fig. 1

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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o _ATENT COOPERATION TRES |,

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PC‘H‘
To:

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
NINTZ, LEVIN, COHN, FERRIS, THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
GLOVSKY AND POPEO PC THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
Attn. Elrifi, Ivor R. SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

One Financial Center
Boston, MA 02111
UNITRBD STATES OF AMERICA

YA

(PCTRule 44.1) -
Daje of malling
(deinontyeer)  04,/03/2005
Appficant's or agents (e mference
22058-583-061 FOR FURTHER ACTION See paragrepha 1 and 4 balow
Inemational application No, - T D gy Famational fiing date
PCT/US2004/019057 - S Kt 14/06/2004
Applicant ol Cnse 4
—_— cprwiendll
1. [x] The apgficat ls hersby and the writien opinion of the Intemalional Searching

Authorily have been establshad and are tranamitied harawith,

Filing of amendments and siatement under Articls 18:
The eppiicant s antitied, i he 5o wishes, 1o amend tha claims of the Imamational Application (ese Rule 46):
When? Tha tims imit for fing such amandments la normally 2 monthe from the daie of ransmittal of the
inlemational Search however, for moe detalla, soe the noles on the accompanying sheet.

Where? Direcily o he  International Bureau of WIRO, 34 chemin des Colombaiiss
1211 Ganava 20, Switzariand, Fascimiis No.: [41-22) 740.14.35

For more detafied instructions, ase the notes on the accompanying sheet.

2. [[] The appicent is hereby nolified thet no Iniamaiional search raport will be estabilshed and that the deciaration under
Arluﬂﬂ)(a)blulcﬂaﬂmnmmbnolhhmmmwmmmmmm.

3. [ ] With regard to the protest against payment of (an) addifonal fee(s) undar Fale 40.2, e appiicant |s notified that:

the wmnmmmmmbummwmm
D um-mubmnmdmnmmmmmmhm

[ o decision has been mads yet on the proet; the appiicant wil be notifed as 800n s & decision ls made.

4. Reminders

Shortly aher the expiration of 18 months irom the priority dais, the Intemafional appiication will be published by the
inmmational Bureau. N the apphicant wishos o avold or posipons publication, & notice of witharawal of tha iIntsmational
epplication, or of the priorily daim, must reath the intamational Bureau 8 provided In Rules BObé.1 and S0bis.3, respactivaly,
bofors the comphstion of the Wechnical praparations for intemational publication,

Thlqulu\tnqmlllilmmmmhmmummmmdmlMMAMbm
Inmmational Bureau. The inlsmationsl Bureau will sand a copy of such comments 10 all designaied Offices unleas an
hmnmmlumnmnm report haa basn or is 10 ba ssiabishad. Thesa comments would also ba made avaliable
e public but not before the axpiration of 30 monthe from the priasity date.

Whthin 18 months rom the priority daie, but only In respect of soma gesignated Officos, a demand ler Inlematonal praliminary
exarminaton must be fiad I the appican wishas (o postpane the aniry In1o the national phase untl 30 monthe from the priorily
cinio {in soma Offces even taisr); otherwisa, the applicant must, within 20 months from the griority dats, poarform the preacribed
acts or entry inio the national phasa before thoss designatad Ofices.

In reapact of other designaied Offices, the ims iimit of 30 montha (or later) wil apply even If no demand ls fad within 19

B0 the Annax 10 Foim PCTAB/301 end, for detalls about the appiic
Gulde, Volums N, Nationas Chaplers and the WIPO Inlemet sha.

Name and maling adkinass of Ihe Intemational Searching Authorfty mﬂlﬂ,

mm:mps.smuma mgﬁ:'
3 HV Rjwwik chler

Tel. (431-70}340—2040. Tx. 31 851 sponi,
Fex: (+31-70) 340-2018

Form PCT/SAZ220 (Janusry 2004) (See noMe on accompanying sheer)
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NO1£S TO FORM PCTASAZ220 ~

Thane Notss are btendad 1o give the haals instrustions scnsaming the fing of amendments undar artisie 19. The
et Ty e ety Lo et st e s s, it A For e
mwﬂmin s also the PCT Applisants Guids, a publisation of -

in these Notes, "Asticle®, "Ruls®, and "Bastion” refar i thaprovisians of the PCT, tha PCT Reguisiions and the PCT

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, afler having recalvad the inlemalional ssarch report, one apportunily io amend the clalime of the i
MMMIMMhmMM sinse ol parin of the inlemational appiiaation {alsims, k.
deassiption and drawings) may bs asnended during the intemationsl preliminery axsmination thems is usually
:n.:dbl-m=hﬁim:rr-m1!”Mog.hwmnhrbhpﬂ|d
Fustharmore, it should be emphasizad that provisional protestion ls avalabile in some States only.

What parts of the inlemationsl applionion may be aended?
Undar Articls 19, only the slaira may be amanded.
the inlamational phase, fhe dlaims may sina be amended (or further smandad) under Adicle 34 befere

the Insamationa Prelminary Examining Authorly. The deseriptisn and drssings may only be smended tnder
Asticls 34 bufore the intsmatisnal Examining Authosky.,

lhnmhhhnﬂhnllﬂ_ «fl partn of tha infamalionsl appiiation may bs amended under Artiole 28
or, whare applinable, Asficle

——
]

Whan? mammhhduﬂddn“ummuﬂmmtnm
chh.'hi-ﬁmiﬂqunltr & should be noled, however, that the amendmants will be considered
besn recalvad on ima if hey are masivad by the Intemational Buresu after the expivaiion of the
times Bmi bt belors the eompletion of the technical preparsiions for inlemations) publicalion

(Pude 46.1).

Where nat to file the asendmenta?

‘The amercimants may only be Sed wilh the inlemational Bureau and nel with the reseiving Ofios or the
intemational Gearshing Authorily (Fule 48.2).

Where a demand for intamational prefiminary szamination has been s filad, sas below.

How? Eiher by cancsliing one or mors sntire s, by adding one of merne new claims or by amanding the fext of
one or more of the dalime & filed.

A replacssment shest mint be submitted for sach shast of the slaims which, on ssoount of an amendment or N
amandmants, differs fom the shasl originally llad. ¥

Al the claims appesring oh a replacement shest must be mambared in Arable umersls. Whase a olaim i

The amendmants must be nacke Iy the languags in which the Inlemationst applcalion is 1o be publizhad.

Latter (Seciion 205(b)):
The smandmants must be submitied with a letter.

The lsiter will not be publishad with the intsmationsl applicslicn and the amended dlaims. & should nat be
sonhmed with the "Stalement uncer Astiola 18{1)" (ses below, under "Sialement under Articls 18(1)").

The lattar must be in Englilaly or Franch, al the shoise of the spplicant. Hewever, B the anguage of the

[ tha letier of the intermalienal
- .-rn lu?-h' must be in English; i the langoage

Noles o Form PCTABAR220 {frsl shest) (January 1664)
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- NOTES TO FORM PCT/IBA/220 (continuad)

The lsller must ircioais the differences belesen the olaims ss fied and the claims as smendad. i must, In
patGouler, indicabs, In conneation with sash eisim sppearing in the inemational sppiisstion (it being undersiood

m
(i) the claim is new;

{v) the claim repinsss one or mors slaime as fied;

) the claim js the result of the division of a alaim s fled.

Tha following examples Busirals the mennar in which asendmants must be sxplained in the
sssompanying luther:

1. [Whare originally there were 48 olaims and after amandmant of some claime thare are 51):
"Cisima 1 te 20, 31, 32, 34, 35, 37 1o 48 replased by amended slaiva bearing the same numbamn;
cluirme 30, nnsm-‘d'n-d-nﬂbﬂﬂ.

2 [Whare originally there were 16 claims and after amandment of ol claime there are 11}
"Claima 1 i 15 replased by amendad slaime 1 to 11.*

i [Whare ariginally thers ware 14 olsima and ths amendme s eormist in oancslling some alaime and in adding

nany alaims]:
“Clairms 1 10 § and 14 unshanged:; olsime 7 I 13 aancalled; new slaims 15, 18 and 17 added.” or
"Clama 7 Ip 13 canneled; new alaims 15, 16 and 17 addad; all otiver alsims uohanged.”

4. [Where various kinda of smandmenis are macde}
*Claima 1-10 unshanged; algima 11 1013, 18 and 19 cansallad; claima 14, 15 and 18 repiased by srmansiad
alsim 14; alaim 17 subdivided into amancded asime 16, 18 and 17; new alsime 20 and 21 askied.”

"Statement under silole 19{1)" (Fule 40.4)

The amendmanis be sscompenied by a statement sxplsining the smendmanis and indicating any impact
M.urm-ﬁmth;-ﬂnnhmMHMh-mﬂm

The sislermerd wil be published with Be intemalionsl applicstion and the amended elaims.
£ muat b¢ In the language in which the inlarmationsl appplication Is ke be published,
1 rrunt ba brisl, nol exceeding 500 words if in English or I tanalsied inis English.

1 shoulkd nat be confusad with and doss not replane the lsiter indicaling the difersnoss between the alsime
a0 flad and s amended, k musi be Sled on & separsis shes! and must be idertilad ae such by a haadling,
prjersbly by wing the worrh. "Stalement urier Astinle 19(1)."

R may not eontain any diaparaging commaenis on the inlamafionsl saareh report or the relsvance of allalions
sartained in that report. mummnmmmnuwm
raport may be mate only h scnnastion with an amendment of thal claim.,

Consaspience ¥ a dermand for ntsrnalionsl prefisinery examinetion has siready besn flad

ldhhdﬁwmmm 1m-mummm
M-thuﬁbmﬂ-h-)

Mmmhwuuwmummumn—
rma-ﬂnb&m:hhﬂv::m Ihlwbhhnlhllln-l , & tranainlion of the
ma a» amended undar Arlicle have funished io the designated/siecied Ofiogs, inslead
hmnumunm-u cher

For husther datalis on the equirements of sash designaiadiisciad Offios, sas Volume N ol the PCT Applisant's

M-

Er

Noles io Form PCTABA22D (second sheat) (anuary 1094)




JATENT COOPERATION TRE/ ]

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Anicle 18 and Rules 43 and 44)

Applcant's o apents fie refarence FOR FURTHER 866 Form PCT/ISAZ220
22058-583-061 ACTION _8s'woil as, where appiicabis, flem & below.
imemafional appiication No. intomational filng de (dayimonthyear) | (Earest) Priofty Date (daymonthyear)
PCT/US2004/019057 14/06/2004 11/06/2003
WYETH

This International Search Report hae been this Intemalional Ssarching Autharity and fs transmitted o the applicant
mnmw.nmhmnﬂwgzmwm. o

This Internationsl Search Reportconeistaofatomiof &  shosts.
[X] tisateo acoompanied by & copy of sach prior art document chiad In ihis mport,

1. Basls of e report

a. With mgard io the ixnguaga, the imemalional ssarch was casmied out on the basis of the inismational application in the
language In which it was filed, uniess ctharwise indiceied under this iem.

this Authorily (Fule 23.1(b)).

2 Cartain claims ware found Unasarchable (See B Il).
3. [] Unityof vention la lscking (ase Box II).

4. WIith regarnd & the itle,
[X] e wxtia approved as submitid by the sppiicant
[C]  thetextnae been eetebiished by this Authortly 1o read s follows:

5. With regard 1o the abstract,
E the text ia approved as submitied by the applicant.
[C]  theext has been established, aocording to Rule 38.2(b), by this Autharity as it appears In Box No. V. Tha applicant

6. With regerd o the drawings,
a the figue of the drewings to be published with the abstract Is Figure No.
[] assugestsd by the sppiicant.
[[] aseotectad by this Authorty, becauss the applicant faled o supgest a figurs.
[] s astected by this Authorty, becauss this Bgure better characiortzes the Invention.
b. [X]  none of the figures is 1o be publishad with the abawact.

[[] e inematona ssarch was canried out on the basis of a wansiation of the Intsmational appiication furished o

b. E With regand 1o any nucleoilide and/or amino acid sequence deciossd in the intemational application, ses Bax No. |

may, within one manth from the date of malling of tis inlemational search report, submit comments to this Authorty.

Form PCTABA/210 (first ehest) (January 2004)
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) * 7} [ mematonal appication No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/UB2004 /019057

Box No. |

Nucieotide andior amino acid sequence(s) (Continustion of em 1.b of the first shest)

i. Wihregard
invention, the iniemational asarch was cariad out on the basis of:

10 any nuclectide and/or amino acid secquence disciosed In the inlemational application and necessary 1o the claimed

type of material
E a sequence jislng
D iable{a) related in the saquance Bsiing

S J—
E hmmm.n

time of fEngfumishing

[X] contained in the Inemetional appication es tied

[] ed togeter wih the intsmatonsi appiication 1n computar readiabls form
[X] sumished eubsscuentty 1o this Authory for the pumose of search

2 E In addiiion, In the case that more than ona version or copy of a saquencs Isting and/or table relaiing thereio has baen fled

or urnished, the raquired atatemants that the information In the subsequent or addhional coples |a identical to that in the
appiication as filad or doas not po beyond the application aa fled, as appropriale, were fumished.

3.  Additional comments:

Form PCTN18A/210 {continuation of first sheet { 1)) {January 2004)
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INTFRNATI NAL SEARCH REPORT
!

o

- :‘!hnmlpplﬂhlb
, PCT/US2004/019057
tre g CoTKIa/TeE “ABIK38/00  CI2N1S/12  C12N15/62

‘ According o Inlemational Psiant Classificstion (IPC) of 1o both nadional classification and IPC

Minimum documantalion searchod sysiam lolowsd by classificalion symbols)
IPC 7 CO7K A61K

Documeniation asarched other than minimum documsniation 1o the sxtant thal such docsnanie are includad in the flokis searchod

Elscironic dala bass consullad curing the intemational sesrch {name of dela bese and, whem practicel, saaxch larms used)

EPO-Internal, BIOSIS, WPI Data, EMBASE

C. DOCURIENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Cxtagory * | Chution of docurnend, with indication, where approprinia, of (ke relovant paseagas Relavani 10 claim No.
Y WO 02/063003 A (GENETICS INSTITUTE, LLC; 1-71
SHAW, GRAY, D; KUMAR, RAVINDRA; SAXO,
DIANNE,) 15 August 2002 (2002-08-15)
the whole document
Y DONG J-F ET AL: "Novel gain—of-function 1-5,12,
mutations of platelet glycoprotein Ibalpha 13,15,
by valine mutagenesis in the Cys209-Cys248 19,
disulfide loop: Functional analysis under 22-33,
static and dynamic conditions” 35-71

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN
SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE,
MD, US,

vol. 275, no. 36,

8 September 2000 (2000-09~08), pages
27663-27670, XP002226663

ISSN: 0021-9258

the whole document

o o

m Further documents sre lsted In the cominuation of bex C. E Patent family marmbers are lsied In annex.

* Special calagories of cliad documants :
"A" docuvnani the

ﬂ:ihud gonoral slaie of the an which is not
‘E -;Emhl pubiished on or shertha inlermational

! which doubls

T ich in i o OUlabA the Pkt s of avciiar
ciixlion or othor spoecial ason (me speciind)

‘0" documant nefering 1o an oral discinsum, use, exhiblllon or

"T" islar documont published sferine Inlemalionnl date
or priority dale end not in confiicl with the qﬂnm
clind 1o undarstanc the principls or theory unisriying the

"X* document of paticuler relevance: the claimad imvention
cannol be considered novel or cannot be conslderad 1o
involve an inventive siap whan I documin! B laken sicna

othas maans h_l:'-:ﬂ' being ctvious ioa parson sldisd
-ﬂlnll‘lmw;:ﬂ ling date bt "&" documan) member of the same patont {amily

Date of the actusl compialion of the intometional asarch

21 February 2005

Dado of maling of the iMamational seasch repoit

04/03/2005

Nams and maling address of the ISA
Eurcpesh Palant Office, P.B. 5618 Pslonfiasn 2
NL - 2200 HV
Tal (+31--70) 340-2040, Tx. 31 651 apo nl,
Fat: (+31~70) 340-3018

Marinoni, J-C

Form PCTASAR0 (escond shaet) [isnuary 2004)

page 1 of 4
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INTFRNATI NAL SEARCH REPORT

»  sraedlmfrae aewes e

. “\memationsl Appiication No

- /PCT/US2004/019057

C{Continuslion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagory *

Cliation of documant, with indication, whers appropriate, of the relsvant passages

Y

MARCHESE PATRIZIA ET AL: "Identification
of three tyrosine residues of glycoprotein
Ib-alpha with distinct roles 1in von
Willebrand factor and alpha-thrombin
binding”

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,

vol. 270, no. 16, 1995, pages 9571-9578,
XP002318237

ISSN: 0021-9258

the whole document

DATABASE BIOSIS ‘Online!

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE,
PHILADELPHIA, PA, US;

16 November 2001 (2001-11-16),

NI HEYU ET AL: "Intravital microscopy of
injured murine arterioles demonstrates
that recombinant soluble &PIb-Ig chimeras
inhibit thrombus formation in vivo"
XP002318238

Database accession no. PREV200200250180
abstract

& BLOOD,

vol. 98, no. 11 Part 1,

16 November 2001 (2001-11-16), page 753a,
43RD ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN
SOCIETY OF HEMATOLOGY, PART 1; ORLANDO,
FLORIDA, USA; DECEMBER 07-11, 2001

ISSN: 0006-4971

DATABASE BIOSIS ‘Online!

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE,
PHILADELPHIA, PA, US;

16 November 2001 (2001-11-16),

SHAW GRAY D ET AL: "A recombinant soluble
Ig fusion form of human &PIbalpha inhibits
platelet aggregation and recurrent
coronary cyclic flow reductions in a
canine model"

XP002318239

Database accession no. PREV200200220561
abstract

& BLOOD,

vol. 98, no. 11 Part 1,

16 November 2001 (2001-11-16), page 704a,
43RD ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN
SOCIETY OF HEMATOLOGY, PART 1; ORLANDO,
FLORIDA, USA; DECEMBER 07-11, 2001

ISSN: 0006-4971

EP 0 317 278 A (SCRIPPS CLINIC AND
RESEARCH FOUNDATION)
24 May 1989 (1989-05-24)

)

1-9,14,
17,18,
22-33,
35-42,
61-71

1-71

1-71

Fova PCTAGNZIO (monimalion of ssaond shest) Lenuary S004)

page 2 of 4
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o ‘nanationst Appioation No
| PCT/US2004/019057

C{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory *

Clslion of document, with Indiceion, where sppropride, of the relsvant passagas

Rolsvent io claim No.

A

P,X

DATABASE BIOSIS ‘Online!

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE,
PHILADELPHIA, PA, US;

5 November 2002 (2002-11-05),

KUMAR ANJALI ET AL: "A recombinant soluble
form of human GPIbalpha (GPIb~Ig) inhibits
platelet aggregation and coromary cyclic
flow reductions in a canine model."
XP009044244

Database accession no. PREV200300080165
abstract

& CIRCULATION,

vol. 106, no. 19 Supplement,

5 November 2002 (2002-11-05), pages
11-119,

ABSTRACTS FROM SCIENTIFIC SESSIONS;
CHICAGO, IL, USA; NOVEMBER 17-20, 2002
ISSN: 0009-7322

KENNY D ET AL: "NATURALLY OCCURRING
MUTATIONS IN GLYCOPROTEIN IBALPHA THAT
RESULT IN DEFECTIVE LIGAND BINDING AND
SYNTHESIS OF A TRUNCATED PROTEIN"

3§OOD, W.B. SAUNDERS, PHILADELPHIA, VA,
vol. 92, no. 1, 1 July 1998 (1998-07-01),
pages 175-183, XP002949514

ISSN: 00064971

the whole document

HUIZINGA E 6 ET AL: "Structures of
glycoprotein Ibalpha and 1ts compiex with
von Willebrand factor Al domain®

SCIENCE, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE
ADVANCEMENT OF SCIENCE,, US,

vol. 297, no. 5584, 2002, pages 1176-1179,
XP002226858

ISSN: 0036-8075

DATABASE BIOSIS ‘Online!

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE,
PHILADELPHIA, PA, US;

16 November 2003 (2003-11-16),

SHAW GRAY D ET AL: "Preciinical evaluation
of recombinant soluble Ig fusion forms of
6PIbalpha for use in treating acute
coronary syndromes.”

XP002318240

Database accession no. PREY200400161655
abstract y

Fosm FCTASAZ210 {aoniinusiion of second sheel) (Jerry 2004)

page 3 of 4
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. ‘temational Appilcation N

, PCT/US2004/019057

C{Continustion) DOCUMENTE CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagory ©

Clislion of documant, with indication. whare spproprinte, of the relsvani passages

P,A

& BLOOD,

vol. 102, no. 11,

16 November 2003 (2003-11-16), pages
76b~77b,

45TH ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN
SOCIETY OF HEMATOLOGY; SAN DIEGO, CA, USA;
DECEMBER 06-09, 2003

ISSN: 0006-4971

Form PCTABA/210 joonlinusiion of ssaond shaad) Lismury 2004)

page 4 of 4
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A
;  international appiication No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2004/019057
Box I Obaervations where certain claims were found unsearchable (Continustion of itam 2 of first sheet)
This Intemational Search Report has not baen established In respact of cartain clalma under Aricls 17(2)(a) for the following reasons:
. Claims Nos. — -
D] mmens A3 AESRSEET PATEIANIY, o asvory, aney
Although ciaims 43,46-52,55-67 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.
1
2 |:| Claims Nos.: v
becauss thay reiate 10 paris of the intemational Appication that do not comply with the prescribed requiremants 1o such
an exnt that no meaningful Intemational Search can be carred out, spacifically:
3 D Claima Nos.:
because thay are dapendant ciaims and are nol drafied In accordance with the aacond and third sentances of Rule 8.4(a). '
|l
Box Il Obssrvations where unity of invantion Is lacking (Continuation of itam 3 of first shost)
This Imamational Ssarching Authorly found muliiple Inventions in this intennational application, as followa:
1
1. As il raquired additonal ssarch lees were fimaly paid by tha applicant, this Intenational Saarch Report covers ail :
ssarchable claime.
. Asall '
2 D “wum':mmummmmmmm this Authority did not invite payment
&
¥
s As only soms of the required addiional search feos wers imely paid by the applicant, thie Intemational Search Repart :
covers only those claime for which leas ware paid, spacifically clalma Nos.;
e
4, D No required additional esarch faes were tmely paid by the appiicant. Consaguenily, this inlemnational Search Report is i
resiricied i the iInvention firel mentioned in the claime; It Is covered by claime Nos.: :

Remark on Protest Dmmmmmmmmmuwuwm

D No prolest accompaniad the payment of additional saarch feea,

Form PCTABA/210 (continuation of firet sheet {2)) (January 2004)
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INTFRNATIONAL SEARCH REPORT

- Yptsmetionsl Applicatien Mo
wPiion on pelant tanly members | ‘PCT/US2004/019057
Palant document Publication Patan tamily Publication

cited In saarch report date member(s) dais
NO 02063003 A  15-08-2002 CA 2437714 Al 15-08-2002
EP 1360292 A2 12-11-2003
HU 0303167 A2 29-12-2003
NO 20033474 A 02-10-2003
NO 02063003 A2 15-08-2002
US 2003091576 Al 15-05-2003
US 2003232047 Al - 18-12-2003
EP 0317278 A 24-05-1989 AU 2560588 A 18-05-1989
™ 639988 A 18-05-1989
EP 0317278 A2 24-05~1989
FI 885303 A 18-05-1989
JP 1221394 A 04-09-1989
NO 385108 A 18-05-1989
NZ 226964 A 27-08-1991
us 5340727 A 23-08-1994

Fomn PCTASA/210 {petent temily arvu ) (larusry 900-5)
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‘PATENT COOPERATION 7 =ATY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To PCT

WRITTEN OPINION OF THE
see form PCTASA220 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)

Date of malling

{dapinonthimar) wsee form PCTASA210 (second shest)
Applicants or sgent’s file reference FOR FURTHER ACTION
ses form PCTASAZ220 Ses paragraph 2 below
Interntional eppiication No. Internertional §ing dabe {daynonthyear) Priority date (deymonthjear)
PCTAS2004019057 14.08.2004 11.08.2003

Inemational Patent Classificaiion (IPG) or both nationa] dassifieation and IPC
CO7K14/755, AG1K3B00, C12N1542, C12N1582

Appiicant
WYETH

1. This apinion contains indications relating to the following items:

& BoxNo.! Basls of the opinion

B BoxNo.ll  Prioriy

& BoxNo.lll  Non-estmbishment of opinion with regard to novelty, invertive step and industrial appicabliity
O BoxNo. IV  Lack of unity of Invention

E BoxNo.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a){l) with regard to novelty, imventive step or Industrial
applicablilly; ciistions and explanations supporting such statement

[J BoxNo.Vl  Certaln documenta cited
[ Box No. VIl  Cartain defects In the international application
£]1 Box No. Vill Certain cbearvaiions on tha Intemational spplication

if a demand for Intemational preliminary examination le made, this opinion will usually be considered 1o be &
wriitten opinion of the intematlonal Preliminary Examining Authority ("IPEA"). Howewver, this does not apply where
the appiicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chossen IPEA has notifed the
intemational Buresu under Rule 88.1bis{b) that writtan opimons of thia Intemnational Searching Authority

will not be so considatad.

i this opinion Is, as provided above, conskiered io ba a written opinlon of the IPEA, the applicant Is invited to
aubmit to the IPEA a2 writen reply together, where appropriate, with amendments, before the axpiration of threa
months from the date of malling of Form PCTASA220 or before the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expiras |ater.

For further options, see Form PCTASAR20.

3. Forfurtherdetalls, see notes to Form PCTASAZ20D.

Fex: +49 80 2300 - 4485 Telephona No. +46 B 2398-8563

Nemas and maling address of the ISA: Authorized Officer f
D-90088 Murieh o Marinoni, J-C { ﬁ
Tel. +49 80 2389 - 0 Tx: 523858 epmu d

Form (PCTESAL3Y) (Cover Sheef) (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No ()
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2004:019057

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of the intemational epplication in
the language in which it was filed, unless otherwise indicated under this item.

O This opinion has been established on the basis of a translation from the original language into the following
language ,which is the language of a translation fumished for the purposes of international search
{under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard to any nucleotide andior amino acid sequence disciosed in the imtlemational appiication and
nacsssary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
B asequence listing
D table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
E  In written format
@ in computer readable form
c. time of filingfumishing:
contained in the international application as filed.
D filed together with the inlsmational application in computar readabie form.
® fumished subsequently to this Authority for the purposes af search.

3. B In eddition, In the case that more than one version ar copy of a sequence Nsting andibr table relnupg thereto
has been filed or fumished, the required statemaents thet the information in the subsequent or additional
copies is identical to thet in the application as flled or doas not go beyond the appiication as filed, a8
appropriate, were fumished.

4, Additional comments:

Form PCTISA/237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemnational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2004019057

Box No. !l Priority

1. O The following document has not been furnished:
O copy of the earlier application whoee priority has been claimed (Rule 43bis.1 and 66.7(a)).
O tranglation of the earlier application whose priority has been claimed (Rule 43bés.1 and 66.7(b)).

Consequently it has not been possible to consider the validity of the priority claim. This opinlon has
nevertheless bean established on the assumption that the relevant date is the claimed priority date.

2, 0 This opinion haa been eslablished aa if no priority had been claimed due to the fact that the priority ciaim
has baen found invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposas of this opinion, the intemational
Hiing dale indicated abovs is considered to be the relevani date.

3. O It has nat besn possible to consider the validity of the priority claim because a copy of the priority document
was not available to the ISA at the time that the search was conducted (Rule 17.1). This opinion has
nevertheless been established on the assumption that the relevant date is the claimed priority date.

4. Additional obsarvations, i neceasary:

soe soparate sheet

Form PCTASA/Z57 Glanumry 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAS2004/019057

Box No. lll  Non-esiablishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Indusirial
applicabliity

The questions whether the clasimed invention appears to be novel, to imvolve an inventive step (to be non
abvious), or to be industrially applicable have not bsen examined in respact of:

O the entire intemational appiication,
& ciaims Nos. 43,46-52,55-87 partiatly
becaues:

O 1he said International application, or the said claims Nos.  retals to the following subject matter which
doas not require an intemational praliminary examination (specify).

O the description, claims or drawings (indicate panticulsr elements below) or said clalms Nos.  are 80
unclear that no meangful opinion could be formed (specify).

O the claims, or sald claims Nos. are 80 inadequately supportad by the deacription that no meaningtul opinion
could be formed.

B no intemational search report has been established for the whole application or for saki claims Nos.
43,46-52,55-87 partially

O the nuclectide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form 1 has not been furnished

0 does not comply whih the standard
the computer readableform [  has not been furnished

O does not comply with the standard

O the tables related to the nuclectide andbr amino acid sequence listing, if in computer readabile form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

1 Soee separate gheet for kurther details '..

Form PCTASA/Z37 [January 2004}
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industrial appiicablilty; ciations and explanations supporting such statement

1. Statement
Navelty (N)

(nventive step (IS)

Incustrial applicability {lA)

2. Chations and explanations
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Retem il
Priority

The claimed priority is considered to ba valid for the entire claimed subject-matter.

fe ltem Il 0
Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Industrial "
applicabliity

The method of clalms 43, 46-52, 55-67 encompass methods of treatment of the animal
body by therapy. No examination is required for said subject-matter according to Art.
34(4)(a)(i) and Rule 67.1(v) PCT).

ST -

BRe ttem V

Reasoned statement with regard to noveity, inventive step or Industrial applicability;

citations and explanations supporting such statement

1. The present application relates to fusion proteins comprising a modified GPlba
protein with a valine at position 233 and/or at position 239 and additionally one or |
several of the modifications Y276F, Y278F, Y279F, C65S or K237V one the one I
hand and a Fg region of a wild type immunoglobulin heavy chain on the other hand.

s argmen,

2. Reference is made to the following documents:

D1: WO 02/063003, 15 August 2002

D2: DONG J-F ET AL: "Novel gain-of-function mutations of platelet glycoprotein Ibalpha
by valine mutagenesis in the Cys209-Cys248 disulfide loop: Functional analysis
under static and dynamic conditions® JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,
AMERICAN SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE, MD, US, vol.
275, no. 36, 8 September 2000, pages 27663-27670

D3: MARCHESE PATRIZIA ET AL: "Identification of three tyrosine residues o
glycoprotein |b-alpha with distinct roles in von Willebrand factor and alpha-thrombin
binding" JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, vol. 270, no. 16, 1995, pages
9571-9578

D4: EP-A-0317 278, 24 May 1989 k

D5: KENNY D ET AL: "NATURALLY OCGURRING MUTATIONS IN GLYCOPROTEIN
IBALPHA THAT RESULT IN DEFECTIVE LIGAND BINDING AND SYNTHESIS OF A
TRUNCATED PROTEIN" BLOOD, W.B. SAUNDERS, PHILADELPHIA, VA, US, vol.

1 ey

.

Form PCT/ISA/237 (Separsie Shaet) (Sheet 1) (EPO-Janunry 2004)
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92, no. 1, 1 July 1998, pages 175-183

3. None of the available documents discloge the instant subject-matter of any of claims
1-71, which is therefore considered to be novel.
The subject-matter of claims 1-71 meets the requirements of Art. 33(2) PCT
concerning novelty.

—_ry

4. Claims 1-6, 10, 12 and 68-71 are directed to proteins which are merely defined by a
result to be achieved. The claims lack clarity (contrary to Art. 6 PCT). Furthermore ;;
the mere recitation of a result to be achieved without a clear tachnical feature
necesssary to obtain said result cannot be considered as involving an inventive step,
contrary {o Art. 56 EPC.

Claims 1-6, 10, 12 and 88-71 therefore do not meet the requiremenis of Art. 56 EPC
concerning inventive step. |

o

ko LA

5. Claim 7 defines that the protein of claim 6 (a GPlb-alpha protein having lowered X
affinity for alpha-thrombin compared to the GPIb-alpha protein of SEQ ID No. 1 or 2)
comprises at least one of the substitutions (not "substations” as incormrectly stated in
claims 7 and 8) Y276F, Y278F and Y279F. l
The closest prior art is considered to be D1. '
D1 discloses fusion proteins consisting of GPIb-alpha protein having substitution
233V and/or 239V (i.e. the proteins of SEQ ID No. 1 and 2 respectively in the present
application) on the one hand and a Fc region of a wild type immunoglobuiin heavy
chain on the other hand, multimeric complexas comprising the same, pharmaceutical
compositions comprising the same, and their use in methods of inhbiting adherence
of blood cells to a biological fissue and in methods of treating a disorder associated
with platelet activation. Furthermore, D1 claims such fusion proteins that are more
resistent to proteolysis that a wild type GPIb-aipha (claim 6) and relers to the prior art
to state that tryptic cleavage sites in the GPIb-alpha protein are well-known (p.9, lines
18-22). Optionally, D1 foresees the use of a signal sequence (see p 11, lines 25-27).
in view of D1, the technical problem underlying the present application resides inthe ;.
provision of improved GPIb-alpha-Fc fusion proteins. 3
D2 discloses several mutants of GPIb-alpha, including the K237V mutant, and their
benefit resulting in spontaneous (i.e. increased) vWF binding. Position K237 was

Form PCTASA/ZS7 (Separate Sheet) (Shest 2) (EPO-January 2004)
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additionally known in the art to be a site of tryptic cleavage resulting in a GPIb-alpha
consisting of two-chains held together by a disulfide bond. Said two-chain GPlib-alpha
inhibits completely the ristocetin-mediated binding of vWF to platelets (see D4, p. 5,
line 57-page 6, line 8), meaning that said cleavage is detrimental to the optimal
activity of a recombinant GPIb-alpha.

The skilled person wanting to produce improved versions of recombinant GPIb-alpha
or GPIb-alpha-Fc fusion proteins as in D1 would consider modifying GPlIb-alpha at
position 237 {o avoid cleavage by introducing the K237V subsitution of D2 that resulis
in improved properties.

D3 discloses recombinant formas of GPlb-alpha having subsitutions Y276F, Y278 F
and/or Y279F. Said proteins have improved properties compared to wild type GPIb- "
alpha in that they display markedly reduced or absent binding to alpha-thrombin but

have similar binding properties to VWF as wild type GPib-alpha, both properties being
advantageous in therapy.

The skilled person wanting to produce improved versions of recombinant GPIb-alpha

or GPIb-alpha-Fc fusion proteins as in D1 would consider modifying GPib-alpha at
position 276, 278 and/or 279 to abtainGPIb-alpha with markedly reduced or absent
binding of alpha-thrombin by introducing the Y276F, Y278F and/or Y279F

subsitutions of D3 that results in improved properties.

The subject-matter of claims 7-8, 13-15, 17-19, 21-87 therefore does not meet the
requirements of Art. 33(3) PCT concerning inventive step.

6. None of the available documents discloses GPIb-alpha mutants having the mutation [,
C65S. D5 merely discloses a natural mutant of the protein having a C85R substitution
that is causative of Bemard-Soulier syndrom but fails to disclose the incidence of this
substitution on the aggregation of the protein.

Therefore, it is considered tha the subject-matter of clalms 11, 16 and 20 meets the
requirements of Art. 33(3) PCT conceming inventive step.

=Ty

7. htisfurther noted that the expression "or a conservative variant thereof” does not
restrict the claimed subject matter as to allow a clear definition of the subject-matter
for which protection is sought, contrary to Art. 6 PCT.

Form PCTASA/Z3T (Separute Sheet) {Sheet 3) (EPO-Jenusry 2004)
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POLIPEPTIDOS DE FUSION VARIANTE ALFA IB DE GLICOPROTEIMA DE

PLAQUETA Y METODOS DE USO DE ESTOS

ANTECEDENTES DE LA INVERCION

Los efectos deletéreos de destrdenes vasculares asociados
tales como apoplejia, ataque de corazén, y arteriosclerosis
se cree se originan, al menos en parte, por 1la accién
inapropiada de una infiamacién vascular y respuesta
reparadora. La inflamacién vascular y la respuesta reparadora
involucran interacciones adhesivas entre varios tipos de
células normalmente encontradas circulando libremente en 1la
sangre. Ejemplos de tales interacciones incluyen aquellas que
pueden ocurrir entre plaquetas, leucocitos y la pared
interior de los vasos sanguinecs (es decir, el endotelio
vascular). Bajo condiciones de esfuerzo cortante de alto
fluido, las plaquetas se adhieren al endotelio por via de una
interaccién entre el complejo ib~IX-V(GP) de glicoproteina
sobre su superficie y el factor Willerbrand (vWF) presente en
el subendotelio del vaso expuesto. Adicionalmente, las
plaquetas que se adhleren al endotelic vascular se pueden
unir y capturar plaquetas que circulan libremente por via de
sujecién mediada por vWF, permitiendo el crecimiento de los

trombos a través de capas sucesivas de plaquetas. La cadena

GPIba del complejo GPIb-IX~V también puede facilitar la unién



"
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de la a-trombina a la superficie de la plaqueta, mejorando el

clivaje mediado por trombina del GPV y los receptores

activados por proteasa (PAR).

En contraste, los leucocitos se pueden adherir al endotelio
activado ya sea directamente, o indirectamente mediante una
primera adheslién a las plaquetas vWF- inmovilizadas. En ambas
instancias, las moléculas de superficle de célula de
leucocito que se unen a las clases de integrina o selectina
de receptores de adhesién median estos eventos de adhesiém.
Se cree que la adhesién de leucocito-plaqueta ocurre en parte,
por via de interaccién del componente GPlb y la molécula
integrina de superficie de leucocito Mac I del complejo GPIb-

IX-V de superficie de plaqueta.

En respuesta a los disturbios vasculares tales como ruptura
de la placa arterioesclerética o lesién mecénica, por ejemplo,
tal como la originada por angioplastia, colocacién de stents,
procedimientos de bypass cardiopulmonar, dafio isguémico o
estenosis, los leucocitos y plaquetas se pueden acumular en
un sitio de lesibén vascular y suministrar miltiples sustratos
adhesivos el uno al otro. Esta acumulacién de leucocitos y
plaquetas conducen a 1la produccién local de factores que
incluyen, por ejemplo, mitégenos, citoquinas y quimoquinas,
que originan 1la progresién deseada adicional de una

enfermedad vascular.
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Los polipéptidos terapéuticos que incluyen una reqgién de
unién vWHF derivada de GPIba se han descrito. Uno de tales
polipéptidos se basa en una secuencia que contiene dos
sustituciones de aminodcidos (G233Vv M239V) en la secuencia de
aminoAcide GPIba humano tipo silvestre. Una proteina de
fusién Ig que contiene 290 aminodcidos del dominio de unién
vWF extracelular de su variante (nombrada GPIb2V-Ig) de su

variante inhibe la trombosis arterial coronaria.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién suministra polipéptidos variantes 1Iba de
glicoproteina mejorados que son Gtiles como agentes
terapéuticos para tratar desérdenes vasculares. En varias
modalidades, las variantes muestran agregacién reducida,
estabilidad mejorada, unién reducida a trombina, o dos o mis
de estas propiedades. Un usc para los polipéptidos variantes
de proteina Ib-a de glicoproteina es como una proteina de
fusién para tratar condiciones vasculares asocladas con
inflamacién vascular, trombosis, arterioesclerosis y atenosis

relacionada con angloplastia.

En un aspecto, las uniones de polipéptido con afinidad
reducida a o trombina relacionadas con la unién a o trombina

de un polipéptido que incluye la secuencia de aminodcido de
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ocurrencia natural de GPIba (ID de Sec. No.:1) humana o un
polipéptido, denominado GPIb2V (ID de Sec. No.: 2), que
incluye las sustituciones de aminoAcido G233V Y M239V
relacionadas con la secuencla de aminocdcido de la ID de Sec.
No.: 1. Cuando el polipéptido se une con baja afinidad a la
trombina, se hace mAs disponible para la formacién de trombos,
Yy el sangradoc indeseable en un sujeto se minimiza. Ejemplos
de polipéptidos que muestran unién de trombina reducida son
polipéptidos que incluyen 1, 2, o 3 de las sustituciones de
aminodcidos Y276F, Y278F, Y279V, © una variante conservadora
de estos, relacionada c¢on 1la secuencia de aminodcido

relacionado con la ID de Sec. No. 1 ¢ ID de Sec. No.:2.

En algunas modalidades, la agregacién del polipéptido se
reduce en relacién con la agregacién de un polipéptido que
incluye la secuencia de aminodcido de la ID de Sec. No.l o ID
de Sec. No.:2 humana. En algunas modalldades, se observa
agregacién reducida durante la sintesis del polipéptido en
una célula. Un ejemplo de un polipéptido que muestra
agregaclién reducida es un polipéptide gque incluye la
sustitucidn de aminodcido C653, o una variante conservadora
de esta, relacionada con 1la secuencia de aminodcido

relacionado con la ID de Sec. No.:1 o ID de Sec. No.:2.

En algunas modalidades, el polipéptidoc es mAs resistente a la

proteélisis que un peolipéptido que incluye la secuencia de




WO 2004/111089 5 PCT/US2004/019057

aminodcido de la ID de Sec. No.:1 o la ID de Sec. No.:2. Un
ejemplo de tal polipéptido es un polipéptido que incluye la
sustitucién de aminoécido K237V, o una variante conservadora
de esta, relacionada con la secuencia de aminoacido de la ID

de Sec. No.:1 o de la ID de Sec. No.:2.

Ejemplos de polipéptidos adecnados son aquellos gque tienen
las sigquientes sustituciones secuencias de aminoAcidos
relacionadas con la secuencla de aminoidcido de la ID de Sec.
No.l1 o de la ID de Sec. No.:2: Y276F, Y276F K237V, Y276F C65S,
Y276F Y278F Y279F, Y276F Y278F Y279F K237V y Y276F Y278F

Y279F K237V C65S.

Los polipéptidos de la invencién se pueden suministrar como
proteinas de fusién. Por ejemplo, la proteina de fusién Iba
glicoproteina puede incluir un primer polipéptido, que
comprende al menos una regidn de variante de polipéptido Iba
glicoproteina, ligada a un segundo pollipéptido. En algunas
modalidades, el segqundo polipéptido forma un multimero, por
ejemplo, un dimero. En algunas modalidades, el segundo
polipéptido incluye al menos una regién de un polipéptido de

inmunoglobulina.

También se suministra mediante la invencién un acideo nucleico
que codifica el polipéptido variante Iba glicoproteina asi

como también vectores, células y métodos para expresar el
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polipéptido variante Iba glicoproteina que utiliza A&cidos
nucleicos que <codifican el ©polipéptido variante Iba
glicoproteina. La invencién 1incluye adicionalmente un
polipéptido de fusién variante Iba glicoproteina que codifica
dcido nucleico, asi como también un vector que contiene
dcidos nucleicos que codifican polipéptidos de fusién Iba

glicoproteina descritos aqui y una célula que contiene los

vectores o Acidos nucleicos descritos aqui.

También se suministra mediante la invencié4n un método para
inhibir la adhesién de leucocitos a un tejldo biolégico al
poner en contacto un leucocito con un polipéptido de fusién
Iba glicoproteina. El leucoclto es puesto en contacto en una

cantidad suficiente para inhibir la adherencia del leucocito

y del tejido biolégico.

En otro aspecto, la invencién suministra un método para
tratar un desorden asociado con la activacién de plaquetas.

El método incluye administrar a un sujeto una cantidad

efectiva de un polipéptido de fusién Iba glicoproteina.

También se incluyen en la invencién composiciones
farmacéuticas que incluyen polipéptidos variantes Iba

glicoproteina, o polipéptidos de fusién variante Iba

glicoproteina.
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A menocs que se defina otra cosa, todos 1los términos
cientificos y técnicos aqui tienen el mismo significado como
se entenderd cominmente por una persona experta en la materia
a la cual esta invencién pertenece. Aunque los métodos vy
materiales similares o equivalentes a aquellos descritos aqui
se pueden utilizar en la practica o ensayo de la presente
invencién, métodos y materliales adecuados se describen
adelante. Todas las publicaciones, solicitudes de patente,
patentes, y otras referencias mencionadas aqui se incorporan
como referencia en su totalidad. En caso de conflicto, la
presente descripcién, incluye definiciones, que las
controlardn. Adicionalmente, los materiales, métodos, vy

ejemplos se llustran solo y no pretenden ser limitativos.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién serén
evidentes a partir de la siguiente descripcién detallada, y

de las reivindicacicnes.

BREVE DESCRIPCION DE 108 DIBUJOS

La Figura 1 es una grifica que muestra la inhibicibén de
quimeras GPIba en agregacién de plaquetas humanas inducidas
por ristocetina. Se muestra la transmitancia de luz (eje-y)
para las quimeras GPIba tipo silvestre (“Normal”), y GPIb-Ig

WT, GPIba-290/2V-Ig, GPIba-290/2V/FFF-Ig.
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La Figura 2 es una grdfica que muestra 1la eficacia
antitrombética de las gquimeras GPIba en un modelo Folt.

Canino de trombosis coronaria (eje y: sangre LCX).

La Figura 3 es una gridfica que muestra la inhibicién de la
funcién de plaqueta mediante GPIb/290/2v-Ig y
GP1b/290/2V/FFF-Ig en un modelo canino para trombosis

coronaria evaluado por PFA-100.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVEMCION

Los polipéptidos derivados de Iba glicoproteina con unién
reducida a la alfa trombina, agregacién reducida y/o
resistencia incrementada a la protedllisis de acuerdo con la
invencién son (Gtiles como agentes terapéuticos en, por
ejemplo, tratamiento de varias condiciones que benefician al
inhibir la unién de células de plagquetas activadas a VvWF en
células vasculares. En algunas modalidades, los polipéptidos

se suministran como proteinas de fusién-

Las variantes de proteina de la invencién con trombina
reducida que se unen ventajosamente resultan en reducciédn de
sangrado. lLa unién de la trombina al receptor GPIba de
plagqueta es necesario para coagulacién. La unién de 1la

trombina a un GPIb soluble terapéutico puede aumentar el
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sangrado in vivo al secuestrar la trombina lejos del receptor
GPIba de plaqueta, reduciendo asi la agregacién de plaquetas
inducida por trombina. Asi, las variantes de trombina que
muestran afinidad reducida para hacer que la trombina esté
disponible para interactuar con el receptor GPIba de plaqueta,

que en cambio promueve la coagulacién.

Un polipéptido adecuado incluye una secuencia de aminoacido
con 1 a 15 sustituciones de aminoacidos, eliminaciones o
inserciones relacionadas con aminodcidos en la regién entre,
e incluye aminocidcidos 65-2-79 de una secuencia de proteina
GPIba humana de ocurrencia natural mostrada en la ID de Sec.
No.:1, adelante, o de la variante GPIb2V, cuya secuencia de
aminoAdcido se muestra en la ID de Sec. No.:2, adelante. En
una o mids modalidades, el polipéptido tiene uno o mis de las
siguientes actividades: (i) unién de afinidad reducida a la a
trombina relacionada con la unién de una a trombina a un
polipéptidd que incluye una secuencia de un aminodcido de 1la
ID de Sec. No.:1 o de la ID de Sec. No.:2 humana; ({ii)
agregacién reducida relacionada con la agregacién de un
polipéptido que incluye la secuencia de un aminodcido de la
ID de Sec. No.:1 o de la ID de Sec. No.:2; o (iii)
resistencia incrementada a la proteélisis relacionada con un

polipéptido que incluye la secuencia de aminodcido de la ID

de Sec. No.:1 o de la ID de Sec. No.:2.
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Mientras no se desea estar ligado por la teoria, se cree que
estas propiedades se basan en los resultados de sustituciones
en regiones objetivo en la secuencia de polipéptido de la
variante GPIb2V (ID de Sec. No.:2). El cambio de residuo de
cisteina a serina en la posicién 65 (es decir, C65S) conduce
a la inhibicién de la segregaciétn de la molécula GPIba, en
particular durante un proceso de producciédn recombinante. Los
residuos de tirosina encontrados en las posiciones 276, 278,
y 279 en la secuencia de tipo silvestre son modificados
translacionalmente en forma normal a sulfotirosina, la cua;
crea una interaccién electrostitica anibénica con 1la a
trombina. La eliminacién selectiva de estos residuos de
tirosina al  <convertirlos a fenilanilina {es decir
sustituciones Y276F, Y278F, Y279F) reduce la unién a la a
trombina (Marchese et al., J.Biol.Chem. 270:9571-78),
mientras que retiene la uniétn deseada a 1la vWF. Una
sustitucién de lisina por valina en la posicién 237 evitard
la proteélisis durante el proceso de produccién recombinante.
Un fragmento de Secuencia de aminoclcido 290 de una cadena
GPIbaa de glicoproteina humana de ocurrencia natural se

establece adelante:

HPICEVSKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPKDTT I LHLSENLLYTFSLATLMPYTRLTQLNLDRCEL
TKLQVDGTLPVLGTLDLSHNQLQSLPLLGQTL PALTVLOVS FNRLTSLPLGALRGLGELQEL YLKGN
ELKTLPPGLLYTPTPKLEKLSLANNNLT ELPAGLLNGLENLDTLLLQENSLYTT PKGFFGSHLLPFAF
LHGNPWLCNCEI LY FRANLODRAENYYVWKQGVDVKAMT SNVASVQCDNSDKFRVYKYPGKGCPTLG
DEGDTDLYDYYPEEDTEGDKVR 11 4o (Sec. No: 1)
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La secuencia de aminodcido de 1la varliante GPIb2V se
suministra adelante como la ID de Sec. No.:2. Esta variante
también se discute en la solicitud de patente U.S. nimero de

publicacién 20030091576, y su contraparte WO 02/063003.

HPICEVSKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPKDTTILHLSENLLY TFSLATLMPYTRLTQLNLDRCEL
TKLQVOGTL PVLGTLDLSENQLOSLPLLGOTL PALTVLOVEFNRLT SLPLGALRGLGELQEL YLKGN
ELKTLPPGLLT PTPKLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLDTLLLQENSLYTI PKGFFGSHLLPFAF
LAGNEPWLCNCEILYFRRWLQDNAENVYVWRQVVDVKAVI SNVASVQC DN SDKFPVYKY PGRGCPTLG
DEGDTDLYDYYPEEDTEGDKVR ID de (s.c_ Ho: 2,

En algunas modalidades, el polipéptido no tiene més de 12
sustituciones, inserciones, o eliminaciones relacionadas con
la secuencia de aminodcido de la ID de Sec. No.:1l o la ID de
Sec. No.:2. Por ejemplo, esta puede tener 10, 8, 7, 6, 5, o
menos sustituciones, inserciones, o eliminaciones
relacionadas con la secuencia de aminodcido de la ID de Sec.
No.l o de la ID de Sec. No.:2. En algunas modalidades, las
sustituciones, inserciones, o eliminaciones estdn en la

reglén entre los aminodcidos 65 y 279, inclusive.

En algunas modalidades, 1las uniones de polipéptide con
afinidad reducida a la alfa trombina relacionadas con la
unién a la alfa trombina de un polipéptido que incluye la
secuenclia de amino4cido ID de Sec. No.:1 o de ID de Sec.
No.:2. Ejemplos de polipéptido que muestran unién reducida
son polipéptidos que incluyen uno, dos, o tres de las

sustituciones de aminodcido Y276F, Y278F, Y279V, o una
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variante conservadora de estos, relacionadas con 1las
secuencias de aminodcidos de la ID de Sec. No.: 1 o de la ID

de Sec. No.:2.

En algunas modalidades la agregacidén de los polipéptidos es
relativamente reducida a la agregacién de un polipéptido que
incluye la secuencia de aminodcido de Sec. No.: 1 o de la ID
de Sec. No.:2. En algunas modalidades, la agregacidn reducida
se observa durante la sintesis de un polipéptido en una
célula. Un ejemplo dg un polipéptido que muestra agregacién
reducida es un polipéptido que incluye la sustitucidén de
aminodcido €658, o0 una variante conservadora de esta,
relacionada con la secuencla de aminoidcido de Sec. No.: 1 o

de la ID de Sec. No.:2.

En algunas modalidades, el polipéptido es mis resistente a la
proteblisis que un polipéptido que incluye una secuencila de
aminodcido de la ID de Sec. No.: 1 o de la ID de Sec. No.:Z.
Un ejemplo de tal un polipéptido es un polipéptido que
incluye un aminoacido de sustitucién K237V, o una variante
conservadora de este, relacionado con la secuencia de

aminodcido de la ID de Sec. No.: 1 o de la ID de Sec. No.:2.

En algunas modalidades, el polipéptido incluye una secuencia
de aminodcide con uno a 10 sustituciones de aminoédcido,

inserciones, o eliminaciones relacionadas con los aminoAcidos



WO 2004/111089 13 PCT/US2004/019057

1-290 de la ID de Sec. No.: 1 o de la ID de Sec. No.:2, dado
que al menos una de las sustituciones de aminoAcido es C65S,

K237V, Y276F Y278F, Y279F, K237V.

Ejemplos de polipéptidos adecuados son aquellos que tienen
las siquientes sustituciones de aminodcidos relacionadas con
la secuencia de aminodcidos de la ID de Sec. No.: 1 o de la
ID de Sec. No.:2: Y276F, Y276F K237V, Y276F C65S, Y276F Y278F

Y279F, Y276F Y278F Y279F K237V y Y276F Y278F Y279F K237V C65S.

La invencién también incluye polipéptidos con uno o més, por
ejemplo, 2, 3, 5, 6, 8, 10, 15 o mas sustituciones de
aminoacido en polipéptidos derivados de secuencias de IBa
glicoproteina en adicién a aquellas correspondientes a la ID
de Sec. No.: 1 y ID de Sec. No.:2, Estos incluyen, por
ejemplo, GPIb 302 (ID de Sec. No.: 3}, GPIb302/2A(ID de Sec.

No.:4) GPIb/4X (ID de Sec. No.:5), y GBIb290/1A (ID de Sec.

No.: 6).

HPICEVBKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPRKDTTILHLSENLLY TFSLATIMPYTRLTQLNLDRCEL
TRLQVDGTLPVLGTLDLIHNQLQSLPLLGQTLPALTVLDVSFNRLTSLPLGALRGLGELQELYLKGN
ELKTLPPGLLTPTPKLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLDTLLLQENSLYT I PKGFFGSHLLPFAF
LHGNPNLCNCEILY FRRWI;QDNAENV!VHKQGVDVMSIWBSVQCDNSDKEMHPGKGCPTLG

DEGDTDLYDYYPEEDTEGDRVRATRTVVKFPTKA ID de (8ec. No: 3)

HPICEVSKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPKDTTILHLSERLLYTFSLATIMPYTRLTQLNLDRCEL
TKLQVDGTLPVLGTLDLSHNOLOSLPLLGOTLPALTVLDVSFNRLT SLPLGALRGLGELQELY LKGN
ELKTLPPGLLTPT PRLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLOTLLLOENSLYTI PKGFFGSHLLPFAF
LHGNEHLCNCEILYEBRHLQDNAENV!VWKQGVDVKAHTSNVASVQCDNSDKEEV!K!PGKGCETLG

DEGDIDLYDYYPEBEDTEGDKVAATATVVKFPTKA ID da (Sec. No: 4)
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HPICEVSKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPKDTTILHLSENLLYTFSLATLMPYTRLTQLNLDRCEL
TKLQVDGTLPVLGTLDLSHNQLQS LPLLGQTLPALTVLDVS ENRLT SLPLGALRGLGELQELYLKGN
ELKTLPPGLLTPTPKLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLDTLLLOENSLYTI PKGFFGSHLLPFAF

LHGNPWLCNCEILYFRRWLQDNAENVYVWKQVVDVKAVTSHVASVQCONS DKF PVKYPGKGCPTLGD
EGDTDLYDYYPEEDTEGDKVAATATVVKFPTKA 1D de (Sec. No: 5)

HPICEVSXKVASHLEVNCDKRNLTALPPOLPKDTTYLHLSENLLYTFSLATLMPY TRLTQLNLDRCEL
TKLOVDGT LPVLGTLDLSHNQLQSLPLLGOTL PALTVLDVS FNRLTS LPLGALRGLGRLOELYLKGN
ELKTLPPGLLTPTPKLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLDTLLLQENSLYTI PKGFFGSHLLPFAF

LHGNPWLCRCEILYFRRWLOQDNAENVYVWKQGVDVARMT SNVASVQCDNSDKFPVYKY PGRGCPTLG
DEGDTDLYDYYPEEDTEGDRVR Ip de (Sec. No: 6)

QATEYEYLDYDFLPETEPPICEVSKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPKDIT ILHLSENLLY TFSLAY
IMPYTRLTQLNLORCELTKLOVDGTLPVLGTLDLSHNQLOSLPLLGQTLPALTVL.DVS FNRLTSLPL
GALRGLGELQELYLKGNELKTLPPGLLT PTPKLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLDTLLLQENSL
YT1PKGFFGSHLLEFAFLHGNPWLCNCEILY FRRRLQDNAENVYVWKOVVDVKAVTSNVASVQCDNS
DXFEVYXY PGRKGCPTLGDEGDTDLYDYYPEEDTEGDKVR ID de (Sec. No: 7)

Una variante de proteina glicoproteina se puede suministrar
como parte de una proteina de £fusién. Por ejemplo, las
proteinas de fusiobn proteina-inmunoglobulina Iba
glicoproteina son dtiles para inhibir 1la adherencia de
plaquetas y leucocitos a tejidos biolégicos, tales como por
ejemplo el endotelio vascular. Las proteinas de fusién de la
invencién, o 4cidos nucleicos que codifican estas protelnas
de fusién, se pueden incorporar en composiciones
farmacéuticas y administrar a un sujeto para inhibir una
interaccién entre un ligando Iba glicoproteina (tal como

Factor Willebrand, Mac-1), P-selectina o trombina) y una

proteina Iba glicoproteina en la superficie de una célula,
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tal como una plaqueta: La inhibicién de la unién suprime la
agregacién de la plaqueta mediada por proteina Iba

glicoproteina y asociada con la sefial de transduccién in vivo.

Las proteinas de fusién de inmunoglobulina-proteina Iba
glicoproteina se pueden utilizar para modular .la
blodisponibilidad del ligando con un cognato proteina Iba
glicoproteina. lLa inhibicién de la interaccién de proteina
Iba glicoproteina ligando proteina Iba glicoproteina es 1til
terapéuticamente para, entre otros, el tratamiento de

inflamacién vascular y otros desérdenes vasculares asociados

con la activacién de plaquetas.
Polipéptidos de Fusién Iba variante Glicoproteina

En varios aspectos la invencién suministra proteinas de
fusién que incluyen un primer polipéptido que contienen al
menos una porclén de una variante polipéptido 1Iba
glicoproteina ligado operativamente a un segundo polipéptido.
Como se utiliza aqui, wuna ‘“proteina de fusién” Iba
glicoproteina o "“proteina quimérica” incluye al menos una
porcién de una variante de polipéptido 1Iba glicoproteina
ligada operativamente a un polipéptido Iba sin glicoproteina.
“Un polipéptido Iba glicoproteina” o “variante de polipéptido

Iba glicoproteina” se refiere a un polipéptido que tiene una
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secuencia de aminodclido que corresponde al menos a una
porcién de un polipéptido Iba glicoproteina, mientras gue, un
“polipéptido Iba sin glicoproteina” se refiere a un

polipéptido que tlene una secuencla de aminodcido que

corresponde a una proteina que no es sustanclalmente homéloga
a la proteina Iba glicoproteina, por ejemplo una proteina que
es diferente del polipéptido Iba glicoproteina o fragmento y
que se deriva de la misma o de un organismo diferente. Dentro
de una proteina de fusién Iba glicoproteina el polipéptido
Iba glicoproteina puede corresponder a todos © a una porcién

de proteina Iba.

En una modalidad, una proteina de fusién Iba glicoproteina
comprende al menos una porcién bioldégicamente activa de una
proteina Iba glicoproteina. En otra modalidad, una proteina
de fusién Iba glicoproteina comprende al menos dos porciones
biolégicamente activas de una proteina Iba glicoproteina. En
ain otra modalidad, una proteina de fusién Iba glicoproteina
comprende al menos tres porclones biolbdgicamente activas de
una proteina Iba glicoproteina. Dentro de la proteina de
fusién, el término “ligado operativamente” se pretende que

indique que el primer y segundo polipéptido se liguen en una

forma que permita al menos una fusibn asociada con un

polipéptido 1Iba glicoproteina. Cuando se wutiliza para
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referirse a acidos nucleicos que codifican un polipéptido de
fusién Iba glicoproteina, el término ligado operativamente
significa que un Aacldo nucleico que codifica el polipéptido
Iba glicoproteina y el polipéptido Iba sin glicoproteina se
fusionan en estructura el uno al otro. El polipéptido Iba sin
glicoproteina se puede fusionar al N-terminal o C-terminal

del polipéptido Iba glicoproteina.

En una modalidad adicional, 1la proteina de fusién Iba
glicoproteina se puede ligar a uno o mas porciones
adicionales. Por ejemplo, 1la proteina de fusién Ibam
glicoproteina puede estar adicionalmente ligada a una
proteina de fusién GCT en la que la secuencia de proteina de
fusién Iba glicoproteina se fusionan al C-terminal de las
secuencias GST (es decir, S-transferasa glutationa). Tales
proteinas de fusién pueden facilitar la purificacién de la

proteina de fusién Iba glicoproteina.

En otra modalidad, 1la proteina de fusién incluye una
secuencia de sefial heteréloga, (es decir una secuencia de
polipéptido que no estd presente en un polipéptido codificado
por un Acido nucleico Iba glicoproteina) en su N-terminal.
Por ejemplo, la secuencia de seflal Iba glicoproteina nativa
puede ser removida y remplazada con una secuencla de seﬂal. de

otra proteina. En ciertas células huésped (por ejemplo,
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células huésped de mamifero), la expresidn y/o secrecibén de
Iba glicoproteina se puede incrementar a través del uso de
una secuencia de seflal heterdloga. Una secuencia de seflal
representativa es MPLLLLLLLLPSPLHP (ID de Sec. No.:8). Otra
secuencia de seflal representativa es MPLOLLLLLILLGPGNSLQL
WDTWADEAEKALGPLLARDRR. (ID de Sec. No.:9). Si se desea, uno o
mds aminodcidos pueden gser insertados adicionalmente entre la
primera porcién de polipéptido que comprende la porcién GP

Iba y la segunda porcidn de polipéptido.

Una proteina de fusién o quimérica de la invencién se puede
producir mediante técnicas de ADN recombinante estandar. Las
secuencias de Acido nucleico que codifican polipéptidos GPIba,
asi como también las secuencias de aminodcidos de estos
polipéptidos, de los cuales la variante de polipéptido GPIba
variante se construyen se describen en la W002/063003, los

contenidos de los cuales se incorporan aqui como referencia

en su totalidad.

Por ejemplo, los fragmentos de ADN para las secuencias
variantes de polipéptido se ligan Jjuntos en estructura de
acuerdo con técnicas convencionales, por ejemplo, al emplear
términos de extremo despuntado o extremo cohesivo para
ligacién, restricclén de digestién de enzima para suministrar
el término apropiado, llenado de extremos cohesivos segin sea

apropiado, tratamiento de fosfatasa alcalina para evitar
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unién indeseada, y ligacidén enzimAtica. En otra modalidad, el
gen de funcién puede ser sintetizado mediante técnicas
convencilonales que incluyen sintetlzadores de ADN
automatizados. Alternativamente, la amplificacién de los PCR
mediante fragmentos de gen se pueden llevar a cabo al
utilizar iniciadores de anclaje gue elevan a sobresalientes
complementarias entre dos fragmentos de gen consecutivos gue
pueden posteriormente ser recocidas y reamplificadas para
generar una secuencia de gen quimérico (ver, por ejemplo,
Ausubel et al. (eds.) CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY,
John Wiley & Sons, 1992). Mas atn, muchos vectores de
expresién estdn disponibles comercialmente que codifican una
porcién de fusién (por ejemplo, una regién Fc de una cadena
pesada de inmunoglobulina). Un é4cido nucleico gque codifica
Iba glicoproteina puede ser clonada en un vector de expresién
de tal forma que la porcién de fusidn se liga en estructura a

la proteina de inmunoglobulina.

Los polipéptidos de fusiédn Iba glicoproteina pueden existir
tales como oligémeros, como dimercs o trimeros. En algunas

modalidades, el polipéptidos de fusién Iba glicoproteina es

un dimero.

En algunas modalidades, la porcién de polipéptido Iba se

suministra como un polipéptido GPIba variante que tiene una
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mutacién en la secuencia GPIba de ocurrencia natural {tipo
silvestre) que resulta en mayor afinidad (relacionada con la
secuencia no mutada) de unién del polipéptidos GPIba a una
molécula de superficie celular de leucocito. Por ejemplo, el
polipéptido mutante se puede unir con mayor afinidad a un
factor Willebrand (vWF). Esta reactividad incrementada, o
hiperesponsivo puede ser evaluada utilizando bajas
concentraciones de ristocetina. Alternativamente, cualquier
otro medio adecuado para determinar la reactividad del
polipéptido con vWF también se puede utilizar para
identificar polipéptidos que son “mids” reactivos con vWF, es
decir, mds reactivos que el GPIba tipo silvestre de
ocurrencia natural. Ejemplos de variantes de polipéptido
GPIba que se unen con mayor afinidad a variantes GPIba que
incluyen vWF que incluyen alteraciones de secuencia en 1la
regién de articulacién de un polipéptide GPIba. La regién de
articulacién se define como la regién que incluye los
residuos 220 a 310 y se reporta por ser el sitioc de mayor
unién para vWF con el polipéptido GPIba. Las mutaciones en la
reglén de articulacién incluye aquellas en el residuo 233,
que en el GPIba tipo silvestre codifica glicina. Un ejemplo
de sustitucién adecuada es una en la que la glicina en la
posicién 233 se remplaza con valina (es decir G233V). Un
segundo sitlio para la mutacién en la regidén de articulacién

estd en el residuo 239, la cual en GPIba de tipo sllvestre
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codifica metionina. Una sustitucién de valina por metionina
239 es una sustitucién representativa, pero otros aminoacidos
también pueden ser sustituidos. Adicionalmente, las variantes
de regién de articulacién de polipéptidos GPIba adecuados
para uso en un polipéptido de fusién de la presente invencién
tienen mutaciones en posiciones de residuo 233 y 239. (ver
por ejemplo, Dong et al., JBC 275:36 27663-27670 (2000)) Asi,
la invencién incluye proteinas de fusién que tienen una
sustitucién en la posicién 239, es decir, una sustitucién
M239V de un polipéptido GPIba variante. También dentro de la
invencién hay wuna proteina de fusidén que tiene una
sustitucién en la posicién 233, por ejemplo, G233V, y una
proteina de fusién que incluye un polipéptido GPIba variante

composiciones en 233 y 239, por ejemplo una sustitucién G233V

y M239V.

En algunas modalidades, el primer polipéptido incluye un

polipéptido GPIba de longitud completa. Alternativamente, el

primer polipéptido comprende menos del polipéptido GPIba de
longitud completa. Por ejemplo, el primer polipéptido es de
menos de 600 aminodcidos de longitud, por ejemplo, menos o
igual que 500, 250, 150, 100, 50, o 25 aminodcidos de

longitud.

En algunas modalldades, el segundo polipéptido es soluble. En

algunas modalidades, el segundo polipéptido mejora la vida

— TR L T L ApaEn
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media, por ejemplo, la vida media del suelo {del polipéptido
ligade). En algunas modalidades, el segundo polipéptido
incluye una secuencia que facilita 1la asociacién del
polipéptide de fusién con un segundo polipéptido GPIba. En
algunas modalidades, el segundo polipéptido incluye al menos
una regién de polipéptido inmunoglobulina. El1 polipéptido de
fusién inmunoglobulina se conoce en la técnica y se describe
en por ejemplo, las patentes U.S. No. 5,516,964; 5,225,538;

5,428,130; 5,514,582; 5,714,147; y 5, 455,165.

En algunas modalidades, el segundo polipéptido comprende un
peolipéptido inmunoglobulina de longitud completa.
Alternativamente, el segundo polipéptido comprende menos del
polipéptido inmunoglobulina de longitud completa, por ejemplo,
una cadena pesada, cadena liviana, Fab, Fab2, Fv, o Fc. Por
ejemplo, en algunas modalidades el segundo polipéptido
incluye la cadena pesada de un polipéptido inmunoglobulina.
En modalidades adicionales, el segundo polipéptido incluye la

regién Fc de un polipéptido inmunoglobulina.

En otro aspecto de la invencién, el segundo polipéptido tiene
menos funcién efectora que la funcién efectora de una regién
Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina de tipo silvestre.
La funcién efectora incluye por ejemplo, el receptor de unién
Fc, la fijacién complementaria y actividad de eliminacién de

célula T (ver, por ejemplo, patente U.S. No. 6,136,310). Los
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métodos para ensayar la actividad de eliminacién de la célula
T, funcién efectora Fc y estabilidad de anticuerpo se conocen
en la técnica. En una modalidad el segundo polipéptido tiene
bajo o no tiene afinidad para el receptor Fc. En una
modalidad alternativa, el segundo polipéptido tiene baja o no

tiene afinidad para el complemento de proteina Clgq.

Una segunda secuencla representativa de polipéptido incluye
la sgecuencia de aminodcido de ID de Sec. No.:10. Esta
secuencia incluye una regién F¢. Los aminodcidos subrayados
son aquellos que difieren del aminoAcido encontrado en la
posicién correspondiente de la secuencia de inmunoglobulina

tipo silvestre.

HYCPRCPAPEALGAPSVELIPPKPXDTLNISRY PEVICYVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
WBWMMHQMNGKEWSMWPIWIBWGOE“EQMLEPSREMLTC
LVKGFYPSDIAVENESNGOPENMYKTTR PVLDSDGSFYLY SKLTVDXIRNQQGNY FSCSVNHEALHNHYTQK
SLBLSPGK - o U 77

(ID de Sec. No.: 10)
Las variantes de polipéptido GPIba pueden incluir, en adicidn
a la sustitucién de aminodcido sustituido designado, un
aminodcido alternativo que cumple la misma funcibén como el
Acido designado. En algunas modalidades, el aminoAcido
alternativo se relaciona con el aminodcido designado como una
sustitucién de aminoidcido conservador del aminodcido indicado.
Una “sustitucién del aminodcido conservador” es una en la
cual el residuo de aminodcido se remplaza con un residuo de

aminoidcido que tiene una cadena lateral similar. Las familias
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de residuoa de aminodcidos que tienen similares cadenas
laterales se han definido en la técnica. Estas familias
incluyen aminodcidos con cadenas laterales bAsicas (por
ejemplo, 1lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
acidicas (por ejemplo, &cldo aspéartico, 4cido glutémico},
cadenas laterales no polares cargadas {(por ejemplo, glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisterna),
cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanita, valina,
leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina,
triptéfano), cadenas laterales beta-ramificadas (ejemplo,
treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromdticas

(por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina}.

Asi, en algunas modalidades, en cambio de remplazar una
tirosina con una fenllalanina en la posicién 276, 278, o 279
(Y276F, Y278F, o Y279F), el residuo de tirosina se puede
remplazar con triptéfano o histidina. De forma similar, para
la variante C65S8, 1la cisteina puede alternativamente ser
remplazada con glicina, asparagina, glutamina, treonina, o
tirosina. Para la sustitucién L237V, la lisina también se
puede alternativamente remplazar con alanita, leucina,

isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina o triptéfano.

La invencién también incluye un polipéptido cuya secuencia es
B0%, 55%, 90%, 95%, 98%, o 99% homélogo a la secuencia

descrita en la ID de Sec. No.:1 o ID de Sec. No.: 2, dado que
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esta incluye una o mis de las estaciones de amino&cido C65S,
K237V, Y276F Y278F, Y279F, K237V. Derivados o analogos de
dcidos nucleicos o proteinas de la invencién incluyen, pero
no estian limitadas a, moléculas que comprenden regiones que
son sustancialmente hombélogas a los 4cidos nucleices o
proteinas de la invencidén, en varias modalidades, mediante al
menos cerca de 70%, 80%, B85%, 90%, 95%, 98%, o afGn 99% de
ldentidad (por ejemplo, una identidad de 80-99%) sobre una
secuencla de aminodcido o &cido nucleico de tamafio idéntico o
cuando se compara a una secuencla alineada en la cual la
alineacién se hace mediante un programa de homologia de
computador conocido en la técnica, o cuyo acido nucleico de
codificacié4n es capaz de hibridizar al complemento de una
secuencla de codificacién de las proteinas mencionadas
anteriormente bajo condiciones restrictivas, moderadamente
restrictivas o bajas restrictivas. Un programa de ejemplo es
el programa Gap (Wisconsin Sequence Andlisis Package, Versién
8 para UNIX, Geneties Computer Group, University Research
Park, Madison, WI) que utiliza 1las configquraciones por

defecto, que utiliza el algoritmo de Smith y Waterman.

Otro aspecto de la invencidén pertenece a los vectores (que
incluye vectores de expresién) que contienen un Aacido
nucleico que codifica polipéptidos de fusién Iba de

glicoproteina, o derivados, fragmentos, andlogos o homélogos

de estos. Los vectores de expresidén recombinante de la
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invencién pueden ser diseflados para expresién de polipéptidos

de fusién Iba de glicoproteina en células procariéticas o

eucariéticas.

En otra modalidad, el vector de expresién del polipéptido de

fusién Iba glicoproteina es un vector de expresién de
levadura. Ejemplos de vectores para expresién en levadura

Saccharomyces cerevisiae son conocidos en la técnica.

Alternativamente, el polipéptido de fusién Ibea glicoproteina
puede ser expresado en células de insectos que utilizan
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, con vectores de

expresién de baculovirus,

En adn otra modalidad, un &cido nucleico de la invencién se
expresa en células de mamiferos que utilizan vectores de

expresién de mamifero.

En otra modalidad, el vector de expresién de mamifero
recombinante es capaz de dirigir la expreslidén del A4cido
nucleico preferenclalmente en un tipo de célula particular
(por ejemplo, elementos bioreguladores de tejido especifico
se utilizan para expresar el &acido nuclelco). Los elementos

reguladores de tejido especifico se conocen en la técnica.
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La invencién suministra adem&s un vector de expresién
recombinante que comprende una molécula de ADN de la
invencién clonada en el vector de expresién en una
orientacién antisentido. Esto es, la molécula de ADN se liga
en forma operativa a una secuencia reguladora en una forma
que permite la expresién (mediante la transcripcién de la
molécula de ADN) de una molécula de ARN que es antisentido a
una MARN de polipéptido de fusién de un Iba glicoproteina.
Las secuencias reguladoras ligadas operativamente a un &cido
nucleico clonado en la orientacién antisentido se puede
escoger, de tal forma que dirige la expresién continua de la
molécula de ARN antisentido en una variedad de tipos de
célula, por ejemplo promotores virales y/o mejoradores, o
secuencias reguladoras que pueden ser escogidas porque
dirigen la expresién especifica de tipo de célula o tejido
especifico constitutivo de ARN antisentido. E1 vector de
expresién antisentido puede estar en la forma de un plasmido
recombinante, fagémido o virus atenuado en el que los Aacidos
nucleicos antisentido se producen bajo el control de una
regién requladora de alta eficiencia, la actividad de la cual
se puede determinar mediante el tipo de célula dentro de la

que el vector se introduce.

Una célula huésped puede ser cualquier célula procaridticas o
eucariota. Por ejemplo, 1los polipéptidos de fusién Iba

glicoproteina pueden ser expresados en células bacterianas
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tales como E. coli, células de insectos, células de almidén o
mamifero (tales como humano, células de ovario de hamster
chino (CHO) o células COS). Otras células de huésped adecuado

se conocen por aquellos expertos en la técnica.

El vector de ADN puede ser introducido dentro de células
procariéticas o eucaribéticas por via de transformacién

convenclional o técnicas de transfeccién.

Las células de huésped de mamifero, tales como células de
ovario de hédmster chino (CHO) o células COS pueden ser
transfectadas con vectores de expresién para permitir, por
via de la modificacién post-translacional, la generacidén de
epitopos Lewls® sialilo en los glicanos N-ligados y O-ligados
de polipéptidos de fusidén Iba glicoproteina. En el caso de
las células CHO estas requieren la coexpresiétn de una
fucosiltransferasa a-1,3/1,4 (Kukowska-Latallo et al., Genes
Dev. 4:1288-303, 1990) Yy enzimas beta-1, 6-N-
acetilglucosaminiltransferasa nicleo 2. (Kumar et al., Blood
88:3872-79, 1996). La presencia de los epitopos Lewis®
sialilo en los glicanos N~-ligados y O-ligados de polipéptidos
de fusién 1Iba glicoproteina mejorardn 1la unién a las

selectinas.

Para transfeccién estable de las células de mamifero, se

conoce la técnica que, dependiendo del vector de expresién y




WO 2004/111089 20 PCT/US2004/019057

de la técnica de transfeccién utilizada, solo una pequefia
fraccién de genes puede afectar el ADN extranjero dentro de
su genoma. Con el fin de identificar y seleccionar estos
integrantes, un gen que codifica un marcador seleccionable
(por ejemplo, resistencia a los antibiéticos) generalmente se
introduce dentro de laa células huésped junto con el gen de
interés. Varios de los marcadores seleccionables incluyen
aquellos que confieren resistencia a las drogas, tal como el
G418, igromicina y metotrexato. El1 A4cido nucleico que
codifica un marcador seleccionable se puede introducir dentro
de una célula huésped en el mismo vector de tal forma que
codifica los polipéptidos de fusién Iba glicoproteina o puede
ser introducido en .un vector separado. Las células
transfectadas en forma estable con el Acido nucleico
intreducido pueden ser identificadas mediante selecciédn de
droga (por ejemplo, las células que han incorporado el gen
marcador seleccionable sobrevivirdn, mientras que las otras

células mueren).

Una célula huésped de la invencién, tal como una célula
huésped procariética o eucariética en un cultivo, puede ser
utilizada para producir (es decir expresar) polipéptidos de
fusién Iba glicoproteina. De acuerdo con esto la invencién
suministra adicionalmente métodos para producir polipéptidos
de fusién Iba glicoproteina que utilizan las células huésped

de 1la invencién. En una modalidad, el método comprende
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cultivar la célula huésped de la invencién (dentro de la cual
se ha introducido un vector de la expresién recombinante que
codifica polipéptidos de fusién Iba glicoproteina) en un
medio adecuado de tal forma que se producen los polipéptidos

de fusién Iba glicoproteina. En otra modalidad, el método

comprende adicionalmente aislar el polipéptidos de fusidén Iba

glicoproteina del medio o de la célula huésped.

Los polipéptidos de fusidén pueden ser purificados de acuerdo
con las condiciones convencionales tales como extraccién,
precipitacién, cromatografia, cromatografia de afinidad,

electroféresis o similares.

La sintesis quimica de los ©polipéptidos facilita la
incorporacién o modificacidén de aminodcidos no naturales, que
incluyen aminodcidos D y otras moléculas pequeilas organicas.
El reemplazo de uno o mas aminoadcidos L en un péptido con las
correspondiente; isoformas de aminodcido D pueden ser
utilizadas para incrementar la resistencia de los péptidos a
hidrélisis enzimética, y para mejorar uno o mas propiedades
de los péptidos biolégicamente activos, es decir, unién de

receptores, potencla funcional o duracién de acciédn.

La introduccién de enlaces cruzados covalentes dentro de una
secuencia de péptido pueden constreflir conformacionalmente y

topogrdficamente la estructura del polipéptido. Esta

al
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estrategia se puede utilizar para desarrollar analogos de
péptido de 1los ©polipéptidos de fusién con potencia
incrementada, selectividad y estabilidad. En razén a que la
entropia conformacional de un péptido ciclico es inferior que
su contraparte 1lineal, la adopcién de una conformacién
especifica puede ocurrir con una reduccién mas pedquefla en
entropia para un andlogo ciclico que para un andlogo aciclico,
haciendo por lo tanto la energia 1libre para una unidén
favorable. La macrociclizacién es a menudo acompaflada
mediante la formacién de una unién de amida entre el péptido
N-y C-terminal entre una cadena lateral y el N- o C-terminal
[por ejemplo, KiFe{(CN)s a un pH de 8.5 ], o entre dos cadenas
de aminodcidos laterales. También se introducen puentes de
disulfuro dentro de secuenclas lineales para reducir su
flexibilidad. Adicionalmente, el reemplazo de residuos de
cisteina con penicilamina (Pen, 3-mercapto-(D) valina) se ha
utilizado para incrementar 1la selectividad de algunas

interacciones de receptor opioide.

Composicionas Farmacéuticas que incluyen polipéptidos da
fusién Iba glicoproteina o &cidos nucleicos que codifican los

Las proteinas de fusién Iba glicoproteina o moléculas de
aminodcido que codifican estas proteinas de fusién (también

referidas aquli como “terapéuticos” o “compuestos activos” de
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la invencién, y derivados, fragmentos, andlogos y homélogos
de estos, pueden ser incorporados dentro de las composiciones
farmacéuticas adecuadas para administracién. Tales
composiciones comprenden tiplcamente la molécula de A&cido
nucleico, proteina (o] anticuerpo Y un portador
farmacéuticamente aceptable. Como se utiliza aqui, “portador
farmacéuticamente aceptable” se pretende incluir cualquiera y
todos los solventes, medios de dispersidén, recubrimientos,
agentes antibacteriales y antifungales, agentes retardantes
isoténicos y de absorcién, y similares, compatibles con la
administracién farmacéutica. Portadores adecuados se
describen en la edicién mids reciente del Remington
Pharmaceutical Sclences, un texto de referencia esténdar en
el campo, que se incorpora aqui como referencia. Ejemplos de
tales portadores o diluyentes incluyen, pero no estén
limitados a, agua, solucién salina, solucién de Ringer,
solucién de dextrosa, y 5% de albimina de suero humano.
Liposomas y vehiculos no acuosos tales como aceites fijos
también se pueden utilizar. El uso de medios y agentes para
sustancias farmacéuticamente activas se conocen bien en la
técnica. Excepto para cualquier medio convencional o agente
es incompatible con el compuesto activo, se contempla el uso
de este en las composiciones. Compuestos activos
complementarios también se pueden incorporar dentro de las

composiciones.
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Los agentes activos descritos aqui también se pueden formular
como liposomas. Los liposomas s8se preparan por métodos
conocidos en la técnica. Los liposomas con tiempo de
clrculacién mejoradc se describen en la patente U.S. No.

5,013, 556.

Los liposomas particularmente (itiles pueden ser generados por
el método de evaporaciédn de fase reversa con una composicién
de lipido que comprende fosfatidilcolina, colesterol, vy
fosfatidiletanolamina derivada de PEG (PEG-PE). Los liposomas
se escurren a través de filtros de tamafio de poro definido

para producir liposomas con el didmetro deseado.

Una composicién farmacéutica de la invencién se formula para
ser compatible c¢on su ruta propuesta de administracién.
Ejemplos de ruta de administraclién incluyen parenteral, por
ejemple, intravenosa, intradérmica, subcuténea, oral (es
decir, inhalacién), transdérmica (es decir, tépica),
transmucosa, y administracién rectal. Las soluciones o
suspensiones utilizadas para aplicacién parenteral,
intradérmica, o© subcutinea pueden inclulr 1los siguientes
componentes: un diluyente estéril tal como agua para
inyeccién, solucién salina, aceltes fijos, glicoles de
polietileno, glicerina, propilenglicol u otros solventes
sintéticos; agentes antibacteriales tales como alcohol de

bencilo o parabenos de metilo; antloxidantes tales como &cido
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ascérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como
etilenodiaminatetracético (EDTA); amortiguadores tales como
acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste de
tonicidad tales como cloruro de sodic o dextrosa. E1l pH se
puede ajustar con 4acidos © bases, tales como 4cido
clorhidrico o hidréxido de sodio. La preparacién parenteral
se puede incluir en ampollas, Jjeringas desechables o frascos

de dosis mdltiples hechos de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para inyeccién
incluyen soluciones acuosas estérlles (en donde el agua es
soluble) o dispersiones de polvos estériles para la
preparacién extemporéinea de soluciones inyectables estériles
0 dispersién. Para administracién intravenosa, los portadores
adecuados incluyen soclucién salina fisiolbgica, agua
bacterioestitica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) o
solucibén salina amortiguada de fosfato (PBS). En todos los
casos, la composicién debe ser estéril y debe ser fluida para
que exista el alcance facil de Jeringa. Esta debe ser estable
bajo condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe ser
preservada contra la accién contaminante de microorganismos
tales como bacterias y hongos. El portador puede ser un
solvente o medio de dispersién que contiene, por ejemplo,
agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
y propilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuados

de estos. La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo,

as
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mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafioc de particula requerido
en el caso de dispersién y por el uso de benzoactivos. La
pravencién de la accién de microorganismos se puede alcanzar
mediante varlos agentes antibacteriales y antifungosos, por
ejemplo, para menos, clorbutancl, fenol, &dcido ascérbico,
timerosal, y similares. En muchos casos, los agentes
isoténicos se pueden incluir en la composicién, por ejemplo,
azicares, polialcoholes tales como manitol y sorbitol; vy
cloruro de sodio. La absorcitn prolongada de las
composiciones inyectables s8se puede lograr mediante la
inclusién de la composicién de un agente que retraza la

absorcién, por ejemplo, monoesterato de aluminio y gelatina.

Las soluciones estériles inyectables se pueden preparar al
incorporar el compuesto activo (por ejemplo, una proteina de
fusién Iba glicoproteina) en 1la cantidad requerida en un
solvente apropiado con uno o una comblnacién de ingredientes
enumerados anteriormente, como se requiere, seguido por 1la
esterilizacién filtrada. Generalmente, se preparan
dispersiones mediante la incorporacién del compuesto activo
dentro de un vehiculo estéril gque contiene un medio de
dispersién basico y los otros ingredientes requeridos de
aquellos enumerados anteriormente. En el caso de los polvos
estériles para la preparacién de soluciones i1nyectables

estériles, los métodos de preparacién son secados al vacio y
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secado por congelamiento 1o que produce un polvo de
ingrediente activo m&s cualquier ingrediente adicional

deseado de una soluciédn filtrada previamente estéril de esta.

Las composiciones orales incluyen generalmente un diluyente
inerte o un portador comestible. Ellas se pueden incluir en
capsulas de gelatina o comprimidas en tabletas. Para los
propésitos de la administracién terapéutica oral, el
compuesto activo se puede 1incorporar con excipientes y se
puede utilizar en la forma de tabletas, pildoras o capsulas.
Las composiciones orales también se preparan utilizando un
portador fluido para uso como un enjuague bucal, en donde el
compuesto en el portador fluido se aplica oralmente y es
triturado o tragado. Los agentes de unién farmacéuticamente
compatibles, y/o materiales adyuvantes se pueden incluir como
parte de la composicién. Las tabletas, pastillas, cépsulas,
pildoras y similares pueden contener cualquiera de los
siguientes ingredientes, o compuestos de una naturaleza
similar: un ligador tal como celulosa microcristalina, goma
tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidén o
lactosa; un agente desintegrante tal como 4&4cido alginico,
Primogel, o almidén de maiz; un lubricante tal como esterato
de magnesio o esterotes; un glidante tal como 6éxido de
siliclio coloidal; un agente endulzante tal como sucrosa o
sacarina; un agente saborizante tal como hierbabuena,

metilsalicilato, o saborizante de naranja.
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Para -administracién por 1nhalacién, los compuestos se
administran en la forma de un rociado de aerosol de un
contenedor presurizado o dispensador que contiene un
propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como diéxido de

carbono o un nebulizador.

La administracién sistémica también puede ser por medios de
transmucosa o transdérmicos. Para administracidén trasmucosa o
transdérmica, penetrantes apropiados para la barrera al ser
perneada se utilizan en la formulacién; tales penetrantes son
generalmente conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo,
la administracién transmucosa, detergentes, sales de bilis, y
derivados de A&cido fusidico. La administracién transmucosa
también se acompafla a través del uso de rociadores nasales o
supositorios. Para la administraciétn transdérmica, los
compuestos activos se formulan en ungllentos, bAlsamos, geles,

0 cremas como se conoce generalmente en la técnica.

Los compuestos también se preparan en la forma de
supositorios (por ejemplo, <con bases de supositorios
convencionales tales como manteca de cacao y otros glicéridos)

o enemas de retencién para administracién rectal.

En una modalidad, los compuestos activos se preparan con

portadores que protegeridn el compuesto contra la eliminacién
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ripida del cuerpo, tales como formulacién de 1liberacién
controlada, que incluye implantes Yy sistemas de
administracién microencapsulada. Polimeros biocompatibles,
blodegradables se pueden utilizar, tales como etileno vinil
acetato, polianhidridos, 4cido poliglicélico, cglégeno,
poliortoésteres, y &cido polilactico. Los métodos para la
preparacién de tales formulaciones serin evidentes para
aquellos expertos en la técnlca. Los materlales tamblén se
pueden obtener comercialmente de Alza Corporation y Nova
Pharmaceuticals, Inc. Suspensiones liposomales, (que incluyen
liposomas objetivadas para detectar células con anticuerpos
monoclonales para agentes virales) también se pueden utilizar
como portadores farmacéuticamente aceptables. Estos pueden
ser preparados de acuerdo con métodos conocidos por aquellos

expertos en la técnica.

En algunas modalidades, las composiciones orales o
parenterales se formulan en forma de unidades de dosis para
facilidad de administracién y uniformidad de dosis. La forma
unitaria de dosis como se utiliza aqui se refiere a unidades
discretas fisicamente adecuadas como dosis unitaria para el
sujetoc a ser tratado; cada unlidad contiene una cantidad
predeterminada de un compuesto activo calculado para producir
el efecto terapéutico deseado en asociaclé4n con el portador
farmacéuticamente requerido. La especificacién para las

formas de unidad de dosis de la invencién se dictan por y
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directamente dependiente de las caracteristicas unicas del
compuesto activo y del efecto terapéutico particular a ser
alcanzado, y las limitaciones inherentes en la técnica de
compuestos tales como compuestos activos para el tratamiento

de individuos.

Las moléculas de é&dcido nucleico de la invenciébn se pueden
insertar dentro de vectores y se utilizan como vectores de
terapia de gen. Los vectores de terapia de gen se pueden
administrar a un sujeto mediante, por ejemplo, inyeccién
intravenosa, administracién local, o mediante administracién
estereotdctica. La preparacién farmacéutica del vector de
terapia de gen puede incluir el vector de terapia de gen en
un diluyente aceptable, © puede comprender una matriz de
liberacién lenta en la que el vehiculo de administracién de
gen es embebido. Alternativamente, cuando el vector de
administracién de gen completo puede ser producido en intacto
desde la <célula recombinante, por ejemplo, vectores
retrovirales, la preparacién farmacéutica puede incluir uno o

mas células que produce el sistema de administracién de gen.

Las preparaciones de liberacién sostenida se pueden preparar,
s§ se desea. Ejemplos adecuados de preparaciones de
liberacién sostenlda i1ncluyen matrices semipermeables de
polimeros hidrbéfobos que contienen el anticuerpo, tales

matrices estdn en la forma de articulos con forma, por



WO 2004/111089 40 PCT/US2004/019057

ejemplo peliculas o microcdpsulas. Ejemplos de matrices de
liberacién sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por
ejemplo poll (2-hhidroxietil-metacrllato) o poli (wvinil
alcohol}}, polilctidos, copolimeros de acido L-glutdmico y ¥
etil-L-glutamato, etileno-vinilacetato no degradable,
copolimeros de &cido lactico degradable-dcido glicélico tales
como el LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de
copolimero de 4dcido lActlco-dcido glicélico y acetato
leuprolide), y éacido poli-D-(-)--3-d4cido hidroxibutirico).
Mientras que los polimeros tales como acetato de etileno-
vinilacetato y 4dcido 1lactico—adcido glicélico permiten 1la
liberacién de moléculas durante mids de cien dias, ciertas
proteinas liberan hidrogeles para periocdos de tiempo més

corto.,

Las composiciones farmacéuticas se pueden incluir en un
contenedor, paquete, o dispensador junto con instrucciones

para administracién.

METODOS PARA INHIBIR LA ADHERENCIA EN UM SISTEMA BIOLOGICO
4
Incluido en la invencidédn hay un método para inhibir la
adherencia de una célula sanquinea a un tejido blolégico en
un sistema biolégico. El1 método incluye agregar a un sistema
biolégico un polipéptido de fusiébn de la invenciédn en una

cantidad suficiente para inhibir la adherencia de una célula
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sanquinea al tejido blolégico. La célula sanguinea puede ser
por ejemplo, un leucocito, plagueta o célula glébulo rojo. El
leucocito puede ser cualquier leucocito que es capaz de
adherirse a un tejido biolégico. En wvarlios aspectos el
leucocito es un granulocito, (es decir, neutréfilo, baséfilo,
y eosinéfilo), monocito (es decir, macréfago) o linfocito
(por ejemplo, T-linfocito, B-linfoclto, linfocitos que
infiltran tumor o células naturales asesinas). En algunas
modalidades, los leucocitos expresan una integrina f2, es

decir Mac-l. Alternativamente, el leucocito expresa un

ligando selectina.

También incluido en la invencién existen métodos para inhibir
la adherencia de una proteina a un telido biolégico en un
slstema biolégico. El1 método incluye agregar a un Sistema
biolégico un polipéptido de fusién de la invencién en una
cantidad suficiente para inhibir la adherencia de la proteina

al tejido biolégico.

La proteina puede estar asociada a la membrana (por ejemplo,
covalentemente, no covalentemente, (o} idnica).
Alternativamente, la proteina puede estar en una forma

soluble (es decir en solucién). La proteina es un factor

Willebrand, trombina, P-selectina de Iba glicoproteina.
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Como se utiliza aqui un sistema biolégico significa incluir
cualquier sistema que comprende componentes biolégicos, por
ejemplo, células, proteinas, carbohidratos, lipidos o &acidos
nucleicos. El sistema bioldégico puede ser un sistema in vivo,

ex vivo o in Vitro.

“*Adherencia” significa qué incluye cualquier interaccién
biolégica de leucocito, por ejemplo, enrollado, adhesiones

firmes o interaccién especifica.

La inhibicién de la adherencia de una célula sanguinea o
proteina a un tejido blolégico se puede medir utilizando
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, ensayos para
detectar la unién de Iba glicoproteina a un tejido biolégico
se describen en Simon et al., J. Exp. Med. 192:193-204, 2000,

y referencias citadas aqui. En varias modalidades, la unién
de una proteina de fusién GPIba inhibe la unién de una célula

sanquinea o proteina a un tejido biolégico por al menos 30%,

50%, 75%, 90%, 95%,99% o 99,9%.

También se puede evaluar la adherencia en la condicidén de
mayor o menor que las condiciones de flujo fisiolégico, que
incluyen condiciones estaticas y aplicacién serial de corte y
estdtica. La adherencia se puede determinar por ejemplo

colométricamente, florométricamente, medliante citometria de
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flujo o utilizando un ensayo de cémara de flujo de placa

paralela.

También se incluyen en la invencién métodos para tratar
desordenes asoclados con la activacién de plagquetas en un
sujeto mediante la administracién a un sujeto de un compuesto
terapéuticamente y biolégicamente activo (de aqui en adelante
“terapéutico”). Alternativamente, el sujeto también se le
administra uno o mids de los siguientes: una estatina, &cido
acetilsalicilico (aspirina); heparina {(que incluye heparinas
de bajo peso molecular o no fraccionadas); antagonistas
ITb/IIIa de glicoproteina; clopidogrel; antagonistas de P-

selectina; inhibidores de trombina y enzimas tromboliticas.

El sujeto puede ser por ejemplo, cualquier mamifero, por
ejemplo, un humano, un primate, un ratén, rata, perro, gato,

vaca, caballo, cerdo.

Los terapéuticos incluyen, por ejemplo: (i) uno cualquiera o
mids de polipéptido Iba glicoproteina y derivados, fragmentos,
anilogos y homélogos de este; (ii) anticuerpos dirigidos
contra polipéptidos Iba glicoproteina descritos en (i) y (iii)
4cidos nucleicos que <codifican un polipéptido Iba

glicoproteina, y derivados, fragmentos, andlogos y homélogos

como se describe en (i) anterior.
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Esencialmente cualquier desorden que se liga etlolégicamente
a la activacién de plaquetas se considera favorable para la
prevencién o el tratamiento. El desorden puede ser, por
ejemplo, inflamacién vascular, arteriosclerosis, restenosis
(restenosis relacionada con angloplastia); y/o condieién
asoclada con enfermedad trombética, por ejemplo, angina, (que
incluye angina estable ¥y -angina no estable) infarto de
miocardio agudo, apoplejia, trombosis venosa ¢ trombosis
arterial. La invenciétn se ilustrard adicionalmente en los

siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1. La sulfatacidén de tirosina GPIb-Ig juega un papel

importante en la unién de trombina pero es menos importante
para la unién de vWF

El papel de la regién Terminal carboxilica acidica de GPIba
en la unién vWF y trombina se examindé mediante residuos de
tiroxina en las posiciones 276, 278, y/o 279 de tres tipos de

proteina fusién GPIba y IgG;Fe: aquellas con una secuencla

GPIba humana tipo silvestre; una proteina de fusién con 1la
sustitucién M239V (IV), y la proteina de fusién con una
sustitucién G233V M23%V (2V) doble. Las proteinas se.
produjeron en células de ovario de hamster chino (CHO), luego
se ailslaron mediante cromatografia de afinidad de proteina A

y cromatografia de intercambio de anién. Las formas
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dimerizadas de las proteinas de fusién en las cuales el

estado de sulfatacién vari6é de 0 a 6 se aislaron.

La unién de las isoformas del dominio vWF Al (Al), para el

VWF intacto, y para la oa-trombina se examiné utilizando

resonancia de superficie de plasmén (BiaCore).

Los polipéptidos 1V y 2V se wunen con mayor afinidad
significativa al dominio Al segin Be compard con el
polipéptido WT. Los polipéptidos 1V y 2V también mostraron
significativamente afinidad mejorada para el vWF intacto con
relacién a la proteina de fusidén con la secuencia GPIba tipo
silvestre para el VvWF. La Ky para la variante 2V varié de 4 nm
a 12 nm, y la Ky para la varliante 1V varié de 119 nm a 284 nM

para sulfatacién completa a isoformas no sulfatadas. La unién
del GPIba al vWF no se detectd bajo las mismas condiciones,
lo cual indica un Kd > 1 mM. La variacién del estado de

sulfatacién en WT, 1V, y 2V no se correlaciona con cambio

significativo en la unién al dominio Al o vVvWF intacto.

Finalmente, 1la interaccién GPIba-Ig-vWF exhibié cinéticas
lentas prendidas lentas/apagadas tipicas de una interaccién

hidréfoba (K, y Ka ~ 10°M-18! y 107 s™!, respectivamente).

Para las moléculas GPIba-Ig239V y GP Ib-Ig2V, la afinidad de

unién de la isoforma sulfatada totalmente a trombina fue ~80
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veces mayor que aquella de la isoforma no sulfatada (K, de

0.5 uM y 40 pM, respectivamente). Para la unién VvWF las
moléculas completamente sulfatadas solo fueron 3-4 veces mas
activas que las formas no sulfatadas de ambos mutantes (Kp=
3.4-15 nM para 2V 6-0 sulfatada, 113-~521 nM para 1V 6-0
sulfatada). La relacién entre el estado de sulfatacién y
unién al factor Willebrand y la unién a la trombina también

e examiné.

Método de sangrado de cola ds rata: Ratas Sprague Dawley
machos adultos (lacbénicos), 4que pesan 250-300 gm, se
utilizaron. Los animales se equiparon con un catéter de vena
yugular mediante el proveedor anterior. Los animales se
alojaron en jaulas individuales a temperatura ambiente
durante un periodo corto de 12 hr (6:am-6:pm) en nuestras
instalaciones animales institucionales y se suministréd
concentrado para ratones de laboratorio estandar y agua ad
limitum. lLos animales se aclimataron en su nuevo ambiente al

menos tres dias después de uso.

Adninistracién de muestra GPIb-Ig Yy procedimientos de
sangrado da vena de cola de rata: En el dia del experimento,
una extensién de tubo (20 cm de tubo PE 50) con una llave de
paso de tres vias y una jeringa de l-cc llena con 0.9% de
solucién salina isoténica estéril se agregd al catéter de

vena yugular permanente. La muestra de ensayo GPIb-Ig de
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depésito se diluyé con solucién salina con 0.9% de solucién
salina isoténica y se administré en dosis indicadas en un
volumen de 0.1ml por 100 gm de peso corporal por via de otro
brazo de la llave de paso de 3 vias. El catéter se lavd con
0.2 ml de solucidén salina. Diez minutos después de 1la
inyeccién, las ratas se removieron de su jaula y se colocaron
gentilmente dentro de un contenedor. El segmento distal 1-2
mm de la cola se transecté utilizando una cuchilla de afeitar
y la cola se sumergidé répidamente dentro de un baker de 300
ml prellenado con 0.9% de soluclién salina 1soténica
(temperatura 37°C). El tiempo de sangrado se definié como el
periodo de tiempo del inicio del sangrado de la cola hasta
que cesa completamente el sangrado (no resangrar dentro de 30
sequndos una vez se ha detenido el sangrado). Al final del
experimento, a las ratas se les aplicé eutanasia mediante

inhalacién de CO:.

En el ensayo de sangrado de cola de rata, 10 minutos luego de
la dosis i.v. de 200ug/kg, el tiempo de sangrado de 4 minutos
se detect® en varlantes GPIba con estadc de sulfatacién 0, 1,
o 2. El tiempo de sangrado se incrementa a medida en que el
estado de sulfatacién se incrementa a 6, en donde el tilempo

de sangrado era de 10 minutos.

Estos datos demuestran que la sulfatacién juega un papel en

la unién de trombina, perc un papel mucho menor en la unién
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vHF. Sin embargo, el &estado de sulfatacién afecta

significativamente la unién a a-trombina. La estequiometria
de la unién GPIba-Ig con trombina fue mayor de 2ax-trombina
por GPIba-Ig. La interaccién a-trombina - GPIba es mucho mas
sensible al estado de sulfatacién GPIba-Ig comparado con la
hidrofobicidad del anillo Cys208-Cys249 de GPIba, que se une

al vWF. Estos resultados indican que el GPIba contiene dos
subdominios funcionalmente distinguibles: uno para la unién

VAF y uno para la unién trombina.

E lo 2. s 65 en GPIba se involuora en la ragacibn

La estructura de cristal revela que el Cys 65 del GPIba se
coloca en la reqgién LRR. La proporcién de radio muy baja
{cerca de 5%) con sondas tiol-reactivas bajo condiciones
nativas demostraron la inaccesibilidad de este residuo Cys.
El ensayo Ellman y mapeo nativo del péptido preliminar
mostraron que no tiene modificacién en Cys65. Sin embargo,
ain una muy pequefia cantidad de tiol expuesto puede formar
uniones de disulfuro intramolecular y originar agregacidén. El

papel de este residuc en la agregacibén se examina.

Cuando la muestra GP Iba se tensioné a 40° C por 80 horas,
cerca de 25% del total de proteinas formé agregados. Los

agregados fueron reducibles pero la mayoria de SDS fue
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estable. La ultracentrifugacién analitica indicé que los
agregados varian de dimero a optadmero. El1 mapa de péptido
achro-K alquilatado de los agregados mostrd que los péptidos
que contienen Cys libre (K4 péptido) desaparecieron en el
mapa, lo cual podria formar un péptido grande con otros
péptidos que contienen Cys y K4. Para confirmar el papel del
Cys libre en la agregacién, la muestra GP Iba se calenté-
tension6 en un 1M GnHCL que resulta en la agregacién
covalente total. En 1la presencia de un 1M GnHCl, la
estructura de la proteina se afloja, exponiendo por lo tanto
el Cys65 y acelerando la agregacién. Estos datos sugieren que
bajo estas condiciones el residuo Cys 1libre puede ser

involucrado en la agregacién.

Ejemplo 3. Proteinas de fusién GP Iba interactian con el

polipéptido vWF

Se examindé la evidencia para una interaccidén directa entre

las variantes de proteina de fusién GP Iba y el polipéptido

vHF,

Las variantes de fusién GP Iba ensayadas incluyen 1V, 2V, 3V,
3v/Ce5S8, 2V/FFF, y una variante llamada “2V acortado”. Las
reacciones de control incluyen una proteina GP Iba de

aminodcido 290, un polipéptido vWF solo o un polipéptido de

control irrelevante {(47.mFc, una proteina de fusién PSGL-1).

o
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Un polipéptido de fusién o control se mezcla con los glébulos
de sefarosa de proteina A, que se une a las porciones de
inmunoglobulina de las proteinas de fusién. La unién de
proteina de 1los glébulos de sefarosa de proteina A se
eluyeron y se realizd electroforesis a través de un 3-8% de
gel Tris-acetato. E1l gel fue inmunotefildo con un anticuerpo
monoclonal para vWF y detectado el anticuerpo. Los geles se
corrieron bajo condiciones de reduccién y sin reduccién. El

procedimiento se desarrollé dos veces.

Los resultados de la unién del fragmento vWF Al al fragmento
VWRF intacto se muestran adelante. E1 vWF muestra la unién mis
fuerte de las variantes 3V y 3V/658 GP Iba cuando se ensayd
bajo condiciones de reduccién y sin reduccién. También se
observé unidén fuerte con la variante 2V mientras que se
detectd menos unién comparativamente con la variante 1V y la
variante 2V/FFF. El polipéptido de tipo silvestre GP Iba

mostrd unién débil a vWF en estos experimentos.

v 2V v 2V/FEF 3v/C-s

Conatante
de unién
vwf Al (K,
M-1)

3.6+07 1.9+0.8 1.5E+09 9.1E+07 1.5E+0%

Conatante
de unién
vwf
(Ka M-1)

7.7E+07 5.6E+08 1.7E+09 2.4E+08 1.7E+09

tll
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Ejemplo 5: Inhibicién in vivo de trombosis da arteria

goronaria repetitiva

La capacidad de una proteina de inmunoglobulina Iba de fusién
para inhibir la trombosis de arteria coronaria in vivo se
determina utilizando el procedimiento descrito por Folts et

al., se examina la circulacién 54:365-70, 1976. La proteina
de fusién incluye una secuencia GP Iba con las sustituciones

G233V K237V y M239%v con relacién a 1la secuencia de

aminodcidos de la ID de Sec. No.:1l.

Perros Mongrel, que pesan 20-25kg 8se anestesian con
pentobarbital de sodio (30mg/kg i.v.), luego se entuban y se
ventilan con aire de habitacién utilizando un respirador. Se
colocan catéteres arteriales y venosos. Se aproxima al
corazédn mediante toracotomia izquierda a través del quinto
espacio intercsstal. El pericardio se abre y se sutura a los
bordes de la herida para proporcionar una cuna sin desplazar
el corazén. Cerca de 2cm de la arteria coronaria del
circunflejo izquierdo (LCX) se aisla. El1 flujo medio vy
dindmico LCX se monitorea continuamente utilizando una celda
de flujo ultrasédnico perivascular colocada en forma préxima a
la arteria. Después de un periodo de estabilizacién, el
endotelio del LCX se adhiere a la compresién final con un

hemostato. Se coloca un constrictor plastico distante y sobre
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el drea del endotelio herido para suministrar aproximadamente
70-80% de estenosis de vaso. Cuando el flujo de sangre se
reduce a cero, el flujo de sangre se restaura mediante la
agitacién del constrictor para arrastrar las plaquetas
agregadas. Esto reduce y restaura el flujo sanguineo se
denomina CFR. Al menos cinco CFR consecutivos se registran

antes de administrar la droga de ensayo.

Incrementar las cantidades de 3V resulta en un mayor flujo
sanguineo. Estos resultados demuestran que las glicoproteinas

de fusién inhiben la trombosis en el modelc animal.

Ejemplo 6. Tratamiento in vivo de un sujeto oon angina
inestable (UA) o infarto del miocardio elevado sin 8T

Una variante GPIba de acuerdo con la invencidédn se administra
como una proteina de fusién mediante una inyeccién de bolo
intravenoso sencillo {10 mg) a un paciente con angina
inestable o infarto del miocardio elevado sin ST (NSTEMI). El
tratamiento con la variante mejora el AU o el NSTEMI. La
ristocetina induce el ensayo de agregacién de plaquetas (RIPA)

se utiliza para monitorear la actividad GPIb-1g.

Ejemplo 7. Comparacién de tiempos de sangrado gue utiliszan
clopidogrel y variantes GPIba 2V o GPIba 2V/FFF.
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El efecto del tiempo de sangrado se examiné al comparar los
tiempos de sangrado en ratas tratadas con clopidogrel y GPIba

2V o dos dosis diferentes de GPIba 2V/FFF, que les falta

gitios de unién de trombina.

La variante GPIba se administra intravenosamente dos horas
después de administracién de clopidogrel (4.3 mg/kg, po). Las
variantes GPIba ensayadas incluyen GPIba 2V/FFF GPIb 2V/290
GPIba 2V/2%0 GPIba 2V/290, GPIba 2V/290/FFF (100 mcg/kg), y
GPIba 2V/290 (50 mcg/kg). E1 RBT se midié 15 minutos después
de la administracién de la variante GPIba. Seis o siete

animales se ensayaron para cada tratamiento.

El tiempo de sangrado se incrementa durante 8.2 minutos (N=7)
en ratas tratadas con clopidogrel solo a 24 minutos con ratas
tratadas con clopldogrel y 50 mcg/kg de GPIba 2V/290 (N=6).
El tiempo de sangrado se incrementé a 13.9 minutos en ratas
tratadas con 50 mecg/kg de GPIba 2V/290FFF (N=6), y a 19
minutos en ratas tratadas con 100 mcg/kg de GPIba 2V/290/FFF
(N=7). Asi, un tiempo de sangrade mAs cortc se observd en
animales dado dos veces la dosis del GPIba2V/290/FFF segiin se

compard con los animales dado la variante GPIba 2V/290.
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Ejemplo 8. Comparacién de la eficacia antitrombética de

formas sulfatadas no sulfatadas de imeras GPIba solublas

reocombinantas en un modelo canino de da trombosia de arteria

coronaria.

La capacidad de unién del ligando y 1la eficacla anti-
trombética de una quimera GPIba humana recombinante no
sulfatada (GPIb-290/2V/FFF-1g) se comparé con aquella de una

quimera humana recombinante sulfatada GPIba (GPIb-290/2V-Ig).

Las quimeras de GPIba recombinantes solubles incluyen GPIb-
290/2v-Ig, que consiste de los aminodcidos 290 N-terminal de
GPIba con sustituciones de valina con ganancia de funcién en
las posiciones 233 y 239, fusionadas a un dominio IgGl Fc

humano. Se generd el GPIba2V/290/FFF al  sustituir
adicionalmente tres residuos de tirosina (Tyr-276, 278, 279)

con fenilalaninas para eliminar la sulfatacidn.

Las reducclones de flujo ciclico (CFRs} se indujeron mediante
herida de choque de la arteria coronaria de circunflexo
izquierdo en perros Mongrel machos anestesiados. El1 flujo
sanguineo coronario se monitoreé constantemente utilizando
una sonda de flujo ultrasénico perivascular. La plantilla de
tiempo de sangrado se midié en la superficie del labio
superior interior utilizando un dispositivo de corte

automatizade. La prolongacién del tiempo de sangrado
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originada por la quimera GPIba no sulfatada y sulfatada se
evalud al utilizar modelos de sangrado de cola de rata. La
funcién de las plaquetas en la sangre completa antes y en
varios puntos de tiempo después del tratamiento en modelos

Folt se midié con un analizador de plaqueta 100 (PFA-100).

Las capacidades de unién del GPIba 290/2V-Ig y GPIba-290-

2V/FFF-Ig al VvWF y una trombina se evaluaron in Vitro

utilizando un ensayo BilaCore. Los resultados se presentan

adelante:
Mutante Unién vWFAL Unién trombina
GPIb tipo silvestre 266 nM 0.76 uM
GPIb-290/2V-1g S nM 0.63 uM
GPIb-290/2V/FFF-I1g 15.4 om 35.8 uM

El efecto del tipo silvestre, o las quimeras GPIb en 1la
agregacién de plaquetas humanas que inducen ristocetina se
muestran en las figuras 1A-1D. Se muestra el GPIba de tipo
silvestre (“Normal”), GPIb-Ig WT, GPIba-290/2Vv-Ig, y GPIba-

290/2V/FFF-1g.

La dosis GPIba-23%0/2v-Ig (“2V”) y GPIba-2950/2V/FFF-1g. (“EFFF”)
en un modelo Folt de trombosis coronaria se muestra adelante.
Una calificacién de 4 se dio en CFR que fue eliminado, y una

calificacién de 3 se dio en la CFR que no fue completamente
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abolido pero la coronaria fue capaz de abrirse

espontidneamente.
2v FFF
Calificacién Calificacién BT
{ug/kqg, BT (min) (ug/kg,
de respuesta de respuesta {min)
iv) iv)
50 4 (6/6) 2.0 50 3 (3/3) 2.4
100 4(6/6) 3.7 100 4(3/3) 2.3
- - - 200 4(3/3) 3.1
500 4(2/2) 10.25 500 4(3/3) 5.4

La prolongacién del tliempo del sangrado de la cola de rata
originado por el GPIb-23%0/2v-Ig (“2V") y GPIb-290/2V/FFF-Ig

también se examind:

2V BT N FFF BT N
(ug/kg, Media (% {ug/kg, Media (*

iv) SE) iv) SE)

50 3.110.6 8 100 3.3+0.4 6

100 4.610.8 8 200 4,940.2 7

200 8.91+1.1 7 500 8.7+0.7 7

La figura 2 es wuna grafica que muestra la eficacia
antitrombética de las quimeras GPIba en un modelo canino de

Folt de trombosis coronaria (eje y: sangre LCX).

)\"r .J
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La figura 3 es una grafica que muestra la inhibicién de 1la
funcién de plaquetas por GPIb 290/2Vv-Ig y GPIb 290/2V/FFF-Ig

en un modelo canino de trombosis coronaria evaluado por PFA-

100.

Estos resultados demuestran que 1la conversién de seis

tirosinas sulfatadas a fenilalaninas reducen el dominio vWF

Al de unién por ~ de estos estudios y casi completamente
aprobé la unién de trombina. El GPIb 290/2V/FFF-Ig demuestra
un 50% de reduccién en la potencia como se compard con el
GPIb 290/2Vv-Ig reduccién de flujo clclico, prolongacién de
tiempo de sangrado y tiempos de cierre ADP evaluados
utilizando un PFA-100. La prevencién de formacién de trombos
arteriales por las quimeras GPIba en estas dosis ocurre por
via de la inhibicién del dominio vWF Al y su actividad es

independiente de una unién de trombina.

OTRAS MODALIDADES

Mientras la invencién se ha descrito en conjunto con la
descripcién detallada de esta, la anterior descripcién se

pretende que ilustre y no limite el alcance de la invencién,

que se define por el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Otros aspectos, ventajas y modificaciones estdn dentro del

alcance de las siguientes reivindicaciones.

1®



S
WO 2004/111089 58 PCT/US2004/015057 -

REIVINDICACIOMES

Lo que se reivindica es:

1. Una proteina que comprende una secuencia de aminodcido
con  uno a 20 sustituciones de aminoécido,
eliminaciones o inserciones relacionadas con 1-290
aminoAcidos de una secuencia de proteina GP{Bthumano

(ID de Sec. No.:1) en donde dicho polipéptido tiene
al menos una actividad seleccionada del grupo que

consiste de:

Afinidad inferior de unién a o trombina relacionada

con la unién a a trombina que comprende un

polipéptido de la secuencia de aminodcido de la ID de

Sec. No.:2; y

Agregacién reducida relacionada con la agregacidn de

un polipéptido que comprende la secuencia de

amincdcido ID de Sec. No.:2;

Resistencia incrementada a 1la protebdlisis que un

polipéptido que comprende la secuencia de amino&cido

de la ID de Sec. No.:2.
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El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde dicho
primer polipéptido no tiene més de 15 sustituciones,
inserciones o eliminaciones relacionadas con 1la
secuencia de aminodcidos de la ID de Sec. No.:1 o de

la ID de Sec. No.:2.

El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde dicho
primer polipéptido no tiene mas de 12 sustituciones,
inserciones o eliminaciones relacionadas con la
secuencia de aminodcidos de la ID de Sec. No.:1 o de

la ID de Sec. No.:2.

. E1l polipéptido de la reivindicacién 1, en donde dicho

polipéptido no tiene mé&s de 10 sustituciones,
inserciones o eliminaciones relacionadas con 1la
secuencia de aminodcidos de la ID de Sec. No.:1 o de

la ID de Sec. No.:2.

El polipéptido de la reivindicaclén 1, en donde dicho
polipéptido no tiene més de 5 sustituciones,
inserciones o eliminaciones relacionadas con la
secuencia de aminodcidos de la ID de Sec. No.:1 o de

la ID de Sec. No.:2.

El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde dicho

polipéptido se une con afinidad reducida a a trombina
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8.

10.

relacionada con la unién de a trombina de un

polipéptido gue comprende la secuencla de aminoicidos

de la ID de Sec. No.:1l o de la ID de Sec. No.:2.

El polipéptido de la reivindicacién 6, en donde dicho
polipéptido comprende al menos una de las
sustituciones de aminodcido Y276F, Y278F, Y279V, o
variantes conservadoras de estas relacionadas con la

sacuencia de aminoédcidos de la ID de Sec. No.:2.

El polipéptido de la reivindicacién 6, en donde dicho
polipéptido comprende al Mmenos dos de las
sustituclones de aminoadcido Y276F, Y278F, Y279V, o
una variante conservadora de esta, relacionada con la

secuencia de aminoiclidos de la ID de Sec. No.:2.

El polipéptido de la reivindicacién 6, en donde dicho
polipéptido comprende las sustituciones de aminoécido
Y276F, Y278F, Y279V, o una variante conservadora de
esta relacionada con la secuencia de aminodcidos de

la ID de Sec. No.:2.

El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde la
agregacién de dicho polipéptido es reducida en

relacién con la agregacién de un polipéptido que

=
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11

12.

13.

14

comprende la secuencia de aminoadcido de la ID de Sec.

No.:2.

El polipéptide de la reivindicacién 10, en donde
dicho polipéptido comprende 1la sustitucién de
aminodcido C65S, o una variante conservadora de este
relacionada con la secuencia de aminoAcidos de la ID

de Sec. No.:2.

El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde dicho
polipéptido es més resistente a la protedlisis que un
polipéptido que comprende la secuencla de aminolcido

de la ID de Sec. No.:2.

El polipéptido de la reivindicacién 12, en donde
dicho polipéptido comprende 1la sustitucién de
aminodcido K237V, o un; variante conservadora de este
relacionada con la secuencia de aminodcidos de la ID

de Sec. No.:2.

Un polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
con 1 a 10 sustituciones, inserciones o eliminaciones
relacionadas con aminodcidos 1-290 de la ID de Sec.
No.:2, dado que dicha secuencia de aminodcido incluye
233v, 239V, y comprende la sustituclén de aminodcido

Y276F.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

2l.

El polipéptido de la reivindicacién 14, en donde
dicha secuencia de aminoécido comprende la

sustitucidén de aminoacido K237V.

El polipéptido de la reilvindicacién 14, en donde
dicha secuencia de aminoécido comprende la

sustitucién de aminoAcido C65S.

El polipéptido de la reivindicacién 14, en donde
dicha secuencla de aminodcido comprende ademis la

sustitucién de aminodcido Y278F o Y279F.

El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde dicha
secuencia de aminocicildo comprende ademas las

sustituciones de aminodcido Y278F y Y279F.

El polipéptido de la reivindicaciétn 18, que comprende

ademids la sustitucién de aminodcido K237V.

El polipéptido de la reivindicacién 19, que comprende

ademds la sustituclé4n de aminodcido C65S.

El polipéptido de la reivindicacién 14, en donde
dicho polipéptido se une con mayor afinidad a un

factor Willebrand que a un polipéptido que comprende
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22,

la secuencla de aminocdcido ID de Sec. No.:1l ¢ ID de

Sec.: 2.

Un polipéptido que comprende uno ¢ méAs sustituciones
en la secuencia de aminodcidos ID de Sec. No.: 2, en

donde dicha una o mids sustituclones es:

Y276F

Y276F K237V;

Y276F C658;

Y276F Y278F Y279F;

Y276F Y278F Y279F K237V; o

Y276F Y278F Y279F K237V C65S.

23.

24.

25.

Un polipéptido de fusidén que comprende el polipéptido
de la reivindicaclén 1 ligado a un segundo

polipéptido.

El polipéptido de la reivindicacién 23, en donde
dicho segundo polipéptido comprende un polipéptido de

inmunoglobulina de cadena pesada.

El polipéptido de fusién de la reivindicacién 24, en
donde dicho segundo polipéptido comprende una cadena

pesada de inmunoglobulina.

3
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26.

27,

28.

29.

30.

31.

El polipéptido de fusién de la reivindicacién 25, en
donde dicho segundo polipéptido tiene menos funcién
efectora que la funcién efectora de una regién Fc de

una cadena pesada de inmunoglobulina tipo silvestre.

El polipéptido de fusién de la reivindicacién 24, en
donde dicheo segqundo polipéptido se une con baja o

ninguna afinidad a un receptor Fc.

El polipéptido de fusién de la reivindicacién 24, en
donde dicho segunde polipéptido se une con baja o

ninguna afinidad a la proteina de complemento Clqg.

El polipéptido de fusién de la reivindicacién 24, en

donde dicho segqundo polipéptido comprende una regién

de un polipéptido de inmunoglobulina de cadena pesada.

El polipéptido de fusidén de la reivindicacibébn 24, en
donde dicho segundo polipéptido comprende una regién

Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina.

El polipéptido de fusién de la reivindicacién 24, en
donde dicho segundo polipéptido tiene menos funcién
efectora que la funcién efectora de una regién Fc de

una cadena pesada de inmunoglobulina tipo silvestre.

3
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32. El polipéptido de fusiétn de la reivindicacié4n 24, en
donde el segundo polipéptide comprende la secuencia

de la ID de Sec. No.:3.

33. El polipéptido de fusién de la reivindicacién 24, que

comprende ademids una secuencia de sefial.

34. El polipéptido de fusién de la reivindicacién 33, en
donde dicha secuencia de seflal comprende la secuencia
MPLLLLLLLLPSPLHP (ID de Sec. No.:8) o
MPLOQLLLLLILLGPGNSLQL WDTWADEAEK ALGPLLARDR R (ID de

Sec. No.:9).

35. Un polipéptido multimérico que comprende el

polipéptido de fusién de la reivindicacién 24.

36. El polipéptido multimérico de la reivindicacién 35,

en donde dicho polipéptido multimérico es dimero.

37. Una molécula de ADN que codifica el polipéptido de la

reivindicacién 1.

38. Un vector comprende el ADN de la reivindicacién 37.

39. Una célula que comprende el vector de la

reivindicacién 38.
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40.

41.

412.

43.

44.

Un método para expresar el polipéptido de fusién
inmunoglobulina - polipéptido Iba glicoproteina, el
método comprende cultivar la célula de la
reivindicacién 39 bajo condiciones que resultan en la
expresién de dicho polipéptido de  fusién de

inmunoglobulina - polipéptido Iba glicoproteina,

Una composiclién farmacéutica que comprende el

polipéptido de la reivindicacién 1.

Una composicién farmacéutica que comprende la

proteina de fusién de la reivindicacién 23.

Un método para inhibir la adherencia de una célula
sanguinea a un tejldo biolégico en un sistema
biolégico, el método comprende en agregar a dicho
sistema biolégico el polipéptido de fusién de la
reivindicacién 23 en una cantidad suficiente para
inhibir la adherencia de dicha célula sanguinea a

dicho tejido biolégico.

El método de la reivindicaclé4n 43, en donde dicho

sistema biolégico es un sistema in vitro.

<
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45. El método de la reivindicacién 43, en donde dicho

gistema bioléglco es un sistema ex vivo.

46. E1 método de la reivindicacién 43, en donde dicho

sistema biolégico es un sistema in vivo

47. El1 método de la reivindicacién 43, en donde dicha

célula sangquinea es una plaqueta.

48. El método de la relvindicacién 47, en donde dicha

plagqueta expresa Iba glicoproteina, P-selectina o

trombina.

49. El método de la reivindicacién 43, en donde dicha

célula sanguinea es un leucocito.

50. El método de la reivindicacién 49, en donde dicho

leucocito expresa Mac-1l o un ligando selectina.

51. El método de la reivindicacién 49, en donde dicho
tejido biolégico se compleja con el factor Willebrand,

trombina, Iba glicoproteina, o P-selectina.

52. Un método para inhibir la adherencia de una proteina
a un tejido biolégico en un sistema biolégico, el

método comprende agregar a dicho sistema biolégico el
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polipéptido de fusidén de la reivindicacién 1 en una

cantidad suficiente para inhibir la adherencia de

dicha proteina a dicho tejido biolégico.

53. El método de la reivindicacién 52, en

sistema biolégico es un sistema in Vitro.

54. El método de la reivindicacidédn 52, en

slstema biolégico es un sistema ex vivo.

55. El1 método de la reivindicacién 52, en

sistema bloldgico es un sistema in Vivo.

56. E1 método de 1la reivindicacién 52, en

proteina es una membrana asociada.

57. El método de la reivindicacién 52, en

donde

donde

donde

donde

donde

proteina es Iba glicoproteina, P-selectina,

von Willebrand o trombina.

dicho

dicho

dicho

dicha

dicha

factor

58. El método de la reivindicacién 52, en donde dicha

proteina estd en solucidn.

59. El método de la reivindicacién 58, en donde dicha

proteina es factor von Willebrand o trombina.

LA
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60. E1l método de la reivindicacién 52, en donde dicho
tejido biolégico se compleja con una proteina
seleccionada del grupo que consiste de Iba

glicoprotéina, Mac-1, P-selectina, Factor von

Willebrand y trombina.

6l. Un método que comprende un desorden asociado con
activacién de plaqﬁetas en un sujeto, el método
comprende administrar a un sujeto sin necesidad de
este el polipéptido de la fusién de la reivindicacién

1.

62. E1l método de la reivindicacién 61, en donde dicho

desorden se asocia con enfermedad trombétlca.

63. El1 método de la reivindicacién 61, en donde dicho
desorden es enfermedad isquémica cardiaca, angina,
infarto agudo del miocardio, apoplejia, trombosis

venosa, ateroesclerosis, o trombosis arterial.

64. E1l método de la reivindicacién 61, en donde dicho

desorden es angina.

65. E1l método de la reivindicacién 64, en donde dicha

angina es angina inestable.
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66. El1 método de la reivindicaclién 61, en donde dicho

sujeto es humano.

67. El método de la reivindicacién 61, comprende ademis
administrar a dicho sujeto un compuesto seleccionado
del grupo que consiste de A4acido acetilsalicilico,
heparina, un antagonista 1IIb/IIIa, clopidogrel, wun
antagonista de P-selectina, un inhibildor de trombina y

una enzima trombeolitica.

68. Una proteina que comprende una secuencia de aminoacido
con 1 a 20 sustituciones de aminodcidos, eliminaciones
o inserciones relacionadas con 1-290 aminodcidos de una
secuencia de proteina GPIb2V humana (ID de Sec. No.:2),
en donde dicho primer polipéptido se une con mayor
afinidad al factor von Willebrand que comprende un

polipéptido de ID de Sec. No.:2.

69. La proteina de la reivindicacién 68, en donde dicha

proteina es una proteina de fusidn.

70. La proteina de la reivindicacién 1, en donde dicha

proteina es una proteina de fusién.

71. La proteina de fusién de 1la reivindicacién 70,

comprende una regién de una inmunoglobulina.
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<120> PLATELET GLYCOPROTEIN IB ALPHA VARIANT FUSION
POLYPEPTIDES AND METHODS OF USE THEREOF

<130> 22058-583-061

<140> Not Yet Asaigned
<141> 2004-06-14

<150> 60/477,525
<151> 2003-06-11

<160> 10
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 290

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
His Pro Ile Cys Glu Val Sar Lys Val Ala Ser His Leu Glu Val Asn
1 5 10 15

Cys Asp Lys Arg Asn Leu Thr Ala Leu Pro Pro Asp Leu Pro Lys Asp
20 25 30

Thr Thr Ile Leu His Leu Ser Glu Asn Leu Leu Tyr Thr Phe Ser Leu
a5 40 45

Ala Thr Leu Met Pro Tyr Thr Arg Leu Thr Gln Leu Asn Leu Asp Arg
50 55 60

Cys Glu Leu Thr Lys Leu Gln Val Asp Gly Thr Leu Pro Val Leu Gly
65 70 75 80

Thr Leu Asp Leu Ser His Asn Gln Leu Gln Ser Leu Pro Leu Leu Gly
85 90 95

Gln Thr Leu Pro Ala Leu Thr Val Leu Asp Val Ser Fhe Asn Arg Leu
100 105 110

Thr Ser Leu Pro Leu Gly Ala Leu Arg Gly Leu Gly Glu Leu Gln Glu
115 120 125

Leu Tyr Leu Lys Gly Asn Glu Leu Lys Thr Leu Pro Pro Gly Leu Leu
130 135 140

Thr Pro Thr Pro Lys Leu Glu Lya Leu Ser Leu Ala Asn Asn Asn Leu
145 150 155 160

Thr Glu Leu Pro Ala Gly Leu Leu Asn Gly Leu Glu Asn Leu Asp Thr
165 170 175

Leu Leu Leu Gln Glu Asn Ser Leu Tyr Thr Ile Pro Lys Gly Phe Phe
180 185 190



Gly Ser

Cya Asn
210

Glu Asn
225

Ser Asn

Tyr Lys

Thr Asp

Val Arg
290

<210> 2

His Leu
195

Cys Glu

Val Tyr

Val Ala

Tyr Pro

260

Leu Tyr
275

<211> 290
<212> PRT
<213> Homo saplens

<400> 2
His Pro
1

Cyas Asp
Thr Thr
Ala Thr

50

Cys Glu
65

Thr Len

Gln Thr

Thr Ser

Leu Tyr
130

Thr Pro
145

Thr Glu

Ile Cys

Lys Arg
20

Ile Lau
35

Leu Met

Leu Thr

Asp Leu

Leu Pro
100

Leu Pro
115
Leu Lys

Thr Pro

Leu Pro

Leu
Ile
Val
Ser
245

Gly

Asp

Glu
5
Aan
His
Pro
Lys
Ser
B85
Ala
Leau
Gly

Lys

Ala
165

Pro
Leu
Tzp
230
Val

Lys

Tyr

val

Leu

Tyr
Leu
70

His

Gly
Asn
Leu

150

Gly

Phe
Tyr
215
Lys
Gln

Gly

Tyr

Ser
Thr
Ser
Thr

55
Gln
Aan
Thr
Ala
Glu
135

Glu

Leu

Ala
200
Phe
Gln
Cya

Cys

Pro
280

Lys

Ala

Glu

40

Arg

Val

Gln

Val

Leu

120

Leu

Lys

Leu

Phe

Arg

Gly

Asp

Pro

265

Glu

Val

Leu

Asn

Leu

Asp

Leu

Leu

105

Arg

Lys

Leu

Asn

Leu
Arg
vVal
Aan
250

Thx

Glu

Ala

10

Pro

Leu

Thr

Gly

Gln

Asp

Gly

Thr

Ser

Gly
170

His

Trp
Asp
235
Ser

Leu

Asp

Ser

Pro

Leu

Gln

Thr

75

Ser

Val

Leu

Leu

Leu

155

Leu

Gly
Leau
220
Val
Asp

Gly

Thr

His
Asp
Tyr
Leu

1]
Leu
Leu
Ser
Gly
Pro
140

Ala

Glu

Asn
205
Gln
Lys
Lys

Asp

Glu
285

Leu

Leu

Thr

45

Asn

Pro

Pro

Phe

Glu

125

Pro

Asn

Asn

Pro

Asp

Ala

Phe

Glu

270

Gly

Glu

Pro

Pha

Leu

Val

Leu

Asn

110

Leun

Gly

Asn

Leu

Trp
Asn
Met
Pro
255

Gly

ABp

Val

15
Lys
Ser
Asp
Leu
Leu

95
Arg
Gln
Leu

Asn

Asp
175

Leu
Ala
Thr
240
Val

Asp

Lys

Agp

Leu

Arg

Gly

80

Gly

Leu

Glu

Leu

Leu

160

Thr



Leu Leu
Gly Ser
Cys Aan

210

Glu Asn
225

Ser Asn
Tyr Lys

Thr Asp

Val Arqg
290

<210> 3

Leu Gin
180

His Leu
195

Cys Glu

Val Tyr

Val Ala

Tyr Pro

260

Leu Tyr
275

<211> 302
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 3

Glu

Leun

Ile

Val

Ser

245

Gly

Asp

Hig Pro Ile Cys Glu

b

Cya Aap
Thr Thr
Ala Thr

50

Cys Glu
65

Thr Leu
Gln Thr
Thr Ser
Leu Tyr

130

Thr Pro
145

Lys Arqg
20

Ile Leu
35

Leu Met

Leu Thr

Asp Lau

Leu Pro

100

Leu Pro
115

Leu Lys

Thr Pro

5

Asn

His

Pro

Lys

Ser

85

Ala

Leu

Gly

Lys

Asn

Pro

Leu
Trp
230
val

Lys

Tyr

Val

Leu

Leu

Tyr

Leu

70

His

Leu

Asn

Leu
150

Ser

Phe

Tyxr

215

Lys

Gln

Gly

Tyr

Ser
Thr
Ser
Thr

55
Gln
Aan
Thr
Ala
Glu

135

Glu

Leu

Ala

200

Phe

Gln

Cys

Cya

Pro
280

Lys

Ala

Glu

40

Axrg

Val

Gln

val

Leu

120

Leu

Lys

Tyr
185
Phe
Arg
Val
Asp
Pro

265

Glu

Val

Leu

Asn

Leu

Asp

Leu

Leu

105

Arg

Lys

Leu

Thr

Arg
Val
Asn
250

Thr

Glu

Ala

10
Pro
Leu
Thr
Gly
Gln

90
Asp
Gly

Thr

Ser

Ile

His

Trp

Asp

235

Ser

Leu

Asp

Ser

Pro

Leu

Gln

Thr

15

Ser

val

Leu

Lau

Leu
155

Pro

Gly

Leu

220

val

Asp

Gly

Thr

His

Asp

Tyx

Leu

Leu

Leu

Ser

Gly

Pro

140

Ala

Lya

Asn

205

Gln

Lys

Lys

Asp

Glu
285

Leu

Leu

Thr

45

Asn

Pro

Pro

Phe

Glu

125

Pro

Asn

Gly
190
Pro
Asp
Ala
Phe
Glu

270

Gly

Glu
Pro

30
Phe
Leu
val
Leu
Asn
110
Leu

Gly

Asn

Phe
Trp
Asn
Val
Pro
255

Gly

Rsp

Val

15
Lys
Ser
Asp
Leu
Leu

95
Arg
Gln

Leu

Asn

Phe

Leu

Ala

Thr

240

Val

Asp

Lys

Asn

Asp

Leu

Arg

Gly

8o

Gly

Leu

Glu

Leu

Leu
160



Thr

Gly
Cys
Glu
225
Ser
Tyr

Thr

Val

Glu

Sar

Asn

210

Asn

Asn

Lys

Asp

Leu

Leu

His

185

Cys

Val

Val

Tyr

Leu
275

Arg Ala

290

<210> 4
<211> 302
<212> PRT
<213> Homo saplens

<400> 4
His Pro Ile Cys

1

Cya

Thx

Cys

65
Thr
Gln

Thr

Leu

Asp

Thx

Thr

50

Glu

Leu

Thr

Ser

Tyr
130

Lys

Ile

35

Leu

Leu

Asp

Leu

Leu

115

Leu

Pro

Gln
180

Leu

Glu

Tyr

Ala

Pro
260

Tyx

Thr

Arg

20
Leu
Met
Thr
Leu
Pro
100

Pro

Lys

Ala
165

Glu

Ile
val
Ser
245
Gly

Asp

Arg

Glu
5
Asn
His
Pro
Lys
Ser
85
Ala

Leu

Gly

Gly

Asn

Pro

Leu

Trp

230

Val

Lys

Tyr

Thr

val

Leu

Leu

Tyr

Leu

70

His

Leu

Gly

Asn

Leu

Ser

Phe

Tyr

215

Lys

Gln

Gly

Tyr

Val
295

Ser

Thr

Ser

Thr

Gln

Asn

Thr

Ala

Glu
135

Leu

Leu

Ala

200

Phe

Gln

Cys

Cys

Pro

280

val

Lys

Ala

Glu

40

Arg

vVal

Gln

Val

Leu

120

Leu

Asn
Tyr
185
Phe
Arg
Gly
Asp
Pro
265

Glu

Lys

Val

Leu

Aan

Leu

Asp

Leu
105

Arg

Lys

Gly
170
Thr
Leu
Arg
Val
Aan
250
Thr

Glu

Phe

Ala

1D
Pro
Leu
Thr
Gly
Gln

90
Asp

Gly

Thr

Leu

Ile

His

Trp

Asp

235

Ser

Leu

Asp

Pro

Ser

Pro

Leu

Gln

Thr

75

Ser

Val

Leu

Leu

Glu

Pro

Gly

Leu

220

val

Asp

Gly

Thr

Thr
300

His

Asp

Tyr

Leu

Leu

Leu

Serx

Gly

Pro
140

Asn

Lys

Asn

205

Gln

Lys

Lys

Asp

Glu

285

Lys

Leu

Leu

Thr

45

Asn

Pro

Pro

Phe

Glu

125

Pro

Leu
Gly
190
Pro
Asp
Ala
Phe
Glu
270

Gly

Ala

Glu
Pro
Phe
Leu
Val
Leu
Aan
110

Leu

Gly

Asp
175

Phe

Trp

Asn

Met

Pro

255

Gly

Asp

Val

15
Lys
Ser
Asp
Leu
Leu

95
Axrg

Gln

Leu

Thr

Phe

Leu

Ala

Thr

240

Val

Asp

Lys

Asn

Asp

Leu

Arg

Gly

80

Gly

Leu

Glu

Leu



Thr
145
Thr
Leu
Gly
Cys
Glu
225
Ser
Tyr

Thr

Val

Pro Thr

Glu Leu

Leu Leu

Ser Hia
195

Asn Cys
219

Asn Val

Asn Val

Lys Tyr

Asp Leu

275

Ala Ala
290

<210> 5

<211> 301
<212> PRT
<213> Homo saplena

<400> 5

His
1
Cys
Thr
Ala
Cys
65
Thr

Gln

Thr

Pro Ile

Asp Lys

Thr Ile

35

Thr Leu
50

Glu Leu

Lau Asp

Thr Leu

Ser Leu
115

Pro
Pro
Gln
180
Leu
Glu
Tyr
Ala
Pro
260

Tyr

Thr

Cys
Arg

20
Leu
Met
Thr
Leu
Pro

100

Pro

Lys
Ala
165

Glu

Ile
Val
Ser
245
Gly

Aap

Ala

Glu
5
Asn
His
Pro
Lys
Ser
85

Ala

Leu

Leu
150
Gly
Asn
Pro
Leu
230
Val
Lys
Tyr

Thr

Val
Leu
Leu
Tyr
Leu

70
His
Leu

Gly

Glu

Leu

Ser

Phe

Tyr

215

Lys

Gln

Gly

Tyr

Val
295

Ser

Thr

Ser

Thr

55

Gln

Asn

Thr

Ala

Lys

Leu

Len

Ala

200

Phe

Gln

Cys

Cys

Pro

2480

Val

Lys

Ala

Glu

40

Arg

Val

Gln

Vval

Leu
120

Leu
Asn
Tyr
185
Phe
Arg
Gly
Asp
Pro
265

Glu

Lys

val
Leu

25
Asn
Leu
Asp
Leu
Leu

105

Arg

Ser
Gly
170
Thr
Leu
Arg
Vval
Asn
250
Thx

Glu

Phe

Ala

10
Pro
Leu
Thr
Gly
Gln

90

Asp

Gly

Leu
155
Leu
Ile
Hins
Trp
Asp
235
Ser
Leu

Asp

Pro

Ser

Pro

Gln
Thr

75
Ser

Val

Leu

Ala

Glu

Pro

Gly

Leu

220

Val

Asp

Gly

Thr

Thr
300

His

Asp

Tyr

Leu

60

Leu

Leu

Ser

Gly

Asn

Asn

Lys

Asn

205

Gln

Lyn

Lys

Asp

Glu

285

Lys

Lau

Leu

Thr

45

Asn

Pro

Pro

Phe

Glu
125

Asn
Leu
Gly
190
Pro
Asp
Ala
Phe
Glu
270

Gly

Ala

Glu
Pro

30
Phe
Leu
val
Leu
Asn

110

Leu

Asn
Rap
175

Phe

Trp

ASn

Mat

Pro

255

Gly

Asp

Val

Lys

Serx

Asp

Leu

Leu

95

Arg

Gln

Leu
160
Thr
Phe
Leu
Ala
Thr
240
Val

Asp

Lya

Aan

Asp

Leu

Arg

Gly

80

Gly

Leu

Glu




Leu Tyr
130

Thr Pro
145

Thr Glu
Leu Leu
Gly Ser
Cys Asn

210

Glu Asn
225

Ser Asn
Lys Tyr

Agsp Leu

Ala Ala
290

<210> 6

Leu

Thr

Leu

Len

Ris

185

Cys

Val

Val

Pro

Tyr

275

Thx

<211> 290
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

Lys

Pro

Pro

Gln

180

Leu

Glu

Tyr

Ala

Gly

260

Asp

Als

Gly Asn

Lya Leu
150

Ala Gly
165

Glu Asn
Leu Pro
Ile Leu
Val Trp

230
Ser val
245
Lys Gly

Tyr Tyr

Thr val

His Pro Ile Cys Glu Val

1

Cys Asp

Thr Thr

Ala Thr
50

Cye Glu
65

Thr Leu

Gln Thr

Lys

Ile

5

Leu

Leu

Asp

Leu

Arg

20

Leu

Met

Thx

Leu

Pro
100

5

Asn Leu

His Leu

Pro Tyr

Lys Leu
70

Ser His
85

Ala Leu

Glu.

135

Glu

Leu

Ser

Phe

Tyr

215

Lys

Gln

Cys

Pro

Val
295

Ser

Thr

Ser

Thr

55

Gln

Asn

Thr

Leu

Lys

Leu

Leu

Ala

200

Phe

Gln

Cys

Pro

Glu

280

Lys

Lys

Ala

Glu

40

Arg

Val

Gln

val

Lys

Leu

Asn

Tyr

185

Phe

Arg

val

Asp

Thr

265

Glu

Phe

val

Leu

25

Asn

Leu

Asp

Leu

Leu
105

Thr
Ser
Gly
170
Thr
Leu
Arg
Val
Asn
250
Leu

Asp

Pro

Ala

Pro

Leu

Thr

Gly

Gln

90

Asp

Leu

Leu

1585

Leu

Ile

His

Trp

Asp

235

Ser

Gly

Thr

Thr

Ser

Pro

Leu

Gln

Thr

15

Ser

Val

Pro

140

Ala

Glu

Pro

Gly

Leu

220

Val

Asp

Asp

Glu

Lys
300

His

Rsp

Tyr

Leu

60

Leu

Leu

Ser

Pro

Agn

Asgn

Lys

Asn

205

Gln

Lys

Lys

Glu

Gly

285

Ala

Leu

Leu

Thr

45

Asn

Pro

Pro

Phe

Gly
Asn
Leu
Gly
190
Pro
Asp
Ala
Phe
Gly

270

Asp

Glu
Pro

30
Phe
Leu
Val

Leu

Asn
110

Leu
Aan
Asp

175

Phe
Trp
Asn
Val
Pra
255

Asp

Lys

Val

15
Lys
Ser
Asp
Leu
Leu

95

Arg

Leu
Leu
160
Thr
Phe
Leu
Ala
Thr
240
val

Thr

vVal

Asn

Rap

Leu

Arg

Gly

80

Gly

Leu




Thr Ser Leu
115
130

Thr Pro Thr
145

Thr Glu Leu
Leu Leu Leu
Gly Ser Hia

195

Cys Asn Cys
210

Glu Asn Val
225

Ser Asn Val
Tyr Lys Tyr
Thr Asp Leu
275
Val Arg

290

<210> 7
<211> 307
<212> PRT

Pro

Lys

Pro

Pxo

Gln

180

Leu

Glu

Tyr

Ala

Pro

260

Tyr

Leu

Gly

Lys

Ala

165

Glu

Leu

Ile

Val

Ser

245

Gly

Asp

<213> Homo sapilens

<400> 7

Gln Ala Thr Glu Tyr

1l
Glu Pro Pro
Asn Cys Asp
35

Asp Thr Thr
50

Leu Ala Thr
65

Arg Cys Glu

5

Ile Cys

20

Lys

Ile

Arg

Leu

Leu Met

Leu Thr

B5

Gly

Asn

Leu

150

Gly

Asn

Pro

Leu

230

Val

Lys

Tyr

Glu

Glu

Asn

His

Pro

70

Lys

Glu

135

Gln

Leu

Ser

Phe

Tyr

215

Lys

Gln

Gly

Tyr

Tyr

Val

Leu
55

Tyr

Leu

120

Leu

Lys

Leu

Leu

Ala

200

Pha

Gln

Cys

Cys

Pro
280

Leu

Ser

Thr

410

Ser

Thr

Gln

Arg

Lys

Leu

Asn

Tyr

185

Phe

Arg

Gly

Asp

Pro

265

Glu

Asp
Lys

25
Ala
Glu

Arg

val

Gly
Thr
Ser
Gly
170
Thr
Leu
Arg
Val
Asn
250

Thr

Glu

Tyr

10
Val
Leu

Asn

Leu

Lau

Leu

Leu

155

Leu

Ile

His

TIp

Asp

235

Ser

Leu

Asp

Asp

Ala

Pro

Leu

Thr
75

Asp Gly

90

Gly
Pro
140
Ala
Glu
Pro
Gly
Leu
220
Val
Asp

Gly

Thr

Phe
Ser
Pro
Leu

60

Gln

Thr

Glu
125
Pro
Asn
Asn
Lys
Asn
205
Gln
Ala
Lya

Asp

Glu
285

Leu
His
Asp

45

Tyr

Lau

Leu Gln

Gly Leu

Asn Asn

Leu Asp
175

Gly Phe
190

Pro Trp

Asp Asn

Ala Met

Phe Pro
255

Glu Gly
270

Gly Asp

Pro Glu
15

Leu Glu
30

Leu Pro

Thr Phe

Asan Leu

Pro Val
95

Glu

Leun

Leu

160

Thr

Phe

Leu

Ala

Thr

240

Val

Asp

Lys

Thr

Val

Lys

Ser

Asp
80




Gly

Gly

Leu

Glu

145

Leu

Thr

Phe

Leu

225

Ala

Thr

Val

Asp

Lys
305

Thx

Gln

Thr

130

Leu

Thr

Thr

Leu

Gly

210

Cys

Glu

Ser

Tyr

Thr

290

val

<210> 8
<211> 16

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:heterologous
signal sequence

<400> 8

Leu

Thr

115

Ser

Tyr

Pro

Glu

Leu

195

Ser

Asn

Asn

Asn

Lys

275

Asp

Arg

Asp

100

Leu

Leu

Leu

Thr

Lau

180

Leu

His

Cys

val

val

260

Tyr

Leu

Leu

Pro

Pro

Lys

Pro

165

Pro

Gln

Leu

Glu

Tyr

245

Ala

Pro

Tyr

Ser

Ala

Leu

Gly

150

Lys

Ala

Glu

Leu

Ile

230

val

Ser

Gly

Asp

His
Leu
Gly
135
Asn
Leu
Gly
Asn
Pro

215

Leu

Trp

Val

Lysa

Tyr
295

Asn

Thr

120

Ala

Glu

Glu

Leu

Ser

200

Phe

Tyr

Lys

Gln

Gly

280

Tyr

Gln

105

Val

Leu

Leu

Lys

Leu

185

Leu

Ala

Phe

Gln

Cys

265

Cys

Pro

Leu

Leu

Arg

Lys

Leu

170

Asn

Tyr

Phe

Arg

Val

250

Asp

Pro

Glu

Gln

Asp

Gly

Thr

155

Ser

Gly

Thr

Leu

Arg

235

Val

Asn

Thr

Glu

Ser

Val

Leu

140

Leu

Leu

Leu

Ile

His

220

Trp

Asp

Ser

Leu

Asp
300

Leu

Ser

125

Gly

Pro

Ala

Glu

Pro

205

Gly

Leu

val

Asp

Gly

285

Thr

Pro
110
Phe
Glu
Pro
Asn
Asn
190
Lys
Asn
Gln
Lys
Lys
270

Asp

Glu

Leu

Asan

Leu

Gly

Asn

175

Leu

Gly

Pro

Asp

Ala

255

Phe

Glu

Gly

Leu

Arg

Gln

Leu

160

Asn

Asp

Phe

Trp

Asn

240

Val

Pro

Gly

Asp

Met Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Pro Ser Pro Leu His Pro

1

<210> 9

<211> 41
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

5

10

15

eSS a— —————— 1~



<220>

<223> Deacription of Artificial Sequence:heterologous
slgnal sequence

<400> 9
Met Pro Leu Gln Leu Leu Leu Leu Leu Ile Leu Leu Gly Pro Gly Asn
1 5 10 15

Ser Leu Gln Leu Trp Asp Thr Trp Ala Asp Glu Ala Glu Lys Ala Leu
20 25 30

Gly Pro Leu Leu Ala Arg Asp Arg Arg
35 40

<210> 10

<211> 224

<212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 10
His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Leu Gly Ala Pro Ser
1 5 10 15

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
20 25 30

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
35 40 45

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
50 55 60

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
65 70 75 80

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
BS 20 95

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Val Pro Ile Glu Lys Thr
100 105 110

Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu
115 120 125

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys
130 135 140

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
145 150 155 160

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
165 170 175

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
180 185 190

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
195 200 205



Leu His Aan His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
210 215 220
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Actuacién 4230,
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Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decieién 486 de la Comigién de la Cominidad Andina, articulo 37 del Tratado de
Cooperacién en Materia des Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamemto y Circular
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requerimiento fue notificado por fijacifn en 1lista de




