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ANTICUERPOS ANTI-GLICOPROTEINA IB ALFA HUMANIZADA (GPIBALPHA)

REFERENCIA CRUZADA A LAS SOLICITUDES RELACIONADAS Y DECLARACION
DE LISTA DE SECUENCIAS

Esta solicitud reclama prioridad de la Solicitud Provisional Estadounidense Numero de

Serie 62/946,086 presentada el 10 de diciembre de 2019 e incorporada a la presente en
su totalidad. La lista de secuencias asociada con esta solicitud se proporciona en formato
de texto y se incorpora en el presente documento por referencia en la especificacion. El

nombre del archivo de texto que contiene la lista de secuencias es PCT -

_Sequence_listing_as_filed. El archivo de texto es de 81.2 Ko, se creo el 9 de diciembre

de 2020 y se envia electronicamente.

CAMPO TECNOLOGICO

La presente descripcion se refiere a anticuerpos humanizados que reconocen y se unen

especificamente a la glicoproteina plaquetaria 1(b)a (GPlba), asi como también al
constructo de proteina que comprende al mismo, y a los usos terapéuticos asociados a

estos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La adhesion y la agregacion plaquetaria en los sitios de ruptura aterosclerotica en las

arterias coronarias o cerebrales suelen ser los eventos criticos en la trombosis aguda. Por
lo tanto, la terapia anti-plaguetaria representa uno de los regimenes de tratamiento clave
para reducir las muertes cardiovasculares, que incluyen (i) los inhibidores de la
ciclooxigenasa tales como la aspirina; (ii) antagonistas del receptor plaquetario P2Y12
tales como clopidogrel, prasugrel y ticagrelor; (iii) antagonistas de allbB3 tales como
abciximab, eptifibatida y tirofiban; y (iv) antagonistas de PAR1 como vorapaxar, etc. Sin
embargo, las limitaciones de las terapias anti-plaquetarias actuales, tales como una
inhibicion lenta/débil/deficiente de la funcidn de plaquetas, complicaciones de sangrado
excesivo, trombocitopenia y activacion de plaquetas inesperada son preocupaciones
importantes que impulsan avances terapéuticos. En patrticular, en relacion con el accidente

cerebrovascular isquémico agudo, ya que el riesgo de hemorragia intracraneal y/o
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neurotoxicidad potencial (por ejemplo, activador del plasmindgeno tisular recombinante
(tPA)) de los farmacos antitrombéticos/tromboliticos actuales, asi como para los pacientes
gue han pasado la ventana para la trombodlisis intravenosa, los tratamientos son muy
limitados si no estan disponibles.

El complejo plaguetario GPIb-IX-V se ha convertido en un objetivo anti-plaguetario
prometedor. El complejo GPIb-IX-V es un receptor plaquetario clave en el inicio de la
adhesioén y translocacion de las plaquetas a la pared del vaso lesionado, particularmente
en condiciones de alto cizallamiento. La adhesién/translocaciéon de plaquetas al
subendotelio estd mediada por la unién de la subunidad GPlba al factor de von Willebrand
(VWF) que se ancla/inmoviliza en la pared del vaso lesionado. EI VWF es una proteina
sanguinea adhesiva multimérica secretada por células endoteliales y plaquetas activadas.
La unién de GPIba-VWF puede entonces desencadenar un proceso de transduccion de
sefiales que conduce a la liberacion de agonistas plaquetarios, como tromboxano A2 y
ADP, y la activacion de la integrina de plaquetas allbB3 que da como resultado la
agregacion plaquetaria mediada por la union de allbB3 al fibrinbgeno, VWF, etc. Bajo
condiciones de alto cizallamiento, la interaccion GPIba-VWF es necesaria para el
crecimiento patolégico de trombos oclusivos (tanto la adhesién de plaquetas como la
agregacion/aglutinacion de plaguetas) en sitios de estenosis arterial donde la sangre fluye
con velocidades de cizallamiento de la pared que pueden exceder 10,000-40,000 s
mientras que en condiciones de bajo cizallamiento (como en la mayoria de los casos de
hemostasia), la adhesion de plaquetas puede estar mediada directamente por
interacciones allbB3-fibrindgeno/fibrina y a2B1/GPVI-colageno, etc. Por lo tanto, la
inhibiciébn farmacolégica de GPlba puede dan como resultado un menor riesgo de
hemorragia sistémica y una mayor seguridad en comparacion con otros farmacos anti-
plaquetarios que no se dirigen especificamente a la trombosis a alto cizallamiento.
También se ha demostrado que GPIba es importante para el reclutamiento de leucocitos
en condiciones trombo inflamatorias, como en el accidente cerebrovascular isquémico
agudo. Ademas, la isquemia-reperfusion (por ejemplo, mediante trombolisis o
trombectomia) de las areas cerebrales previamente hipdxicas puede aumentar la funcién
proinflamatoria de las plaquetas a través de GPlba, lo que puede promover ain mas el

dafio neuronal trombo inflamatorio y el crecimiento del infarto. Ademas, se ha considerado
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gue GPlba se expresa exclusivamente en plaquetas y megacariocitos. De este modo, los
antagonistas plaquetarios GPlba directos tienen un gran potencial para ser desarrollados
como farmacos anti-plaquetarios mas seguros y efectivos para el tratamiento de eventos
trombdéticos agudos, tales como ataques cardiacos y accidentes cerebrovasculares.

En particular, se ha demostrado que las nuevas estrategias anti-plaquetarias dirigidas a la
interaccion GPlba-VWF son una terapia efectiva para tratar la purpura trombocitopénica
trombdética adquirida (aTTP), una microangiopatia trombdtica y una afeccion
potencialmente mortal con una alta tasa de mortalidad si no se trata. Los autoanticuerpos
contra ADAMTS13 (una desintegrina y metaloproteinasa con porcién de trombospondina
tipo 1, miembro 13), la proteasa que escinde el VWF que escinde/reduce el tamafio
multimérico del VWF, da como resultado una deficiencia grave de la actividad de
ADAMTS13. Estos VWF ultra grandes son hiperadhesivos que provocan la formacion de
micro trombos de (GPlba)-VWF en los vasos sanguineos, lo que provoca isquemia e
infarto del 6rgano diana, conteos bajos de plaquetas y destruccion de glébulos rojos. De
este modo, el bloqueo de la interaccion entre el VWF y la GPIba de plaquetas puede
prevenir el desarrollo de la TTP aguda al lograr una normalizaciébn mas rapida de los
conteos de plaguetas y reducir los eventos tromboembadlicos.

El nanocuerpo caplacizumab dirigido al dominio VWF Al ha sido aprobado para el
tratamiento de adultos que experimentan un episodio agudo de aTTP, junto con recambio
plasmatico (PEX) e inmunosupresion durante un minimo de 30 dias después de
suspender la PEX diaria. Sin embargo, los eventos adversos relacionados con el sangrado
fueron mas comunes con caplacizumab (65% contra 48%), al igual que los eventos
hemorragicos graves (11% contra a 1%). Otra barrera del caplacizumab ha sido el enorme
costo del farmaco. El precio actual de caplacizumab en 2020 fue mas de 8000 USD por
dosis con regimenes de tratamiento que recomiendan la dosificacion diaria durante 30
dias después del ultimo intercambio de plasma con la posibilidad de un tratamiento
prolongado hasta que se recupere la actividad de ADAMTS13. Debido a que el VWF se
libera constantemente del endotelio activado, los niveles relativamente estables de GPIba
en las plaguetas, que tienen una vida util corta de 7 a 10 dias en humanos, parecen ser un
objetivo mas atractivo/potente para la terapia TTP.

La Patente CN103263662 describe una trombolisina anti-plaquetaria de lectina tipo C de
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serpiente que se une a GPlba (snaclec) que se purifica a partir del veneno de la serpiente
Deinagkistrodon acutus. La trombolisina anti-plaquetaria inhibe la agregacion plaquetaria
humana inducida por ristocetina y la trombosis mediante el bloqueo de las interacciones
GPIb-VWF sin alterar significativamente el tiempo de sangrado o la coagulacién. La
trombolisina anti-plaguetaria se evalla actualmente en los ensayos clinicos de fase Il en
pacientes con purpura trombocitopénica trombadtica adquirida e infarto de miocardio con
elevacion del segmento ST. Sin embargo, se sabe que las proteinas de serpiente extrafias
pueden inducir una respuesta inmunitaria que genera anticuerpos antifarmaco que pueden
neutralizar el farmaco y eliminar la eficacia terapéutica. Ademas, estos anticuerpos pueden
causar reacciones alérgicas o la formacién de complejos inmunitarios que pueden dafar
los rifiones o las articulaciones (artritis). Ademas, la necesidad de una nueva
administracion puede estimular las células inmunitarias de memoria y potenciar dichas
respuestas inmunitarias y reacciones inmunitarias.

La Patente Estadounidense Numero de Serie 7,049,128 describe polipéptidos de fusion
GPG-290 o GPIb-290/2V-inmunoglobulina (Ig) recombinantes, que es una proteina
quimérica soluble que contiene los 290 aminoacidos extracelulares mutantes GPIba N-
terminal (G233V y M239V) unidos a través de una prolina al fragmento Fc de IgGl
humana. GPG-290 compite con la GPIba de plaquetas por la unién del VWF, con una
afinidad por el VWF catorce veces mayor en comparacion con la GPIba de tipo silvestre.
En modelos animales, la GPG-290 dependiente de la dosis prolonga el tiempo hasta la
oclusion de la arteria coronaria e inhibe la agregacion plaguetaria, la trombosis y la
reduccion del flujo ciclico coronario recurrente sin prolongar el tiempo de sangrado en
dosis que oscilan entre 50 y 100 pg/kg. Sin embargo, la dosis mas alta probada (500
pg/kg) indujo un aumento de tres a cuatro veces del tiempo de sangrado, probablemente
debido a que la GPG-290 se une a la trombina alfa con una afinidad alta que hace que la
trombina alfa no esté disponible para la hemostasia.

La patente estadounidense numero de serie 7,727,535 describe ademas una proteina de
fusion variante de GPIb-290/2V/FFF-Ig (Y276F, Y278F y/o Y279F), que mostrdé una union
de afinidad limitada/menor a la trombina alfa y tuvo una disminucién del 50% de potencia
para inhibir la trombosis repetitiva de la arteria coronaria (es decir, inhibir la reduccion del

flujo ciclico coronario recurrente), y para prolongar los tiempos de sangrado de cola y
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aumentar los tiempos de cierre de ADP evaluados por un analizador de funcion de
plaquetas-100 (PFA-100) en comparacion con GPG-290. Sin embargo, estas proteinas de
fusion GPIb-1g son proteinas quiméricas de alto peso molecular (~130 kDa), que se dirigen
principalmente al VWF inmovilizado en el subendotelio o al VWF plasmético bajo altas
velocidades de cizallamiento. De este modo, la cantidad y accesibilidad de estas proteinas
de fusidén son menos predecibles y la gran cantidad de productos a inyectar podria ser una
limitaciébn potencial. Otra limitacion podria ser el riesgo de generacion de anticuerpos
antifarmacos. Las proteinas de fusion GPIb-Ig son proteinas quiméricas obtenidas por
bioingenieria. Aunque tanto los polipéptidos GPIba como el fragmento Fc se derivan de
genes humanos, lo que puede minimizar su antigenicidad, las mutaciones variantes de
GPlba y las regiones conjuntas entre GPlba y la porcion Fc pueden generar neoepitopos
gue pueden inducir una respuesta inmunitaria. Ademas, la proteina de fusion puede
generar algunos neoepitopos conformacionales que inducen la produccién de anticuerpos
antifarmacos.

También se describieron en la técnica anticuerpos monoclonales neutralizantes dirigidos
contra GPIba humana (mAb anti-GPIba). Sin embargo, la mayoria de los mAbs anti-GPIba
disponibles hasta la fecha son de origen murino y, de este modo, pueden provocar una
respuesta anti-ratobn humana en el uso clinico. Ademas, los mAbs anti-GPlba intactos a
menudo conducen a la activacién de plaquetas, probablemente debido a que la union de
los mAbs intactos indujo la transduccion de sefializacién mediada por GPlba de plaquetas,
lo que puede agravar inesperadamente la agregacion plaquetaria y la trombosis. Ademas,
los mAbs anti-GPlba intactos que se unen a las plaquetas pueden desencadenar la
eliminacion de plaquetas tanto dependiente de Fc como independiente de Fc, lo que lleva
a la trombocitopenia (es decir, conteos bajos de plaquetas). De este modo, los mAbs anti-
GPlba intactos presentan un potencial terapéutico muy limitado.

El documento CN102988983 describe un fragmento Fab del anticuerpo quimérico chSz2,
un mAb quimeérico contra GPlba humana, que inhibe la agregacion plaquetaria inducida
por ristocetina in vitro de una manera dependiente de la dosis. Sin embargo, dado que es
un anticuerpo quimérico que retiene las regiones variables del anticuerpo de raton y las
regiones constantes se reemplazan por las de humano, la inmunogenicidad sigue siendo

una preocupaciéon importante. Es importante destacar que la funcion in vivo de chSZ2 para
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prevenir/tratar enfermedades trombdticas nunca se ha demostrado, debido a la escasez
de modelos animales, ya que es posible que no reconozca GPlba de otras especies
animales reconocidas en el campo.

La Patente Estadounidense Numero de Serie 7,332,162 describe otro fragmento Fab del
6B4 humanizado (h6B4-Fab), un mAb murino que se generd contra GPlba humana
purificada. h6B4-Fab redujo o elimind por completo las reducciones de flujo ciclico de una
arteria femoral estenosada en babuinos. Sin embargo, el efecto antitrombdético de h6B4-
Fab se acompafié de una prolongacion del tiempo de sangrado. Ademas, estos
anticuerpos anti-GPlba, asi como sus correspondientes fragmentos Fab, se generaron en
ratones de tipo silvestre utilizando técnicas convencionales (es decir, inmunizados con
GPIlba humana) que no pueden reconocer la GPIba de ratén (porque la GPlIba humana y
de ratén poseen un grado importante de homologia), y el repertorio de los anticuerpos
producidos contra los epitopos presentes en la GPIba humana y ausentes en la GPlba del
raton es limitado. De este modo, estos mAbs no pueden caracterizarse y evaluarse en
roedores u otras especies animales para la importante farmacologia preclinica, estudios
de toxicologia y farmacocinética. También es motivo de preocupacion si el h6B4-Fab
puede causar activacidon de plaquetas, ya que su precursor mAb 6B4 puede causar
claramente activacién de plaquetas y trombocitopenia grave.

De este modo, existe la necesidad de un agente terapéutico mejorado que se dirija al
complejo plaquetario GPIb-IX-V que no provoque activacién de plaquetas, destruccion de

plaquetas, trombocitopenia ni complicaciones hemorragicas significativas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente descripcion se refiere a un anticuerpo humanizado y que reconoce

especificamente la glicoproteina I(b)a (GPIba) y un constructo de proteina que comprende
la misma, asi como los usos terapéuticos asociados a la misma. El anticuerpo humanizado
es capaz de prevenir la activacion de plaquetas, agregacion, y/o el crecimiento de trombos
(particularmente a alto cizallamiento), carece de la capacidad de activar las plaquetas (por
ejemplo, no activa las plaquetas), carece de la capacidad de inducir trombocitopenia; y/o a
una dosis terapéutica, carece de la capacidad de prolongar el tiempo de sangrado.

En un primer aspecto, la presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado que
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reconoce especificamente la glicoproteina I(b)a (GPIba). El anticuerpo humanizado carece
de una porcién de receptor Fc. El anticuerpo humanizado es capaz de prevenir la
activacion, agregacion y/o crecimiento de trombos de plaquetas; carece de la capacidad
de activar las plaquetas; carece de la capacidad de inducir trombocitopenia; y/o a una
dosis terapéutica, carece de la capacidad de prolongar el tiempo de sangrado. En una
modalidad, el anticuerpo humanizado es capaz de reconocer una GPlba humana, una
GPlba de ratén, una GPlba de perro, una GPlba de rata, una GPIba de conejo y/o una
GPIba de mono. En otra modalidad, el anticuerpo humanizado es un fragmento de
anticuerpo. En un ejemplo, el anticuerpo puede ser un fragmento F(ab)2. Por ejemplo, el
fragmento de anticuerpo puede ser un fragmento de anticuerpo Fab. En otra modalidad, el
fragmento de anticuerpo puede ser un fragmento variable de cadena unica (scFv). En una
modalidad, el anticuerpo humanizado tiene una cadena pesada. En algunas modalidades,
la cadena pesada comprende: una primera CDR que tiene una secuencia de aminoacidos
de GFTFSSFAMS (SEQ ID NO: 37), una variante de la misma o un fragmento de la
misma; una segunda CDR que tiene una secuencia de aminoacidos de
SITSAGTPYYPDSVLG (SEQ ID NO: 38), una variante de la misma o un fragmento de la
misma; y/o una tercera CDR que tiene una secuencia de aminoacidos de SRGYEDYFDY
(SEQ ID NO: 39), una variante de la misma o un fragmento de la misma. En adn otra
modalidad, la cadena pesada comprende ademas una region CH1 de un anticuerpo IgG1
humano. Por ejemplo, la region CH1 del anticuerpo IgGi humano tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 40, 47, 54 o 61, una variante de la misma o un fragmento
de la misma. En una modalidad, la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 36, 43, 50 o 57, una variante de la misma o un fragmento de la misma. En
otra modalidad, el anticuerpo humanizado y monoclonal tiene una cadena ligera. En
algunas modalidades, la cadena ligera comprende: una primera CDR que tiene una
secuencia de aminoacidos de KSSQSLLNSRNQKNYLA (SEQ ID NO: 65), una variante de
la misma o un fragmento de la misma; una segunda CDR que tiene una secuencia de
aminoacidos de FTSTRES (SEQ ID NO: 66), una variante de la misma o un fragmento de
la misma; y/o una tercera CDR que tiene una secuencia de aminoacidos de QQHYSSPWT
(SEQ ID NO: 67), una variante de la misma o un fragmento de la misma. En algunas

modalidades, la cadena ligera comprende ademas una regién C de la cadena kappa de un
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anticuerpo lgGi humano. En algunas modalidades adicionales, la region C de la cadena
kappa tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 68, 75, 82 u 89, una variante
de la misma o un fragmento de la misma. En una modalidad adicional, la cadena ligera
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 64, 71, 78 u 85, una variante de la
misma o un fragmento de la misma. En algunas modalidades, el anticuerpo humanizado
tiene la cadena pesada de la SEQ ID NO: 36, una variante de la misma o un fragmento de
la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 64, una variante de la misma o un
fragmento de la misma; la cadena pesada de la SEQ ID NO: 36, una variante de la misma
o un fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 71, una variante de la
misma o un fragmento de la misma; la cadena pesada de la SEQ ID NO: 36, una variante
de la misma o un fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 78, una
variante de la misma o un fragmento de la misma; la cadena pesada de la SEQ ID NO: 36,
una variante de la misma o un fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO:
85, una variante de la misma o un fragmento de la misma; la cadena pesada de la SEQ ID
NO: 43, una variante de la misma o un fragmento de la misma y la cadena ligera de la
SEQ ID NO: 64, una variante de la misma o un fragmento de la misma; la cadena pesada
de la SEQ ID NO: 43, una variante de la misma o un fragmento de la misma y la cadena
ligera de la SEQ ID NO: 71, una variante de la misma o un fragmento de la misma; la
cadena pesada de la SEQ ID NO: 43, una variante de la misma o un fragmento de la
misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 78, una variante de la misma o un fragmento
de la misma; la cadena pesada de la SEQ ID NO: 43, una variante de la misma o un
fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 85, una variante de la misma
o un fragmento de la misma; la cadena pesada de la SEQ ID NO: 50, una variante de la
misma o un fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 64, una variante
de la misma o un fragmento de la misma; la cadena pesada de la SEQ ID NO: 50, una
variante de la misma o un fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 71,
una variante de la misma o un fragmento de la misma; la cadena pesada de la SEQ ID
NO: 50, una variante de la misma o un fragmento de la misma y la cadena ligera de la
SEQ ID NO: 78, una variante de la misma o un fragmento de la misma; la cadena pesada
de la SEQ ID NO: 50, una variante de la misma o un fragmento de la misma y la cadena

ligera de la SEQ ID NO: 85, una variante de la misma o un fragmento de la misma; la
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cadena pesada de la SEQ ID NO: 57, una variante de la misma o un fragmento de la
misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 64, una variante de la misma o un fragmento
de la misma; la cadena pesada de la SEQ ID NO: 57, una variante de la misma o un
fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 71, una variante de la misma
o un fragmento de la misma; la cadena pesada de la SEQ ID NO: 57, una variante de la
misma o un fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 78, una variante
de la misma o un fragmento de la misma; o la cadena pesada de la SEQ ID NO: 57, una
variante de la misma o un fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 85,
una variante de la misma o un fragmento de la misma.

En un segundo aspecto, la presente descripcion proporciona una proteina quimérica que
comprende el anticuerpo humanizado descrito en el presente documento y una proteina
portadora.

En un tercer aspecto, la presente descripcidn proporciona una composicion farmaceéutica
gue comprende (i) el anticuerpo humanizado descrito o la proteina quimérica descrita en
este documento y (ii) un excipiente farmacéutico.

En un cuarto aspecto, la presente descripcién proporciona un método para prevenir o
limitar la interaccién entre la glicoproteina l(b)a (GPlba) presente en una plagueta y un
ligando de GPlba (como, por ejemplo, el factor de von Willebrand (VWF), la trombina,
cininégeno, P-selectina, trombospondina, etc.), el método comprende poner en contacto el
anticuerpo humanizado descrito en el presente documento, la proteina quimérica descrita
en el presente documento o la composicion farmacéutica descrita en el presente
documento con la plaqueta. En algunas modalidades, el método es para prevenir o limitar
la activacion de plaguetas. En una modalidad, el ligando de GPlba es el factor de von
Willebrand (VWF) y/o la trombina. En una modalidad especifica, el anticuerpo
humanizado, la proteina quimérica o la composicion farmacéutica se ponen en contacto
con la plaqueta antes, al mismo tiempo o después de que el ligando GPlba se ponga en
contacto con la plaqueta. En una modalidad adicional, el método es para prevenir o limitar
la interaccion in vivo en un sujeto que lo necesite. En otra modalidad, el método es para
prevenir la formacién o el crecimiento de un trombo en el sujeto que lo necesite. En otra
modalidad, el método es para reducir el tamafio de un trombo o el nUmero de trombos en

el sujeto que lo necesite. En algunas modalidades, el método comprende ademas
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determinar la presencia, la ubicacion y/o el tamafio del trombo en el sujeto. En otra
modalidad mas, el sujeto corre el riesgo de experimentar o ha experimentado una
trombosis patologica. En otra modalidad mas, el sujeto est4 en riesgo de experimentar o
ha experimentado un accidente cerebrovascular isquémico, una purpura trombocitopénica
trombdtica, un infarto de miocardio, un sindrome coronario agudo, aterotrombosis, una
enfermedad vascular periférica, trombosis venosa profunda, sepsis y/o inflamacion
vascular. En algunas modalidades, el método es para reducir o limitar la metéstasis
tumoral en el sujeto que lo necesite. En una modalidad adicional, las metastasis tumorales
son metastasis tumorales hepaticas. En otra modalidad mas, el método comprende
ademas determinar la presencia, la ubicacion y/o el tamafio de la metéstasis tumoral en el
sujeto.

En un quinto aspecto, la presente descripcion proporciona el uso del anticuerpo
humanizado descrito en el presente documento, la proteina quimérica descrita en el
presente documento o la composicion farmacéutica para prevenir o limitar la interaccion
entre la glicoproteina I(b)a (GPIba) presente en una plaqueta y el factor de von Willebrand
(VWF) y/o trombina, asi como otros ligandos de GPIba. La presente descripcion también
proporciona el uso del anticuerpo humanizado descrito en este documento, la proteina
guimérica descrita en este documento o la composicién farmacéutica en la fabricacion de
un medicamento para prevenir o limitar la interaccién entre la glicoproteina I(b)a (GPlba)
presente en una plaqueta y von Willebrand. (VWF) y/o trombina. El paso de contacto
puede ocurrir con velocidades de cizallamiento bajas o altas. En algunas modalidades, el
anticuerpo humanizado y monoclonal, la proteina quimérica o la composicién farmacéutica
son para prevenir o limitar la activacion de plaquetas. En una modalidad especifica, el
anticuerpo humanizado, la proteina quimérica o la composicion farmacéutica se ponen en
contacto con la plaqueta antes, al mismo tiempo o después de que el VWF y/o la trombina,
asi como otros ligandos de GPlba, se pongan en contacto con la plaqueta. En una
modalidad adicional, el anticuerpo humanizado y monoclonal, la proteina quimérica o la
composicion farmaceéutica son para prevenir o limitar la interaccion in vivo en un sujeto que
lo necesite. En otra modalidad, el anticuerpo humanizado y monoclonal, la proteina
guimérica o la composicion farmacéutica son para prevenir la formacién o el crecimiento

de un trombo en el sujeto que lo necesite. En otra modalidad, el anticuerpo monoclonal y
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humanizado, la proteina quimérica o la composicion farmacéutica es para reducir el
tamafio de un trombo o el nUumero de trombos en el sujeto que lo necesite. En algunas
modalidades, la presencia, la ubicacion y/o el tamafio del trombo se determind
previamente en el sujeto. En otra modalidad mas, el sujeto corre el riesgo de experimentar
0 ha experimentado una trombosis patolégica. En otra modalidad mas, el sujeto esta en
riesgo de experimentar o ha experimentado un accidente cerebrovascular isquémico, una
purpura trombocitopénica trombdética, un infarto de miocardio, un sindrome coronario
agudo, aterotrombosis, una enfermedad vascular periférica, trombosis venosa profunda,
sepsis y/o inflamacidén vascular. En algunas modalidades, el anticuerpo monoclonal y
humanizado, la proteina quimérica o la composicion farmacéutica son para reducir o limitar
la metastasis tumoral en el sujeto que lo necesite. En una modalidad adicional, las
metéstasis tumorales son metastasis tumorales hepaticas. En otra modalidad mas, la
presencia, la ubicacién y/o el tamafio de la metastasis tumoral se han determinado
previamente en el sujeto.

En un sexto aspecto, la presente descripcidon proporciona un anticuerpo humanizado
descrito en el presente documento, una proteina quimérica descrita en el presente
documento o una composicion farmacéutica para prevenir o limitar la interaccion entre la
glicoproteina I(b)a (GPlba) presente en una plaqueta y el factor de von Willebrand (VWF).
y/o trombina. En algunas modalidades, el anticuerpo humanizado y monoclonal, la
proteina quimérica o la composicion farmacéutica son para prevenir o limitar la activacién
de plaguetas. En una modalidad especifica, el anticuerpo humanizado, la proteina
guimérica o la composicion farmacéutica se ponen en contacto con la plaqueta antes, al
mismo tiempo o después de que el VWF y/o la trombina, asi como otros ligandos de
GPIlba, se pongan en contacto con la plagueta. En una modalidad especifica, el anticuerpo
humanizado, la proteina quimérica o la composicién farmacéutica es para ponerse en
contacto con la plaqueta a una velocidad de cizallamiento alta o baja. En una modalidad
adicional, el anticuerpo monoclonal y humanizado, la proteina quimeérica o la composicion
farmacéutica es para prevenir o limitar la interaccion in vivo en un sujeto que lo necesite.
En otra modalidad, el anticuerpo humanizado y monoclonal, la proteina quimérica o la
composicién farmacéutica son para prevenir la formacion o el crecimiento de un trombo en

el sujeto que lo necesite. En otra modalidad, el anticuerpo monoclonal y humanizado, la
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proteina quimeérica o la composicion farmacéutica es para reducir el tamafio de un trombo
o el numero de trombos en el sujeto que lo necesite. En algunas modalidades, la
presencia, la ubicacion y/o el tamafio del trombo se determiné previamente en el sujeto.
En otra modalidad mas, el sujeto corre el riesgo de experimentar 0 ha experimentado una
trombosis patolégica. En otra modalidad mas, el sujeto esta en riesgo de experimentar o
ha experimentado un accidente cerebrovascular isquémico, una purpura trombocitopénica
trombdética, un infarto de miocardio, un sindrome coronario agudo, aterotrombosis, una
enfermedad vascular periférica, trombosis venosa profunda, sepsis y/o inflamacion
vascular. En algunas modalidades, el anticuerpo monoclonal y humanizado, la proteina
guimérica o la composicion farmacéutica son para reducir o limitar la metastasis tumoral
en el sujeto que lo necesite. En una modalidad adicional, las metastasis tumorales son
metéstasis tumorales hepéticas. En otra modalidad mas, la presencia, la ubicacion y/o el

tamafo de la metastasis tumoral se han determinado previamente en el sujeto.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Habiendo descrito asi de manera general la naturaleza de la invencién, ahora se hara

referencia a los dibujos adjuntos, que muestran a modo de ilustracion, una modalidad
preferida de la misma, y en los cuales:

La Figura 1 muestra los resultados de una SDS-PAGE de Fabs humanizados en
sobrenadantes en condiciones no reductoras. Las diferentes combinaciones de cadenas
pesadas y ligeras se indican encima del gel. La escalera de peso molecular (en KDa) se
muestra a la izquierda. Las flechas apuntan a los Fabs humanizados. Se usé albumina de
suero bovino (BSA) como control.

La Figura 2 muestra los resultados de una transferencia Western de Fabs humanizados
en condiciones no reductoras. Se cargaron aproximadamente 20 uL de sobrenadante en
cada carril. La escalera de peso molecular (en KDa) se muestra a la izquierda. Se usaron
anticuerpos de cadena pesada solamente (HCAb) como control.

Las Figuras 3A a 3H muestran los resultados de una SDS-PAGE en condiciones no
reductoras (etiguetadas como "N") y reductoras (etiquetadas como "R") para Fab
purificados que comprenden (Fig. 3A) las cadenas VH1 y VL2, (Fig. 3B) las cadenas VH1
y VL3, (Fig. 3C) las cadenas VH2 y VL1, (Fig. 3D) las cadenas VH3 y VL2, (Fig. 3E) las
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cadenas VH3 y VL3, (Fig. 3F) las cadenas VH4 y Cadenas VL1, (Fig. 3G) las cadenas
VH4 y VL2 y (Fig. 3H) las cadenas VH4 y VL3.

Las Figuras 4A y 4B muestran que los Fabs HO01 a HO08 humanizados se unen a (Fig.
4A) plaquetas de raton de tipo silvestre pero no a (Fig. 4B) plaquetas de raton GPlba-/- (5
png/mL). El ™" que se muestra en la Figura 4B indica la sefial de control.

Las Figuras 5A a 5E muestran que los Fabs HOO1 (A) y HOO2 (V) purificados se unen a
(Fig. 5A) raton, (Fig. 5B) perro, (Fig. 5C) humano, (Fig. 5D) rata y (Fig. 5E) plaquetas de
conejo. La union de Fabs humanizados a las plaquetas se analizé in vitro mediante un
ensayo de citometria de flujo.

La Figura 6 muestra los resultados de la citometria de flujo de que los Fabs HO01 y H002
purificados se unen a plaguetas de mono.

La Figura 7 muestra que el anticuerpo Fab HOO1 purificado se une a GPlba recombinante
en un ensayo de resonancia de plasmoén superficial (SPR). (Fig. 7A) Los datos de SPR de
inyecciones de 25 pL de 500, 100, 50 y 10 nM de HOO1 se ajustan al modelo de unién
cinética que produce: ka (velocidad de activacion) = 2.61 x 107s?; ka (velocidad de
desactivacion) = 1.1 x 101s!; y Kq (disociacién o constante de unién) = 4.4 nM. (Fig. 7B)
Curva de respuesta a la dosis de la respuesta SPR de inyecciones de 25 pL de 500, 100,
50 y 10 nM del Fab HOO1 purificado representada contra a la concentracion de ligando. La
curva se ajusté a un modelo de unién de ligando de un sitio que producia un ajuste R?=
0.9929 yuna Ka=8.0+ 2.1 nM.

Las Figuras 8A a 8D muestran trazas de agregometria estandar que indican que los Fab
purificados (Fig. 8A) HO01, (Fig. 8B) H002, (Fig. 8C) HOO05 y (Fig. 8D) HO08 no indujeron
la activacion de plaquetas en plasma rico en plaquetas.

Las Figuras 9A a 9D muestran trazas de agregometria estandar que indican que los Fab
purificados (Fig. 9A y 9D) HO01 y (Fig. 9B, 9C y 9D) HO002 inhiben la agregacion
plaquetaria inducida por ristocetina (A, B y D) o trombina en dosis bajas (C). Las plaquetas
se obtuvieron de voluntarios sanos (A a C) o pacientes con enfermedad vascular periférica
(D).

Las Figuras 10A a 10D muestran que los anticuerpos Fabs HOO1 (Fig. 10A y 10B) y HO02
(Fig. 10C y 10D) inhiben la formacion de trombos a partir de sangre entera humana en

condiciones de velocidad de cizallamiento tanto bajo (300 s, Fig. 10A y 10C) como alto
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(1800 s, Fig. 10B y 10D). (Figura. 10A) Fotografias representativas que muestran la

formacion de trombos plaquetarios después de perfundir sangre total humana
heparinizada durante 1, 2 y 3 minutos, que se trataron con un amortiguador PBS de
control (paneles superiores) y el anticuerpo Fab HOO1 humanizado (5 pug/mL, paneles
inferiores) en condiciones de cizallamiento bajo (300 s). (Fig. 10B) Fotografias
representativas que muestran la formacion de trombos de plaquetas después de perfundir
sangre entera humana heparinizada durante 1, 2 y 3 minutos, que se trataron con un
amortiguador PBS de control (paneles superiores) y el anticuerpo Fab HOO1 humanizado
(2.5 pg/mL, paneles intermedios y 5 pug/mL, paneles inferiores) en condiciones de alto
cizallamiento (1800 s°). (Fig. 10C) Fotografias representativas que muestran la formacion
de trombos plaquetarios después de perfundir sangre entera humana heparinizada
durante 1, 2 y 3 minutos, que se trataron con un amortiguador PBS de control (paneles
superiores) y el anticuerpo Fab HO002 humanizado (5 pg/mL, paneles inferiores) en
condiciones de bajo cizallamiento (300 s°). (Fig. 10D) Fotografias representativas que
muestran la formacion de trombos plaquetarios después de que se perfundiera sangre
entera humana heparinizada durante 1, 2 y 3 minutos, que se trataron con un
amortiguador PBS de control (paneles superiores) y el anticuerpo Fab H002 humanizado
(2.5 pg/mL, paneles intermedios y 5 pug/mL, paneles inferiores) en condiciones de alto
cizallamiento (1800 s°).

Las Figuras 11A y 11B muestran que los anticuerpos Fabs HOO01 y HO02 humanizados
prolongaron el tiempo de oclusion de los vasos en un modelo in vivo de trombosis de la
arteriola mesentérica inducida por FeCls. (Figura 11A) Histograma que muestra el tiempo
hasta la oclusién (en minutos) en funcién del anticuerpo o la dosis utilizada. (Fig. 11B)
Fotografias representativas de arteriolas tratadas con un control (paneles superiores), el
anticuerpo Fab HOO1 humanizado (5 pg/raton, paneles centrales), el anticuerpo Fab H002
humanizado (5 pg/raton, paneles inferiores) a diferentes los puntos de tiempo indicados
después de la lesion del vaso inducida por FeCls. * P<0.05, ** P0.01.

Las Figuras 12A a 12C muestran que los anticuerpos Fabs HOO01 y HO02 humanizados
inhiben la formacién de trombos en un modelo in vivo de trombosis de la arteriola
cremaster inducida por laser. (Figura 12A) Histograma que muestra la intensidad de

fluorescencia media de las plaguetas (MFI; la parte sombreada muestra la SD) en funcion
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del tiempo tras la lesidn por laser cuando los animales recibieron un tratamiento de control
(arriba) o el anticuerpo HOO1 (abajo, dosis de 5 pg). (Fig. 12B) Histograma que muestra la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de las plaquetas en funcién del tiempo tras la
lesion por laser cuando los animales recibieron un tratamiento de control (arriba) o el
anticuerpo H002 (abajo, dosis de 5 ug). (Figura 12C) Histograma que muestra la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de las plaquetas en funcién del tiempo tras la
lesion por laser. Los animales recibieron un tratamiento de control (arriba) o el anticuerpo
HO02 (abajo, dosis de 10 pg) 24 horas antes de la lesion.

Las Figuras 13A a 13C muestran que aunque el Fab HO01 humanizado inyectado es
capaz de unirse a plaquetas in vivo, no provocé un aumento en la expresion de P-selectina
o fosfatidilserina (PS). Los resultados se muestran como resultados de citometria de flujo
para (Fig. 13A) plaquetas (Fig. 13B) P-selectina y (Fig. 13C) fosfatidilserina.

Las Figuras 14A y 14B muestran que los anticuerpos Fabs HO01 y HO02 humanizados
previnieron o prolongaron la oclusion del vaso en un modelo de trombosis de la arteria
carotida inducida por FeCls in vivo. (Figura 14A) Fotografias representativas que
muestran el flujo carotideo de ratones (ml/min) cuando los animales recibieron un
tratamiento de control (panel superior), o el tratamiento con anticuerpos Fab HO01 (panel
central, dosis de 10 ug), o el anticuerpo Fab H002 (panel inferior, dosis de 10 pg)
tratamiento 5 minutos antes de la lesion. Las flechas indicaron el tiempo de oclusion del
vaso. (Fig. 14B) Histograma que muestra el tiempo hasta la oclusion del vaso (en minutos)
en funcién del anticuerpo o de las dosis utilizadas. * P<0.05, # P<0.05, ** P<0.01.

Las Figuras 15A a 15C muestran que los Fabs HO01 y HO02 humanizados redujeron
drasticamente el tamafio del infarto del cerebro isquémico sin aumentar el riesgo de
hemorragia intracerebral en un modelo de ratén con lesion por isquemia cerebral y
reperfusién (modelo de oclusiéon de la arteria cerebral media transitoria (tMCAQ)). (Fig.
15A) Histograma que muestra el area de infarto cerebral isquémico en funcion del
anticuerpo o las dosis utilizadas inmediatamente después de la induccion de tMCAO. (Fig.
15B) Histograma que muestra el area de infarto cerebral isquémico en funcion del
tratamiento con Fab HO02 humanizado (dosis de 100 pg) después de 1 hora de tMCAO.
(Fig. 15C) Fotografias representativas de multiples secciones coronales de cerebro de 2

mm de espesor cortadas de un cerebro completo 24 horas después de la induccién de
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tMCAO en un grupo simulado (sin insertar filamento), o en un grupo de control tratado con
un control de PBS (200 uL), o en los grupos de tratamiento tratados con el anticuerpo Fab
HOO01 humanizado (100 pg/ratén), o el anticuerpo HO02 (100 pg/ratén y 50 pg/raton),
respectivamente, inmediatamente después de tMCAO. EIl area de color blanco indica el
cerebro del infarto. * P<0.05, ** P<0.01.

Las Figuras 16A a 16B muestran que el tratamiento profilactico de ratones ADAMTS137
con el Fab HOO1 humanizado o el C100-scFv humanizado fusionado con albumina
humana (C100-scFv-HSA) inhibe efectivamente la trombosis microvascular mediada por
VWF provocada por ionéforo en un modelo de raton. de TTP. (Fig. 16A) Fotografias
representativas que muestran la acumulacion de trombos plaquetarios en ratones
ADAMTS13” con y sin tratamiento con HOO1 o C100-scFv-HSA. A los ratones
ADAMTS13” se les inyectaron plaquetas etiquetadas con fluorescencia de ratones del
mismo genotipo, y luego se expusieron sus vasos mesentéricos y se trataron con ionéforo
de calcio para inducir la secreciéon de VWF. La acumulacién de plaquetas en los vasos se
controlé microscopicamente. Imagenes secuenciales tomadas en los tiempos indicados
tras la aplicacion de ionoforo de calcio a ratones ADAMTS13” (control) o con el
tratamiento profilactico de HO01 o C100-scFv-HSA. (Fig. 16B) Histograma que muestra el
namero de émbolos (trombos plaguetarios mayores de 20 um de diametro) en trombosis
microvascular mediada por ULVWF provocada por ion6foro en un modelo de ratén de
TTP. (Fig. 16C) Histograma que muestra el tiempo para restablecer el flujo sanguineo
normal en funcién del anticuerpo o las dosis utilizadas. * P<0.05, ** P<0.01.

La Figura 17 muestra que los anticuerpos Fabs HO01 y HO02 humanizados no indujeron
trombocitopenia. Los resultados se muestran como cambios en los conteos de plaquetas
(en%) en funcion del tiempo (horas) y el tratamiento con anticuerpos: IVIG (0), NIT-B1 (4),
HOO01 (A) o HOO02 (V).

La Figura 18 muestra que los anticuerpos Fabs H001 y HO002 humanizados no
prolongaron el tiempo de sangrado mientras que el NIT-B murino aumentd notablemente
el tiempo de sangrado. Los resultados se muestran como el tiempo de sangrado (en
minutos) en funcion del tratamiento y la dosis (como se indica debajo del eje X).

Las Figuras 19A a 19D muestran que el C100-scFv humanizado y el C100-scFv

humanizado fusionados con albumina humana (C100-scFv-HSA) se unen a (Fig. 19A)
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plaquetas de ratén de tipo silvestre pero no a (Fig. 19B) GPlba-/- plaquetas de raton, asi
como también se unen a (Fig. 19C) plaquetas humanas a la dosis indicada. El "*" que se
muestra en las Figuras 19A y 19C indica la sefial de control.

La Figura 20 muestra las trazas de agregometria estandar que indican que el C100-scFv
humanizado inhibe la agregacion plaquetaria inducida por la ristocetina.

La Figura 21 muestra las trazas de agregometria estandar que indican que el C100-scFv
humanizado no indujo la activacién de plaquetas en plasma rico en plaquetas.

La Figura 22 muestra que el C100-scFv-HSA humanizado inhibe la formacion de trombos
a partir de sangre entera humana en condiciones de alta velocidad de cizallamiento (1200
s’). Fotografias representativas que muestran la formacién de trombos plaquetarios
después de la perfusién de sangre total humana heparinizada durante 1, 2 y 3 minutos,
gue se trataron con un amortiguador PBS de control (paneles superiores) y el C100-scFv-
HSA humanizado (10 pg/mL, paneles inferiores) en condiciones de alto cizallamiento
(1200 s).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Anticuerpos anti-GPIlba

La Patente Estadounidense Numero de Serie 8,323,652 describe que los mAbs NIT
murinos (NIT-A1l, NIT-B1 y NIT-F1), que se generaron al inmunizar ratones BALB/c
deficientes en GPlba con plaquetas de tipo silvestre, podrian reconocer especificamente
tanto el humano y el ratdbn GPIlba, inhiben etiquetadamente la agregacion plaquetaria
inducida por ristocetina y la formaciéon de trombos. Sin embargo, como se muestra en los
ejemplos siguientes, estos mAb intactos podrian inducir una trombocitopenia grave.
Ademas, por ser de origen murino, son inmunogénicos en humanos.

La presente descripcion proporciona anticuerpos especificos contra el polipéptido GPIba.
Los anticuerpos se consideran "especificos" para el polipéptido GPlba porque su afinidad
por el polipéptido GPlba es mayor que por otros polipéptidos (por ejemplo, otros
polipéptidos de la superficie de las plaquetas). Los anticuerpos de la presente descripcion
pueden reconocer y unirse al polipéptido GPIba humano (como se describe en Gene ID:
2811), el polipéptido GPlba de ratén (como se describe en Gene ID: 110331805 asi como
Gene ID: 110304274), el polipéptido GPIba de rata (como se describe en Gene ID:
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691992), el polipéptido GPlba de mono (Gene ID: 721584), el polipéptido GPIba de perro
(Gene ID: 403638) y/o el polipéptido GPlba de conejo (Gene ID: 100349951). En una
modalidad, los anticuerpos de la presente descripcion pueden reconocer y unirse al
polipéptido GPIba humano (como se describe en Gene ID: 2811), el polipéptido GPlba de
ratbn (como se describe en Gene ID: 110331805 asi como Gene ID: 110304274), el
polipéptido GPIba de rata (como se describe en Gene ID: 691992), el mono polipéptido
GPlba (Gen ID: 721584), el polipéptido GPIba de perro (Gen ID: 403638) y/o el polipéptido
GPIba de conejo (Gen ID: 100349951).

En una modalidad, los anticuerpos humanizados de la presente descripcion tienen una
constante de disociacion (Kp) con la GPlba humana de 10 pM, 10 nM, 10 pM o inferior. En
algunas modalidades, la constante de disociacion (Kp) de los anticuerpos humanizados
con la GP1lba humanaes 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 uM o inferior. En algunas modalidades, la
constante de disociacion (Kp) de los anticuerpos humanizados con la GP1ba humana es 9,
8,7,6,5,4,3,2,1nM o inferior. En algunas modalidades, la constante de disociacion (Kp)
de los anticuerpos humanizados con la GP1ba humana es 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3,2, 1 pM o
inferior.

Los anticuerpos de la presente descripcion son anticuerpos "humanizados" porque
incluyen una region derivada de un anticuerpo o inmunoglobulina humana y una regién
derivada de un anticuerpo o inmunoglobulina no humana. La accion de humanizar un
anticuerpo consiste en sustituir una parte de un anticuerpo no humano por una parte
correspondiente de un anticuerpo humano. Por ejemplo, un anticuerpo humanizado como
se usa en el presente documento podria comprender una region variable de origen no
humano (como una region derivada de un anticuerpo murino (por ejemplo, de raton))
capaz de reconocer especificamente GPlba y una region marco humana derivada de un
anticuerpo humano. En otro ejemplo, la inmunoglobulina humanizada puede comprender
una cadena pesada y una cadena ligera, donde la cadena ligera comprende una 0 mas
regiones determinantes de complementariedad (0 CDR) derivadas de un anticuerpo de
origen no humano que se une al polipéptido GPlba y un marco region (o FR) derivada de
una cadena ligera de origen humano, y la cadena pesada comprende una region
determinante de complementariedad derivada de un anticuerpo de origen no humano que

se une al polipéptido GPIba y una region marco derivada de una cadena pesada de origen
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humano. Una "region determinante de complementariedad” o "CDR" se refiere a una
region de la inmunoglobulina ubicada en las partes variables del polipéptido e involucrada
en la unién especifica del epitopo. La combinacién de CDR constituye el paratopo del
anticuerpo.

La region humana del anticuerpo humanizado puede derivar de un isotipo IgG, IgM, IgA,
IgE o IgD. En algunas modalidades, la region humana del anticuerpo humanizado puede
derivar de un isotipo 1gG, por ejemplo, de la subclase IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4. En algunas
modalidades especificas, la regiéon humana del anticuerpo humanizado puede derivar de la
subclase IgG1. Como se indica a continuacion, debido a que los anticuerpos humanizados
también son anticuerpos monovalentes, la region humana del anticuerpo humanizado
puede incluir una cadena pesada que se deriva de una regién CHi1 y/o una regién Vu
(excluyendo las CDR) y excluir la region CH2 y/o CHs. La region humana de los
anticuerpos humanizados puede incluir una cadena ligera que se deriva de una regién C.
y/o una regidbn V. (excluyendo las CDR). La region humana de los anticuerpos
humanizados incluye una cadena ligera que puede ser del tipo kappa o lambda. En una
modalidad especifica, la region humana del anticuerpo humanizado incluye una cadena
ligera que es de tipo kappa.

Los anticuerpos humanizados de la presente descripcion no incluyen (por ejemplo,
carecen) de una porcion Fc. Por ejemplo, la porcion de anticuerpo humanizado es el
fragmento F(ab)z2 de la region de unién a antigeno de un anticuerpo multivalente. El
fragmento F(ab)2 es un dimero de dos entidades moleculares (un fragmento de cadena
ligera y un fragmento de cadena pesada), consta de un solo sitio de unién a antigeno y
comprende un dominio constante y otro variable de cada cadena pesada y ligera del
anticuerpo que estan asociados entre si por enlaces disulfuro. Cada cadena del F(ab):
incluye tres dominios VL y tres V. La porcion de anticuerpo F (ab)2 puede glicosilarse total
o0 parcialmente, en comparaciéon con el anticuerpo multivalente original del que puede
derivar.

En algunas modalidades, los anticuerpos de la presente descripcion son anticuerpos
"monovalentes”. Como se usa en el contexto de la presente descripcidén, un anticuerpo
"monovalente” contiene un solo sitio de unidn a antigeno. La porciéon de anticuerpo

monovalente no tiene mas de un dominio ligero variable (VL) asociado (covalentemente o
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no) y no mas de un dominio pesado variable correspondiente (VH). Esto es diferente con
los anticuerpos multivalentes de longitud completa que comprenden al menos dos sitios de
union a antigeno y mas de un dominio Vi y mas de un dominio V.. La porcion de
anticuerpo monovalente puede glicosilarse total o parcialmente, en comparacion con el
anticuerpo multivalente original del que puede derivar. En algunos casos, la porcion del
anticuerpo monovalente no esta glicosilado. La porcién de anticuerpo monovalente es
capaz de competir por el sitio de unidbn que reconoce el anticuerpo multivalente
correspondiente (por ejemplo, NIT-B1 en algunas modalidades). La porcién de anticuerpo
monovalente no incluye el fragmento cristalizable (fragmento Fc) del anticuerpo
multivalente del que se deriva.

En algunos casos, el anticuerpo monovalente es un fragmento variable de cadena sencilla
(scFv) derivado de uno o0 mas anticuerpos multivalentes. El scFv es una entidad molecular
Unica (una proteina de fusidn) que consiste en una sola regién de unién a antigeno y que
no tiene mas de un dominio Vhy no mas de uno VL de un anticuerpo multivalente que
estan conectados con un conector (por ejemplo, generalmente un péptido corto
enlazador). Como tal, el scFv consta de una Unica region de union a antigeno y
comprende un dominio Vu y otro V.. El scFv se puede obtener a partir de la seleccion de
una biblioteca sintética de scFv, tal como, por ejemplo, una biblioteca de scFv de
presentacion en fagos. Los scFv de la presente descripcion pueden incluir, por ejemplo,
uno o méas conectores GGGGS (SEQ ID NO: 92) entre los dominios Vny VL. En algunas
modalidades, el término carboxi del dominio VL se puede unir al término amino del dominio
VH. En otra modalidad, el extremo carboxi del dominio Vu se puede unir al extremo amino
del dominio VL. En algunas modalidades, los scFv de la presente descripcion pueden
incluir un etiqueta de purificacion (tal como, por ejemplo, una etiqueta 6 X His) que se
puede eliminar una vez que se purifica el scFv. En algunas modalidades adicionales, el
scFv se puede asociar (covalentemente) con una proteina portadora para formar una
proteina quimérica. En dichas modalidades, la proteina portadora puede estar unida al
extremo amino o al extremo carboxi del scFv. En algunas modalidades, el scFv no incluye
una etiqueta de purificacion o ha sido procesado para eliminar una etiqueta de purificacion.
En otros casos, el anticuerpo monovalente es el fragmento de la region de unién a

antigeno (Fab) de un anticuerpo multivalente (y en algunas modalidades, monoclonal). El
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fragmento Fab comprende dos entidades moleculares (un fragmento de cadena ligera 'y un
fragmento de cadena pesada), consta de un solo sitio de unién a antigeno y comprende un
dominio constante y otro variable de cada cadena pesada y ligera del anticuerpo que estan
asociados entre si por enlaces disulfuro. EI Fab incluye un solo dominio VLy un solo
dominio V.

En otros casos, el anticuerpo monovalente es un anticuerpo de dominio Unico 0 un
nanocuerpo. El anticuerpo de dominio Unico incluye un dominio de anticuerpo variable
monomeérico Unico que comprende al menos tres regiones determinantes complementarias
(CDR). Los anticuerpos de un solo dominio pueden obtenerse de camélidos (por ejemplo,
anticuerpos VuH), de peces (por ejemplo, anticuerpos Vnar) 0 de presentacién en fagos.
Los anticuerpos de un solo dominio pueden derivar de una cadena pesada o una cadena
ligera. Los anticuerpos de un solo dominio pueden humanizarse.

Los anticuerpos de la presente descripcion pueden ser capaces de prevenir la activacion y
agregacion plaquetaria. La expresion "capaz de prevenir la activacion y agregacion
plaquetaria” se refiere a la capacidad de los anticuerpos humanizados de la presente
descripcién para, en presencia de una plaqueta y un agonista de plaquetas, evitar la
activaciéon de la plagueta y la agregacion plaquetaria. La activaciéon de plaquetas se
produce principalmente durante el inicio de la hemostasia o la trombosis. Al activarse, las
plaguetas cambian de forma y liberan el contenido de sus granulos. Las plaquetas
activadas modulan la expresion de sus proteinas de membrana (por ejemplo, selectina P),
lipidos (por ejemplo, fosfatidilserina) y cambios conformacionales de la integrina allbB3 de
plaquetas que da como resultado la agregacion plaguetaria. La activacién y agregacion
plaquetaria se puede medir, por ejemplo, determinando la forma de la plaqueta, el nivel de
agregacion plaquetaria (utilizando, por ejemplo, un agregobmetro), la expresion de
proteinas o lipidos de superficie, etc. Las plaquetas se pueden activar con lo siguiente
agonistas (activadores), trombina, ADP, colageno y otros. La ristocetina también puede
hacer que el factor von Willebrand se una al receptor plaquetario GPIba. Para determinar
si un anticuerpo humanizado previene la activacion y agregacion plaquetaria, las plaguetas
(que pueden obtenerse en forma de plasma rico en plaquetas o plaguetas filtradas en gel,
por ejemplo) pueden ponerse en contacto primero con el anticuerpo humanizado y luego

con el agonista. Luego, debe determinarse, mediante métodos conocidos en la técnica, Si
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las plaquetas estan activadas/agregadas o no.

Los anticuerpos que previenen la activacion y agregacion plaquetaria se consideran
anticuerpos de la presente descripcion.

Ademas, los anticuerpos humanizados de la presente descripcién pueden carecer de la
capacidad de inducir la activacion de plaquetas. La expresion "carece de la capacidad de
inducir la activacion de plaquetas” se refiere a una de las propiedades de los anticuerpos
humanizados de la presente descripcién, a saber, que no activan las plaquetas en
ausencia de un agonista plaquetario conocido. Para determinar si un anticuerpo
humanizado carece de la capacidad de inducir la activacién de plaquetas, las plaquetas
(que pueden obtenerse en forma de plasma rico en plaquetas o plaguetas filtradas en gel,
por ejemplo) pueden ponerse en contacto con el anticuerpo (en ausencia de de un
agonista plaquetario conocido) y luego, se debe determinar, mediante métodos conocidos
en la técnica, si las plaguetas estan activadas o no. Los anticuerpos que no logran inducir
la activacion de plaquetas se consideran anticuerpos de la presente descripcion.

Los anticuerpos de la presente descripcién pueden carecer de la capacidad de inducir
trombocitopenia. La expresion "carecen de la capacidad de inducir trombocitopenia” se
refiere a una de las propiedades de los anticuerpos humanizados de la presente
descripcion, a saber, que no provocan una deficiencia patoldgica y sustancial en el nimero
total de plaquetas. En humanos, la trombocitopenia que requiere tratamiento de
emergencia es un conteo por debajo de 50 000 plaguetas por pyL de sangre. Para
determinar si un anticuerpo humanizado carece de la capacidad de inducir
trombocitopenia, se administra a un sujeto de prueba (por ejemplo, un raton) y se controla
el nivel de plaquetas utilizando técnicas conocidas en la técnica para determinar si el
anticuerpo provoca una disminucion (y si es asi, una disminucién sustancial o patoldgica)
en el conteo de plaguetas. Los anticuerpos que no logran inducir trombocitopenia se
consideran anticuerpos de la presente descripcion.

Los anticuerpos de la presente descripcion pueden carecer de la capacidad de prolongar
el tiempo de sangrado (a dosis terapéuticas). La expresion "carecen de la capacidad de
prolongar el tiempo de sangrado” se refiere a una de las propiedades de los anticuerpos
humanizados de la presente descripcion, a saber, que no provocan un aumento sustancial

y patolégico del tiempo que tarda en detener el sangrado. Para determinar si un anticuerpo
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humanizado carece de la capacidad de prolongar el tiempo de sangrado, se realiza un
corte (de ancho y profundidad estandarizados) en la cola de un sujeto de prueba (un raton,
por ejemplo), el tiempo que tarda en detenerse el sangrado. (por ejemplo, el cese del flujo
sanguineo durante un periodo de tiempo minimo) se determina utilizando técnicas
conocidas en la técnica (en algunas modalidades, el método lvy o el método Duke) y se
compara con un estandar para determinar si el anticuerpo provoca un aumento (y si de
este modo, un aumento sustancial) en el tiempo de sangrado. Los anticuerpos que no
logran prolongar el tiempo de sangrado a las dosis indicadas se consideran anticuerpos de
la presente descripcion.

Los anticuerpos de la presente descripcion también pueden ser capaces de antagonizar la
actividad bioldgica del polipéptido GPIba. El polipéptido GPlba es una glicoproteina de la
membrana de la superficie de las plaquetas que sirve como receptor para el factor de von
Willebrand (VWF), la trombina y otros ligandos. Al antagonizar su actividad biolégica, los
anticuerpos de la presente descripcion pueden usarse para limitar o prevenir la activacion
y agregacion plaguetaria (especialmente en condiciones de alto cizallamiento).

Los anticuerpos de la presente descripcion se pueden derivar de anticuerpos
monoclonales. Los anticuerpos que son especificos para un unico epitopo en el
polipéptido GPlba se consideran anticuerpos monoclonales (también denominados mADb).
En algunas modalidades, los anticuerpos monoclonales se producen a partir de un Unico
clon de una célula inmunitaria. Los anticuerpos monoclonales se pueden producir
mediante técnicas conocidas en la técnica, como el uso de cultivos celulares mediante la
fusion de una célula de mieloma con una célula de bazo de un sujeto (como un ratén o un
ser humano) que ha sido inmunizado con un antigeno que comprende el epitopo de el
polipéptido GPIba. Los anticuerpos monoclonales también se pueden obtener mediante la
presentacion en fagos mediante la seleccibn de una biblioteca de anticuerpos
monoclonales utilizando un antigeno que comprende el epitopo del polipéptido GPIba. Las
técnicas adicionales para producir anticuerpos monoclonales incluyen, pero no se limitan
a, cultivo de células B individuales, amplificacion de células individuales a partir de
poblaciones de células B. Los anticuerpos monoclonales de la presente descripcion
pueden ser de varios origenes (por ejemplo, de ratbn o humanos, por ejemplo) y pueden

incluir dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas, donde cada cadena
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comprende tres CDR. Los anticuerpos monoclonales pueden ser de cualquier isotipo, que
incluyen, entre otros, inmunoglobulina A (IgA), IgD, IgE, 19G (que incluyen los subtipos
lgG1, 1gG2, IgG3 o0 IgG4) o IgM. Los anticuerpos monoclonales pueden ser, en una
modalidad, del isotipo IgG.

En una modalidad, los anticuerpos de la presente descripcion tienen al menos una region
determinante de complementariedad que comprende o consiste esencialmente en la
secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 37, 38, 39, 65, 66 0 67, variante de la misma
o fragmentos de la misma. En el contexto de la presente descripcion, y especialmente
cuando se hace referencia a la secuencia de aminoacidos de CDR, la expresion "que
consiste esencialmente de" indica que la CDR comprende necesariamente la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 37, 38, 39, 65, 66 0 67, pero que se pueden agregar
residuos de aminoacidos no esenciales adicionales en el extremo amino o carboxilo de
esas secuencias (siempre que estos residuos de aminoacidos no modifiquen
sustancialmente la afinidad del anticuerpo por el polipéptido GPIba o su capacidad para
antagonizar la actividad biologica del polipéptido GPIba).

En una modalidad, los anticuerpos de la presente descripcion tienen al menos dos
regiones determinantes complementarias que comprenden o consisten esencialmente en
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 37, 38, 39, 65, 66 o0 67, variante de la
misma o fragmentos de la misma. En otra modalidad mas, los anticuerpos de la presente
descripcién tienen al menos tres regiones determinantes complementarias que
comprenden o consisten esencialmente en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
37, 38, 39, 65, 66 0 67, variante de la misma o fragmentos de la misma. En otra modalidad
mas, los anticuerpos de la presente descripcion tienen al menos cuatro regiones
determinantes complementarias que comprenden o consisten esencialmente en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 37, 38, 39, 65, 66 0 67, variante de la misma
o fragmentos de la misma. En aun otra modalidad, los anticuerpos de la presente
descripcion tienen al menos cinco regiones determinantes complementarias que
comprenden o consisten esencialmente en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
37, 38, 39, 65, 66 0 67, variante de la misma o fragmentos de la misma. En auln otra
modalidad, los anticuerpos de la presente descripcion tienen una region determinante de

complementariedad que comprende o consiste esencialmente en la secuencia de
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aminoacidos de la SEQ ID NO: 37, 38, 39, 65, 66 y 67, variante de la misma o fragmentos

de la misma.

En algunas modalidades, los anticuerpos de la presente descripcion tienen la region
determinante de complementariedad que comprende o que consiste esencialmente de la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 37, 38 y 39 (que incluye variantes y
fragmentos), asi como al menos una regidn determinante de complementariedad que
comprende o0 que consisten esencialmente de la SEQ ID NO: 65, 66 o 67 (que incluye
variantes y fragmentos). En algunas modalidades adicionales, los anticuerpos de la
presente descripcion tienen la region determinante de complementariedad que comprende
0 consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 37, 38 y 39
(que incluye variantes y fragmentos), asi como al menos dos regiones determinantes
complementarias. que comprende o consiste esencialmente de la SEQ ID NO: 65, 66 0 67
(que incluye variantes y fragmentos). En algunas modalidades adicionales, los anticuerpos
de la presente descripcion tienen la region determinante de la complementariedad que
comprende o consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
65, 66 y 67 (que incluye variantes y fragmentos), asi como al menos una regién
determinante de la complementariedad. que comprende o consiste esencialmente de la
SEQ ID NO: 37, 38 0 39 (que incluye variantes y fragmentos). En algunas modalidades
adicionales, los anticuerpos de la presente descripcion tienen la regién determinante de
complementariedad que comprende o0 consiste esencialmente en la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 65, 66 y 67 (que incluye variantes y fragmentos), asi como
al menos dos regiones determinantes complementarias. que comprende o consiste
esencialmente de la SEQ ID NO: 37, 38 o 39 (que incluye variantes y fragmentos).

El anticuerpo de la presente descripcion puede incluir una variante funcional de una CDR
gue tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 37, 38, 39, 65, 66 0 67. Una
variante de CDR comprende al menos una diferencia de aminoacidos en comparacién con
la secuencia de aminoacidos de la CDR. Como se usa en el presente documento, una
variante se refiere a alteraciones en la secuencia de aminoacidos que no afectan
negativamente a las funciones bioldgicas del anticuerpo (por ejemplo, proporcionando
especificidad y afinidad hacia el polipéptido GPlba). En algunas modalidades, la carga

general, la estructura o las propiedades hidrofébicas-hidrofilicas del anticuerpo pueden
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alterarse sin afectar negativamente a la actividad biologica. En consecuencia, la secuencia
de aminoacidos de la CDR se puede alterar, por ejemplo, para hacer que el anticuerpo sea
mas hidréfobo o hidréfilo, sin afectar negativamente a las actividades biologicas del
anticuerpo. Las variantes de CDR tienen al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad con la CDR descritos en este
documento. El término "porcentaje de identidad”, como se conoce en la técnica, es una
relacion entre dos o0 mas secuencias polipeptidicas o dos 0o mas secuencias
polinucleotidicas, segun se determina comparando las secuencias. El nivel de identidad se
puede determinar convencionalmente utilizando programas informaticos conocidos. La
identidad se puede calcular facilmente mediante métodos conocidos, que incluyen, entre
otros, los descritos en: Computational Molecular Biology (Lesk, A. M., ed.) Oxford
University Press, NY (1988); Biocomputing: Informatics and Genome Projects (Smith, D.
W., ed.) Academic Press, NY (1993); Computer Analysis of Sequence Data, Part | (Griffin,
A. M., and Griffin, H. G., eds.) Humana Press, NJ (1994); Sequence Analysis in Molecular
Biology (von Heinje, G., ed.) Academic Press (1987); y Sequence Analysis Primer
(Gribskov, M. and Devereux, J., eds.) Stockton Press, NY (1991). Los métodos preferidos
para determinar la identidad estan disefiados para dar la mejor coincidencia entre las
secuencias probadas. Los métodos para determinar la identidad y la similitud estan
codificados en programas informaticos disponibles publicamente. Los alineamientos de
secuencias y los calculos de porcentaje de identidad se pueden realizar utilizando el
programa Megalign del conjunto informética bioinformatica LASERGENE (DNASTAR Inc.,
Madison, WI). Se realizaron mdultiples alineaciones de las secuencias descritas en este
documento utilizando el método de alineacion Clustal (Higgins y Sharp (1989) CABIOS.
5:151-153) con los parametros predeterminados (PENALIZACION DE BRECHA = 10,
LONGITUD DE BRECHA PEN ALT Y = 10). Los pardmetros predeterminados para las
alineaciones por pares utilizando el método Clustal fueron KTUPLB 1, PENALIZACION DE
ESPACIO=3, VENTANA=5 y DIAGONALES GUARDADAS=5.

Las variantes de CDR pueden ser (i) una en la que uno o mas de los residuos de
aminoacidos estan sustituidos con un residuo de aminoacido conservado 0 no conservado
(preferiblemente un residuo de aminoacido conservado) y dicho residuo de aminoacido

sustituido puede o no ser uno codificado por el codigo genético, o (i) uno en donde uno o
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mas de los residuos de aminoacidos incluyen un grupo sustituyente. Una "variante" de la
CDR puede ser una variante conservadora o una variante alélica.

El anticuerpo de la presente descripcion puede incluir un fragmento funcional de una CDR
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 37, 38, 39, 65, 66 0 67. Un
fragmento de una CDR comprende al menos un residuo de aminoacido menos en
comparacion con a la secuencia de aminoacidos de la CDR. Los fragmentos de CDR
comprenden algunos residuos de aminoéacidos consecutivos de la CDR de la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO: 37, 38, 39, 65, 66 0 67. Los fragmentos de CDR tienen al
menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%
de identidad con las CDR descritas en el presente documento.

En otra modalidad, los anticuerpos de la presente descripcion comprenden una cadena
pesada y la cadena pesada comprende al menos una CDR que comprende o consiste
esencialmente en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 37, 38 o 39, variantes
funcionales de la misma y fragmentos funcionales de la misma. En una modalidad
adicional, la cadena pesada comprende al menos dos CDR, cada uno de los cuales
comprende o consiste esencialmente en una secuencia de aminoacidos distinta de las
siguientes: SEQ ID NO: 37, 38 o 39, variantes funcionales de la misma y fragmentos
funcionales de la misma. Todavia en una modalidad adicional, la cadena pesada
comprende tres CDR, cada una de las cuales comprende o consiste esencialmente en una
secuencia de aminoé&cidos distinta de las siguientes: SEQ ID NO: 37, 38 y 39, variantes
funcionales de la misma y fragmentos funcionales de la misma.

En otra modalidad, la cadena pesada incluye una region CH1 de un anticuerpo IgG1l
humano y comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 40, 47, 54 o 61,
variantes funcionales de la misma asi como fragmentos funcionales de la misma. Como se
usa en el contexto de la presente descripcion, una variante funcional de una regién CH1
de un anticuerpo IgG 1 humano se refiere a alteraciones en la secuencia de aminoacidos
gue no afectan negativamente las funciones biologicas del anticuerpo (por ejemplo,
proporcionando especificidad y afinidad hacia el polipéptido GPIba). En una modalidad, la
variante funcional de la region CH1 del anticuerpo IgG1l humano tiene al menos 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad

con la regién CH1 descrita en el presente documento (como, por ejemplo, las que tienen la
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secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 40, 47, 54 o 61). Como también se usa en el
contexto de la presente descripcion, un fragmento funcional de una region CH1 de un
anticuerpo IgG1 humano se refiere a que comprende al menos un residuo de aminoacido
menos en comparacion con la secuencia de aminoécidos de la region CH1 del anticuerpo
IgG1 humano que no no afectar negativamente a las funciones biolégicas del anticuerpo
(por ejemplo, proporcionando especificidad y afinidad hacia el polipéptido GPIba). En una
modalidad, el fragmento funcional de la region CH1 del anticuerpo IgG 1 humano tiene al
menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%
de identidad con la region CH1 descrita en el presente documento (como, por ejemplo, las
gue tienen la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 40, 47, 54 0 61).

En algunas modalidades, la cadena pesada comprende o consiste esencialmente en la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 36, 43, 50 o 57, variantes funcionales de la
misma y fragmentos funcionales de la misma. En el contexto de la presente descripcién, y
especialmente cuando se refiere a la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada, la
expresion "que consiste esencialmente de" indica que la cadena pesada comprende
necesariamente la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 36, 43, 50 o 57, pero que
se pueden agregar residuos de aminoacidos no esenciales adicionales en el extremo
amino o carboxilo de esas secuencias (como siempre que estos residuos de aminoacidos
no modifiguen sustancialmente la afinidad del anticuerpo por el polipéptido GPIba o su
capacidad para antagonizar la actividad biolégica del polipéptido GPlba). Como se usa en
el contexto de la presente descripcion, una variante funcional del anticuerpo de cadena
pesada se refiere a alteraciones en la secuencia de aminoacidos que no afectan
negativamente las funciones biolégicas del anticuerpo (por ejemplo, proporcionando
especificidad y afinidad hacia el polipéptido GPlba). En una modalidad, la variante
funcional de la cadena pesada tiene al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la cadena pesada descrita en el
presente documento (como, por ejemplo, las que tienen la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 36, 43, 50 o 57). Como también se usa en el contexto de la presente
descripcion, un fragmento funcional de la cadena pesada comprende al menos un residuo
de aminoacido menos en comparacion con la secuencia de aminoacidos de la cadena

pesada que no afecta negativamente a las funciones bioldgicas del anticuerpo (por
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ejemplo, proporcionando especificidad y afinidad hacia el polipéptido GPlba). En una
modalidad, el fragmento funcional de la cadena pesada tiene al menos 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la cadena
pesada descrita en el presente documento (como, por ejemplo, las que tienen la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 36, 43, 50 0 57).

En otra modalidad, el anticuerpo comprende una cadena ligera y la cadena ligera
comprende al menos una CDR que comprende 0 consiste esencialmente en una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 65, 66 o0 67, variantes funcionales de la
misma y fragmentos funcionales de la misma. En una modalidad adicional, la cadena
ligera comprende al menos dos CDR, cada uno de los cuales comprende o consiste
esencialmente en una secuencia de aminoacidos distinta de las siguientes: SEQ ID NO:
65, 66 0 67, variantes funcionales de la misma y fragmentos funcionales de la misma. En
aun otra modalidad, la cadena ligera comprende tres CDR, cada una de las cuales
comprende o consiste esencialmente en una secuencia de aminoacidos distinta de las
siguientes: SEQ ID NO: 65, 66 y 67, variantes funcionales de las mismas y fragmentos
funcionales de las mismas.

En otra modalidad, la cadena ligera incluye una region C de cadena kappa de IgGl
humana que puede tener, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 68,
75, 82 u 89, la variante de la misma o el fragmento de la misma. Como se usa en el
contexto de la presente descripcién, una variante funcional de una region C de la cadena
kappa de IgG1 humana se refiere a alteraciones en la secuencia de aminoacidos que no
afectan negativamente las funciones biolégicas del anticuerpo (por ejemplo,
proporcionando especificidad y afinidad hacia el polipéptido GPIba). En una modalidad, la
variante funcional de la regiéon C de la cadena kappa de IgG1l humana tiene al menos
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de
identidad con el kappa IgG1 humano region de la cadena C descrita en el presente
documento (como, por ejemplo, las que tienen la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 68, 75, 82 u 89). Como también se usa en el contexto de la presente descripcion, un
fragmento funcional de una regién C de la cadena kappa de IgG1 humana se refiere a que
comprende al menos un residuo de aminoacido menos en comparacion con la secuencia

de aminoacidos de una region C de la cadena kappa de IgG1l humana que no afectar
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negativamente a las funciones biologicas del anticuerpo (por ejemplo, proporcionando
especificidad y afinidad hacia el polipéptido GPlba). En una modalidad, el fragmento
funcional de la regién C de la cadena kappa de IgG1l humana tiene al menos 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la
region CH1 descrita en el presente documento (como, por ejemplo, las que tienen la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 68, 75, 82 u 89).

En otra modalidad, la cadena ligera comprende o consiste esencialmente en la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 64, 71, 78 u 85, variantes funcionales de la misma y
fragmentos funcionales de la misma. En el contexto de la presente descripcion, y
especialmente cuando se refiere a la secuencia de aminoacidos de una cadena ligera, la
expresion "que consiste esencialmente de" indica que la cadena ligera comprende
necesariamente la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 64, 71, 78 o 85, pero que
se pueden agregar residuos de aminoacidos no esenciales adicionales en el extremo
amino o carboxilo de esas secuencias (siempre que estos residuos de aminoacidos no
modifiquen sustancialmente la afinidad del anticuerpo por el polipéptido GPlba o su
capacidad de antagonizar la actividad biolégica del polipéptido GPIba). Como se usa en el
contexto de la presente descripcion, una variante funcional de un anticuerpo de cadena
ligera se refiere a alteraciones en la secuencia de aminoacidos que no afectan
negativamente las funciones biolégicas del anticuerpo (por ejemplo, proporcionando
especificidad y afinidad hacia el polipéptido GPlba). En una modalidad, la variante
funcional de la cadena ligera tiene al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la cadena ligera descrita en el
presente documento (como, por ejemplo, las que tienen la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 64, 71, 78 u 85). Como también se usa en el contexto de la presente
descripcion, un fragmento funcional de una cadena ligera comprende al menos un residuo
de aminoacido menos en comparacion con la secuencia de aminoacidos de la cadena
pesada que no afecta negativamente a las funciones biologicas del anticuerpo (por
ejemplo, proporcionando especificidad y afinidad hacia el polipéptido GPlba). En una
modalidad, el fragmento funcional de la cadena ligera tiene al menos 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la cadena

ligera descrita en el presente documento (como, por ejemplo, las que tienen la secuencia



10

15

20

25

30

31
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 64, 71, 78 u 85).

En algunas modalidades, la cadena pesada comprende o consiste esencialmente en la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 36, 43, 50 o 57, variantes funcionales de la
misma y fragmentos funcionales de la misma. En el contexto de la presente descripcion, y
especialmente cuando se refiere a la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada, la
expresion "que consiste esencialmente de" indica que la CDR comprende necesariamente
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 36, 43, 50 o 57, pero que se pueden
agregar residuos de aminoacidos no esenciales adicionales en el extremo amino o
carboxilo de esas secuencias (siempre que estos residuos de aminoacidos no modifiquen
sustancialmente la afinidad del anticuerpo por el polipéptido GPIba o su capacidad para
antagonizar la actividad biolégica del polipéptido GPIba). Como se usa en el contexto de la
presente descripcion, una variante funcional de un anticuerpo de cadena pesada se refiere
a alteraciones en la secuencia de aminoacidos que no afectan negativamente las
funciones biologicas del anticuerpo (por ejemplo, proporcionando especificidad y afinidad
hacia el polipéptido GPIba). En una modalidad, la variante funcional de la cadena pesada
tiene al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% de identidad con la cadena pesada descrita en el presente documento (como, por
ejemplo, las que tienen la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 36, 43, 50 o 57).
Como también se usa en el contexto de la presente descripcion, un fragmento funcional de
una cadena pesada comprende al menos un residuo de aminoacido menos en
comparacién con la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada que no afecta
negativamente a las funciones bioldgicas del anticuerpo (por ejemplo, proporcionando
especificidad y afinidad hacia el polipéptido GPlba). En una modalidad, el fragmento
funcional de la cadena pesada tiene al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la cadena pesada descrita en el
presente documento (como, por ejemplo, las que tienen la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 36, 43, 50 0 57).

En otra modalidad mas, el anticuerpo puede comprender tanto una cadena pesada como
una cadena ligera. En tal modalidad, el anticuerpo humanizado puede tener la cadena
pesada de la SEQ ID NO: 36, la variante de la misma o el fragmento de la misma y la

cadena ligera de la SEQ ID NO: 64, la variante de la misma o el fragmento de la misma.
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En otra modalidad, el anticuerpo humanizado puede tener la cadena pesada de la SEQ ID
NO: 36, la variante de la misma o el fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ
ID NO: 64, la variante de la misma o el fragmento de la misma. En aun otra modalidad, el
anticuerpo humanizado puede tener la cadena pesada de la SEQ ID NO: 36, la variante de
la misma o el fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 71, la variante
de la misma o el fragmento de la misma. En otra modalidad mas, el anticuerpo
humanizado puede tener la cadena pesada de la SEQ ID NO: 36, la variante de la misma
o el fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 78, la variante de la
misma o el fragmento de la misma. En otra modalidad, el anticuerpo humanizado puede
tener la cadena pesada de la SEQ ID NO: 36, la variante de la misma o el fragmento de la
misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 85, la variante de la misma o el fragmento de
la misma. En aun otra modalidad, el anticuerpo humanizado puede tener la cadena
pesada de la SEQ ID NO: 43, la variante de la misma o el fragmento de la misma y la
cadena ligera de la SEQ ID NO: 64, la variante de la misma o el fragmento de la misma.
En otra modalidad mas, el anticuerpo humanizado puede tener la cadena pesada de la
SEQ ID NO: 43, el variante de la misma o el fragmento de la misma y la cadena ligera de
la SEQ ID NO: 71, la variante de la misma o el fragmento de la misma. En otra modalidad
adicional, el anticuerpo humanizado puede tener la cadena pesada de la SEQ ID NO: 43,
la variante de la misma o el fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO:
78, la variante de la misma o el fragmento de la misma. En una modalidad adicional, el
anticuerpo humanizado puede tener la cadena pesada de la SEQ ID NO: 43, la variante de
la misma o el fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 85, la variante
de la misma o el fragmento de la misma. En una modalidad adicional, el anticuerpo
humanizado puede tener la cadena pesada de la SEQ ID NO: 50, la variante de la misma
o el fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 64, la variante de la
misma o el fragmento de la misma. En una modalidad adicional, el anticuerpo humanizado
puede tener la cadena pesada de la SEQ ID NO: 50, la variante de la misma o el
fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 71, la variante de la misma o
el fragmento de la misma. En otra modalidad mas, el anticuerpo humanizado puede tener
la cadena pesada de la SEQ ID NO: 50, su variante o fragmento de la misma y la cadena

ligera de la SEQ ID NO: 78, su variante o fragmento de la misma. En aun otra modalidad,
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el anticuerpo humanizado puede tener la cadena pesada de la SEQ ID NO: 50, la variante
de la misma o el fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 85, la
variante de la misma o el fragmento de la misma. En una modalidad, el anticuerpo
humanizado puede tener la cadena pesada de la SEQ ID NO: 57, la variante de la misma
o el fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 64, la variante de la
misma o el fragmento de la misma. Todavia en una modalidad, el anticuerpo humanizado
puede tener la cadena pesada de la SEQ ID NO: 57, la variante de la misma o el
fragmento de la misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 71, la variante de la misma o
el fragmento de la misma. En otra modalidad mas, el anticuerpo humanizado puede tener
la cadena pesada de la SEQ ID NO: 57, la variante de la misma o el fragmento de la
misma y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 78, la variante de la misma o el fragmento de
la misma. En aun una modalidad adicional, el anticuerpo humanizado puede tener la
cadena pesada de la SEQ ID NO: 57, la variante de la misma o el fragmento de la mismay
la cadena ligera de la SEQ ID NO: 85, la variante de la misma o el fragmento de la misma.
Las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos de la presente descripcion pueden incluir
una secuencia lider que, tras la secrecion de la célula, se escinde. Por ejemplo, la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 35 incluye la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 36 asi como residuos de aminoacidos adicionales en el extremo N que actuan
como secuencia lider. La secuencia lider que se puede incluir en la cadena pesada y/o
ligera incluye, entre otras, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 91.

En alguna modalidad, los anticuerpos de la presente descripcion pueden modificarse o
disefiarse adicionalmente en una proteina quimérica (que comprende una proteina
portadora) para aumentar, entre otras cosas, su vida media en circulacion. La porcion de
anticuerpo humanizado se puede asociar (directa o indirectamente con el enlazador,
como, por ejemplo, uno o mas enlazadores GGGGS (SEQ ID NO: 92)) al portador en
cualquier residuo de aminoéacido, siempre que la asociacién no impida que la porcion del
anticuerpo humanizado se una a GPIba e inhiba su actividad biologica. En una modalidad,
el enlazador incluye tres copias del enlazador GGGGS (SEQ ID NO: 92). En otra
modalidad, el enlazador incluye cuatro copias del enlazador GGGGS (SEQ ID NO: 92). En
algunos casos, el enlazador (cuando esta presente) o el portador esta asociado a uno o

mas residuos de aminoacidos de la porcion del anticuerpo humanizado que no estan
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involucrados en la unién especifica a GPIba ni en la inhibicion de su actividad bioldgica.
En algunos casos, el enlazador o el portador estd asociado a un solo residuo de
aminoacido de la porcién del anticuerpo humanizado. El enlazador o el portador se puede
asociar con cualquier resto de aminoacido de la porcion de anticuerpo humanizado,
incluido el resto de aminoacido situado en el extremo amino de la porcion de anticuerpo
humanizado o en el extremo carboxilo de la porcion de anticuerpo humanizado. En
algunas modalidades, la proteina portadora puede ubicarse corriente arriba (en el extremo
amino) o corriente abajo (en el extremo carboxi) de la porcion del anticuerpo humanizado.
En los casos en los que el enlazador y el portador también son de naturaleza proteinica, la
fraccion del anticuerpo humanizado se puede asociar a cualquier residuo de aminoéacido
del enlazador o del portador, incluido el residuo de aminoacido ubicado en el extremo
amino del enlazador o del portador, o el residuo de aminoacido ubicado en el extremo
carboxilo terminal del enlazador o del portador. En una modalidad, el residuo de
aminoacido ubicado en el extremo amino del enlazador o del portador esta asociado al
residuo de aminoacido ubicado en el extremo carboxilo de la porcion del anticuerpo
humanizado. En otra modalidad méas, cuando el enlazador esta presente y es de
naturaleza protéica, su extremo amino esta asociado al extremo carboxilo del anticuerpo
humanizado y su extremo carboxilo estd asociado al extremo amino del portador. En una
modalidad, la proteina portadora es albumina (por ejemplo, albumina de suero humano,
por ejemplo). En una modalidad, el vehiculo comprende uno o mas anticuerpos
adicionales o un fragmento de anticuerpo.

En los casos en los que se busca una asociacion covalente entre la porcion del anticuerpo
humanizado y el portador, la asociacién entre las dos entidades puede ser un enlace
peptidico. Tal modalidad es especialmente util para proteinas quiméricas en donde al
menos dos entidades son proteicas y estan destinadas a ser producidas como una
proteina de fusibn en un organismo (procariota o eucariota) usando una técnica
recombinante genética. Alternativamente, la asociacion covalente entre las dos porciones
puede estar mediada por cualquier otro tipo de enlace covalente quimico. En algunos
casos, las proteinas quiméricas estan disefiadas para que no sean susceptibles de
escindirse en las dos porciones en la circulacién general (por ejemplo, en el plasma).

Como se indicé anteriormente, la asociacién entre las dos entidades (por ejemplo, la
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fraccion de anticuerpo humanizado y la fraccion portadora) puede ser no covalente.
Ejemplos de asociaciones no covalentes incluyen, pero no se limitan al sistema biotina-
estreptavidina/avidina. En dicho sistema, un etiquetador (biotina) se asocia
covalentemente a una entidad/resto mientras que una proteina (estreptavidina o biotina)
se asocia covalentemente a la otra entidad/resto. En tal modalidad, la biotina se puede
asociar a la porcion del anticuerpo humanizado o al vehiculo, siempre que la otra entidad
en el sistema se asocie con estreptavidina o avidina.

En un sistema adicional de asociacion no covalente, la primera entidad esta disefiada para
asociarse de forma no covalente a la segunda entidad solo tras su administracion al
destinatario previsto. Esta modalidad es especialmente util cuando el vehiculo es una
proteina presente en la sangre del receptor. Por ejemplo, la porcién de anticuerpo
humanizado puede asociarse (de forma covalente o no covalente) con un segundo
anticuerpo, una lectina o un fragmento de la misma (denominado en este documento
enlazador derivado de anticuerpo) que es capaz de obligar al portador una vez
administrado al destinatario previsto. Por ejemplo, el segundo anticuerpo, la lectina o un
fragmento del mismo puede ser especifico para cualquier proteina de sangre/plasma
presente en el receptor previsto (como, por ejemplo, albumina sérica, fragmentos de
inmunoglobulinas (siempre que estos fragmentos no se unan directamente al receptor Fc
activador) o hacer que la proteina quimérica se una simultaneamente a mas de un sitio en
el receptor Fc activador), alfa-1-glucoproteina acida, transferrina o lipoproteinas). El
segundo anticuerpo, lectina o fragmento del mismo se puede asociar, preferiblemente de
forma covalente, con la porcidbn de anticuerpo humanizado en cualquier residuo de
aminoacido de la porcién de anticuerpo humanizado, pero preferiblemente en el extremo
amino o carboxilo de la porcién de anticuerpo humanizado. En tal modalidad, el segundo
anticuerpo, la lectina o fragmento de la misma es similar a un conector entre la fraccion del
anticuerpo humanizado y el vehiculo. Tras la administracion de esta modalidad de la
porcion de anticuerpo humanizado en el receptor, el vehiculo (por ejemplo, una proteina
de sangre o plasma) se asocia con el segundo anticuerpo, lectina o fragmento del mismo
para formar, in vivo, la proteina quimérica. En una modalidad especifica, el segundo
anticuerpo es un anticuerpo que reconoce especificamente la albumina (como, por

ejemplo, un anticuerpo que reconoce especificamente la alblmina humana).
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La presente descripcion también proporciona moléculas de nucleotidos que codifican los
anticuerpos descritos en el presente documento. Las moléculas de nucleotidos se pueden
proporcionar en forma aislada y se pueden derivar de una variedad de fuentes que
incluyen ADN, ADNc, ADN sintético, ARN sintético, derivados, miméticos o combinaciones
de los mismos. Dichas secuencias pueden comprender ADN gendmico, que puede 0 no
incluir intrones naturales, regiones geénicas, regiones no génicas y regiones reguladoras.
Ademas, dicho ADN gendmico se puede obtener en asociacion con regiones promotoras o
secuencias poli (A). Las secuencias, el ADN gendmico o el ADN complementario (ADNc)
se pueden obtener de varias formas. EI ADN gendmico se puede extraer y purificar de
células adecuadas por medios bien conocidos en la técnica. Alternativamente, el ARNm
puede aislarse de una célula y usarse para producir ADNc mediante transcripcion inversa
u otros medios. Las moléculas de nucle6tidos descritas en el presente documento se usan
en ciertas modalidades de los métodos de la presente descripcion para la produccién de
ARN, proteinas o polipéptidos, mediante la incorporacion en células, tejidos u organismos
huésped. En una modalidad, las moléculas de nucle6tidos pueden tener codones
optimizados para la expresiéon en un huésped particular. Las moléculas de nucleétidos
pueden incluir, en algunas modalidades, una o0 mas secuencias promotoras y/o una 0 mas
secuencias terminadoras. Las moléculas de nucleétidos pueden incluirse en un vector
para la expresion en un huésped recombinante. Las moléculas de nucleétidos de la
presente descripcién pueden incluir, en algunas modalidades, la secuencia de &cido
nucleico de la SEQ ID NO: 41, 48, 55, 62, 69, 76, 83 y/o 90. En una modalidad, la
secuencia de nucledtidos de la presente descripcion incluye la secuencia de &acido
nucleico de la SEQ ID NO: 41y 69, 41y 76, 41 y 83 0 41 y 90. En otra modalidad, la
secuencia de nucleétidos de la presente descripcion incluye la secuencia de acido
nucleico de la SEQ ID NO: 48y 69, 48y 76, 48y 83 0 48 y 90. la secuencia de nucleotidos
de la presente descripcidn incluye la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 55y
69, 55y 76, 55 y 83 0 55 y 90. el nucledtido La secuencia de la presente descripcion
incluye la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 62y 69, 62y 76,62y 83 062y
90.

Usos terapéuticos de los anticuerpos humanizados

Dado que las interacciones de la GPlba de plaquetas y sus ligandos (como el VWF) han
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sido reconocidas como actores importantes en la patogenia de diversas enfermedades, los
anticuerpos humanizados pueden usarse para prevenir y/o tratar el accidente
cerebrovascular isquémico, el infarto agudo de miocardio, la restenosis, la angina de
pecho, sindrome coronario agudo, aterotrombosis, inflamacion vascular, trombosis
venosa, enfermedad vascular periférica, purpura trombocitopénica trombatica, sepsis y/o
metastasis tumoral. El anticuerpo humanizado o la proteina quimérica pueden usarse en
un sujeto que tiene plaquetas que son reconocidas especificamente por el anticuerpo
humanizado (o la porcién de anticuerpo humanizado de la proteina quimérica). Como tal,
el anticuerpo humanizado se puede utilizar en un sujeto mamifero, como, por ejemplo, un
ser humano, un mono, un ratén, un conejo y/o un perro, etc.

La presente descripcion proporciona un método para prevenir o limitar la interaccion fisica
entre GPlba y su ligando afin. EI método comprende poner en contacto el anticuerpo
humanizado, la proteina quimérica o la composicién farmacéutica descrita en el presente
documento con una plagueta (que expresa en su superficie GPIba) en condiciones que
permitan la union del anticuerpo humanizado/fracciobn de anticuerpo humanizado con
GPIlba. Como se muestra en los Ejemplos a continuacion, los anticuerpos humanizados y
las proteinas quiméricas de la presente descripcion son capaces de unirse a GPlba vy
antagonizar su actividad bioldgica bajo estrés de cizallamiento alto y bajo. Como tal, el
método se puede utilizar para unirse a GPlba independientemente del esfuerzo
cizallamiento aplicado. El método puede usarse in vitro o in vivo en un sujeto que lo
necesite. EI método se puede utilizar con velocidades de cizallamiento altas o bajas.
Cuando se busca prevenir la interaccion entre GPlba y sus ligandos (como el VWF), el
anticuerpo humanizado o la proteina quimérica pueden usarse antes del contacto entre
GPIba y su ligando. Como tal, la plaqueta primero se pone en contacto con el anticuerpo
humanizado (que opcionalmente se presenta como una proteina quimérica o una
composicién farmacéutica) antes de que su ligando se coloque o0 se encuentre cerca de la
plagueta. En tal modalidad, se entiende que la union del anticuerpo humanizado de la
presente descripcion evitara la asociacion fisica de GPlba con su ligando y, en ultima
instancia, evitara o limitara la activacion y agregaciéon plaquetaria.

Cuando se busca limitar la interaccion entre GPlba y sus ligandos (como el VWF), el

anticuerpo humanizado puede usarse al mismo tiempo o después de que se haya
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producido el contacto entre GPIlba y su ligando. Como tal, la plagueta se pone en contacto
con el anticuerpo humanizado (que opcionalmente se presenta como una proteina
guimérica o0 una composicion farmacéutica) simultaneamente o después de que su ligando
se coloque o se encuentre cerca de la plaqueta. En dicha modalidad, se entiende que la
unién del anticuerpo humanizado de la presente descripcion limitara la asociacion fisica de
GPIba con su ligando y, en algunas modalidades, evitara o limitara la activacion y
agregacion plaquetaria.

El anticuerpo humanizado (opcionalmente en una forma quimérica o en una composicion
farmacéutica) se puede usar para prevenir, tratar o aliviar los sintomas asociados con la
trombosis patolégica en un sujeto que lo necesite. Dado que el anticuerpo humanizado de
la presente descripcion puede prevenir la activacion y agregacion plaquetaria (al menos en
los Ejemplos siguientes), puede usarse para prevenir la trombosis patoldgica en un sujeto
susceptible a la trombosis patolégica. Ademas, dado que el anticuerpo humanizado de la
presente descripcion no induce trombocitopenia ni prolonga el sangrado, su uso es mas
seguro (que, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal original del que derivan). Como se usa
en el contexto de la presente descripcion, el término "trombosis patolégica” se refiere a
una condicion en la que se forma un trombo (un coagulo de sangre) en un vaso sanguineo
y provoca un dafio a los tejidos circundantes. La trombosis patoldgica puede ocurrir en una
vena o una arteria. El trombo patolégico puede presentarse u observarse en un seno
cavernoso, una vena renal, una vena profunda o en un pulmén (embolismo pulmonar). En
algunas modalidades, el anticuerpo humanizado o la proteina quimérica se usa para
prevenir, tratar o aliviar los sintomas asociados con la trombosis patolégica en condiciones
de alto estrés. En las proximidades de un vaso ocluido o parcialmente ocluido, la tensién
de cizallamiento es alta y la interaccion entre GPlba y VWF es fundamental para la
oclusién del vaso.

En modalidades en donde se justifica prevenir la formacion o el crecimiento de un trombo,
el anticuerpo humanizado o la proteina quimérica pueden usarse en sujetos con riesgo de
formar o desarrollar un trombo. En una modalidad, el método puede incluir determinar si,
antes de la administracion del anticuerpo, el sujeto corre el riesgo de formar o desarrollar
un trombo (con métodos y ensayos conocidos en la técnica). El anticuerpo humanizado se

puede usar en sujetos que previamente se ha determinado que tienen riesgo de formar o
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desarrollar un trombo. En otra modalidad, el método puede incluir determinar, después de
la administracion de al menos una dosis del anticuerpo humanizado o la proteina
quimérica, si el sujeto tiene al menos un trombo y, en algunas modalidades adicionales, el
tamafio del trombo. Tal determinacion puede ayudar a determinar si se deben administrar
dosis adicionales al sujeto para lograr el efecto terapéutico deseado.

En sujetos que tienen una pluralidad de trombos, se puede usar el anticuerpo humanizado
o la proteina quimérica para reducir el tamafio y/o el nimero de trombos. En una
modalidad, el método puede incluir determinar si, antes de la administracion del
anticuerpo, el sujeto tiene uno o mas trombos y, opcionalmente, el tamafio del trombo (con
meétodos y ensayos conocidos en la técnica). El anticuerpo humanizado se puede usar en
un sujeto del que se ha determinado previamente que tiene una pluralidad de trombos vy,
opcionalmente, el tamafio del trombo. En otra modalidad, el método puede incluir
determinar, después de la administracion de al menos una dosis del anticuerpo
humanizado o de la proteina quimérica, la presencia, nimero y tamafio del trombo. Tal
determinacién puede ayudar a determinar si se deben administrar dosis adicionales al
sujeto para lograr el efecto terapéutico deseado.

En algunas modalidades, los métodos de la presente descripcion incluyen determinar si el
sujeto esta en riesgo de experimentar o ha experimentado una trombosis patolégica. Una
determinacién positiva de que el sujeto estd en riesgo de experimentar o ha
experimentado una trombosis patoldgica es indicativo de que el sujeto se beneficiaria al
recibir los anticuerpos humanizados de la presente descripcién. Como tal, los métodos de
la presente descripcion pueden incluir la administracién del anticuerpo humanizado o la
proteina quimérica a un sujeto que se ha determinado que esta en riesgo de experimentar
0 ha experimentado una trombosis patolégica. Los anticuerpos humanizados y la proteina
guimérica de la presente descripcibn se pueden usar en sujetos en los que se ha
determinado que corren el riesgo de experimentar o han experimentado una trombosis
patologica.

En algunas modalidades adicionales, los métodos de la presente descripcion incluyen
determinar si el sujeto esta en riesgo de experimentar o ha experimentado un accidente
cerebrovascular isquémico, una puarpura trombocitopénica tromboética, un infarto de

miocardio, un sindrome coronario agudo, aterotrombosis, una enfermedad vascular
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periférica, trombosis venosa, sepsis y/o inflamacion vascular. Una determinacion positiva
de que el sujeto esta en riesgo de sufrir o ha sufrido un accidente cerebrovascular
isquémico, purpura trombocitopénica trombotica, infarto de miocardio, sindrome coronario
agudo, aterotrombosis, enfermedad vascular periférica, trombosis venosa profunda, sepsis
y/o inflamacién vascular es indicativo de que el sujeto se beneficiaria de recibir los
anticuerpos humanizados de la presente descripcion. Como tales, los métodos de la
presente descripcion pueden incluir la administracién del anticuerpo humanizado a un
sujeto que se ha determinado que corre el riesgo de experimentar o ha experimentado un
accidente cerebrovascular isquémico, una purpura trombocitopénica trombotica, un infarto
de miocardio, un sindrome coronario agudo, aterotrombosis, una enfermedad vascular
periférica, trombosis venosa profunda, sepsis y/o inflamacion vascular. Los anticuerpos
humanizados de la presente descripcion se pueden usar en sujetos en los que se ha
determinado que corren el riesgo de experimentar o han experimentado un accidente
cerebrovascular isquémico, una puarpura trombocitopénica tromboética, un infarto de
miocardio, un sindrome coronario agudo, aterotrombosis, un enfermedad vascular,
trombosis venosa profunda, sepsis y/o inflamacién vascular.

Debido a que la interaccion entre GPlba y VWF es importante para la diseminaciéon de la
metastasis tumoral, el anticuerpo humanizado o la proteina quimérica de la presente
descripcién pueden usarse para reducir o limitar la metastasis tumoral en un sujeto que lo
necesite. En algunas modalidades, el anticuerpo humanizado o la proteina quimérica
pueden usarse para reducir el nimero de metastasis tumorales y/o el tamafio de las
metastasis tumorales. En una modalidad, la metastasis del tumor estd asociada con un
cancer de higado (tal como un carcinoma de higado o un adenocarcinoma) y el anticuerpo
humanizado puede usarse para reducir o limitar la metastasis del tumor de higado.

En algunas modalidades, los métodos de la presente descripcion incluyen determinar la
presencia, ubicacion y/o el tamafio de la metastasis tumoral antes y/o después de haber
proporcionado una o mas dosis de los anticuerpos humanizados o de las proteinas
guiméricas. Tal evaluacion puede ser util para determinar si se deben administrar dosis
adicionales del anticuerpo humanizado para lograr el resultado terapéutico deseado en el
sujeto.

El anticuerpo humanizado o la proteina quimérica que lo comprende puede formularse
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como una composicion farmacéutica para su administracion con un excipiente. Un
excipiente o "excipiente farmaceéutico” es un disolvente farmacéuticamente aceptable, un
agente de suspension o cualquier otro vehiculo farmacolégicamente inerte para
administrar una 0 mas proteinas quiméricas a un sujeto, y normalmente es liquido. Un
excipiente farmacéutico generalmente se selecciona para proporcionar el volumen, la
consistencia, etc. deseados, cuando se combina con los componentes de una
composicion farmacéutica dada, en vista del modo de administracion pretendido. Los
excipientes farmacéuticos tipicos incluyen, pero no se limitan a, agentes aglutinantes (por
ejemplo, almidon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropilmetilcelulosa,
etc.); cargas (por ejemplo, lactosa y otros azUcares, celulosa microcristalina, pectina,
gelatina, sulfato de calcio, etilcelulosa, poliacrilatos o fosfato de hidrogeno de calcio, etc.);
lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco, silice, diéxido de silicio coloidal,
acido estearico, estearatos metalicos, aceites vegetales hidrogenados, almidén de maiz,
polietilenglicoles, benzoato de sodio, acetato de sodio, etc.); desintegrantes (por ejemplo,
almidén, glicolato de almidén sodico, etc.); y agentes humectantes (por ejemplo,
laurilsulfato de sodio, etc.).

El anticuerpo humanizado o la proteina quimérica que lo comprende puede formularse
para su administracion con un excipiente farmacéuticamente aceptable, en forma de
dosificacion unitaria 0 como una composicion farmacéutica. Puede emplearse la practica
farmacéutica convencional para proporcionar formulaciones o composiciones adecuadas
para administrar tales composiciones a sujetos. Aunque se prefiere la administracion
intravenosa, se puede emplear cualquier via de administracion apropiada, por ejemplo,
oral, perenteral, subcutanea, intramuscular, intracraneal, intraorbitaria, oftalmica,
intraventricular, intracapsular, intraespinal, intratecal, epidural, intracisternal,
intraperitoneal, intranasal o en aerosol. administracion. Las formulaciones terapéuticas
pueden estar en forma de soluciones liquidas o suspension. Los métodos bien conocidos
en la técnica para preparar formulaciones se encuentran, por ejemplo, en Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, (192 ed.) ed. AR Gennaro AR., 1995, Mack Publishing
Company, Easton, Pensilvania.

Ademas, en algunas modalidades, el anticuerpo humanizado o la proteina quimérica se

pueden administrar en una cantidad farmacéuticamente efectiva. El término "cantidad
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farmacéuticamente efectiva® o "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una
cantidad (dosis) efectiva en el tratamiento de un sujeto aquejado o que se sospecha que
agueja una afeccion o trastorno trombético, metastasico o inflamatorio. También debe
entenderse en el presente documento que una “"cantidad farmacéuticamente efectiva"
puede interpretarse como una cantidad que proporciona un efecto terapéutico deseado, ya
sea tomada en una dosis 0 en cualquier dosis o via, tomada sola o en combinacién con
otros agentes terapéuticos.

Una cantidad o dosificacion terapéuticamente efectiva del anticuerpo humanizado o la
proteina quimérica que comprende el mismo descrito en el presente documento o una
composicién farmacéutica, puede variar entre aproximadamente 0.001 y 30 mg/kg de peso
corporal, con otros intervalos de la invencion que incluyen entre aproximadamente 0.01 y
25 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 0.025 a 10 mg/kg de peso corporal,
aproximadamente 0.3 a 20 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 0.1 a 20 mg/kg de
peso corporal, aproximadamente 1 a 10 mg/kg de peso corporal, 2 a 9 mg/kg de peso
corporal peso, 3 a 8 mg/kg peso corporal, 4 a 7 mg/kg peso corporal, 5 a 6 mg/kg peso
corporal, y 20 a 50 mg/kg de peso corporal. En otras modalidades, una cantidad o
dosificacion terapéuticamente efectiva puede variar entre aproximadamente 0.001 y 50 mg
en total, con otros intervalos de la invencién que incluyen aproximadamente 0.01 a 10 mg,
aproximadamente 0.3 a 3 mg, aproximadamente 3 a 10 mg, aproximadamente 6 mg,
aproximadamente 9 mg, aproximadamente 10 a 20 mg, aproximadamente 20-30 mg,
aproximadamente 30 a 40 mg y aproximadamente 40 a 50 mg. En una modalidad, la
guimera se administra a una dosis entre aproximadamente 40 y 80 mg/kg (por ejemplo, 60
mg/kg).

EJEMPLO | - HUMANIZACION DE ANTICUERPOS NIT-B1 MURINOS

Los dominios variables de los anticuerpos NIT-Al y NIT-B1 murinos (descritos en Patente
Estadounidense Numero de Serie 8,323,652 y respectivamente depositados en la
Autoridad de depadsito internacional de Canada el 7 de octubre de 2008 con los numeros
de acceso 071008-01 (clon de NIT A1), 071008- 02 (clon NIT B1)). El anticuerpo NIT-Al
murino tiene una cadena pesada de la SEQ ID NO: 1 (que incluye CDR1 de la SEQ ID
NO: 3, CDR2 de la SEQ ID NO: 4 y CDR3 de la SEQ ID NO: 5) y una cadena ligera de la
SEQ ID NO: : 11 (que incluye CDR1 de la SEQ ID NO: 13, CDR2 de la SEQ ID NO: 14y



10

15

20

25

30

43

CDR3 de la SEQ ID NO: 15). El anticuerpo NIT-B1 murino tiene una cadena pesada de la
SEQ ID NO: 6 (que incluye CDR1 de la SEQ ID NO: 8, CDR2 de la SEQ ID NO: 9 y CDR3
de la SEQ ID NO: 10) y una cadena ligera de la SEQ ID NO: 16 (que incluye CDR1 de la
SEQ ID NO: 18, CDR2 de la SEQ ID NO: 19 y CDR3 de la SEQ ID NO: 20).

El anticuerpo NIT-B1 murino se desarroll6 aun mas como un C100-Fab quimérico
fusionando el dominio variable de cadena pesada de NIT-B1 (SEQ ID NO: 6) con una
region constante CH1 de IgGl humana (SEQ ID NO: 26; https://
www.uniprot.org/uniprot/P01857); asi como fusionando el dominio variable de cadena
ligera de NIT-B1 (SEQ ID NO: 16) con una region constante de cadena ligera kappa de Ig
humana (SEQ ID NO: 33; http://www.uniprot.org/uniprot/P01834).

EJEMPLO I - CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS ANTI-GPIBALFA
HUMANIZADOS

Usando el método de injerto de CDR (Safdari et al., 2013), cuatro cadenas pesadas
humanas (VH1 de la SEQ ID NO: 35, VH2 de la SEQ ID NO: 42, VH3 de la SEQ ID NO:
49, VH4 de la SEQ ID NO: 56) y cuatro cadenas ligeras humanas (VL1 de la SEQ ID NO:
63, VL2 de la SEQ ID NO: 70, VL3 de la SEQ ID NO: 77, VL4 de la SEQ ID NO: 84) se
sintetizaron en base a la homologia de los marcos de trabajo con las secuencias humanas
en la base de datos del NCBI con los CDR anotados.

Brevemente, las secuencias de dominio variable del anticuerpo parental se buscaron en la
base de datos de linea germinal humana usando NCBI Ig-Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/igblast/). Se eligieron cuatro aceptores humanos
diversos (es decir, dominios variables humanos con alta homologia con el anticuerpo
original) para cada cadena pesada y cadena ligera. Las CDR de los aceptores humanos
se reemplazaron con sus contrapartes de ratdén, dando como resultado las secuencias de
dominio variable humanizadas.

Fragmento variable de cadena sencilla humanizado (scFv) y proteina quimérica asociada.
Se prepar6 un scFv que incluia tanto VH1 como VL2. Que incluye un enlazador (GGGGS
(SEQ ID NO: 92)) x 4 entre VH1 y VL2 (orientacion como VH1-(G4S)4-VL2). Para facilitar
la purificacién, el scFv tiene una etiqueta de 6 x His y un sitio de escision de TEV
ENLYFQG antes de VH1. Sin embargo, la etiqgueta se eliminé usando la proteasa TEV

antes de las diferentes pruebas. El scFv también se incluyé en una proteina quimérica
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(scFv-HSA) con la albumina de suero humano (HSA). En esos casos, el scFv-HSA que
incluye un enlazador adicional GGGGS (SEQ ID NO: 92) antes que HSA. El scFv-HSA
quimérico se produjo en forma estable y no formé agregados durante su produccién o
purificacion.

Tamafo. Las secuencias de ADN que codifican cadenas pesadas y ligeras humanizadas
se sintetizaron y se insertaron en el vector pTT5 para construir plasmidos de expresion de
Fabs. Se expresaron transitoriamente 16 Fab humanizados en cultivo de células HEK 293
o CHO 3E7, y luego las células se centrifugaron. Los sobrenadantes se filtraron y
evaluaron con SDS-PAGE y analisis de transferencia Western. Los Fab humanizados
tienen un peso molecular de aproximadamente 47 kDa en condiciones no reductoras
(Figuras 1y 2).

Los sobrenadantes de ocho Fab humanizados seleccionados (consulte la tabla 1) se
purificaron luego con la resina Capture select™ Kappa XL Affinity Matrix. Los Fab
humanizados purificados se intercambiaron con amortiguador en PBS utilizando una
columna de desalinizacion PD-10. La concentracion y la pureza de la proteina purificada
se determinaron mediante OD2s y SDS-PAGE (en cada carril se cargaron
aproximadamente 2 pg de proteina), respectivamente. Como se muestra en la Figura 3,
los Fab humanizados purificados migraron como bandas de ~47 kDa en SDS-PAGE en
condiciones no reductoras, bandas de ~24 kDa y ~23 kDa en condiciones reductoras.

Tabla 1. Descripcion de los Fab humanizados

Nombre | Cadena pesada Cadena ligera
HO01 | VH1 (SEQ ID NO: VL2 (SEQ ID NO:
H002 | VH1 (SEQ ID NO: VL3 (SEQ ID NO:

35) 70)
( 35) ( 77)
H003 | VH2 (SEQIDNO:42) | VL1 (SEQ ID NO: 63)
HO04 | VH3 (SEQ ID NO: 49) | VL2 (SEQ ID NO: 70)
HO05 | VH3 (SEQID NO:49) | VL3 (SEQ ID NO: 77)
( o6) ( 63)
( 56) ( 70)
( 56) ( 77)

HO06 | VH4 (SEQ ID NO: VL1 (SEQ ID NO:
HO07 | VH4 (SEQ ID NO: VL2 (SEQ ID NO:
HO008 | VH4 (SEQ ID NO: VL3 (SEQ ID NO:

Especificidad. Se prepard plasma rico en plaguetas (PRP) humano y de ratdbn mediante
centrifugacion a 300 g durante 7 min y se lavo transfiriendo 200 yl de PRP a 10 ml de PBS
seguido de centrifugacion de 800 g durante 10 min. A continuacion, se elimind el
sobrenadante y las plaquetas se volvieron a suspender en 200 pl de PBS. Las plaquetas

lavadas (10 pL) se incubaron con los diferentes anticuerpos (2.5-5 pg/ml) en un sistema de



10

15

20

25

30

45

200 pL a temperatura ambiente durante 30 min y se detectaron mediante anticuerpo anti-
Fab humano etiquetado con FITC. Estos ocho Fabs HO001-HO08 humanizados
seleccionados, el scFv y la proteina quimérica se unieron a plaquetas de ratdén tanto
humanas como de tipo silvestre, pero no a plaquetas de raton deficientes en GPlba, lo que
indica la especificidad de los Fab humanizados para GPIba de plaquetas (Figuras 4 y 19).
Plaquetas (2x10°) de PRP de ratén, perro, humano, rata y conejo a 200 yL PBS que
contiene una concentracion en serie de Fabs HO01 o HO02 a 50, 16.7, 5.6, 1.8, 0.6, 0.2 nM
(para ratén y perro), a 200, 67, 22, 7.4, 2.5, 0.8, 0.3, 0.1 nM (para humanos y ratas) y a
500, 100, 20, 4, 0.8 nM (para conejos). Después de una incubacion de 30 min, se afiadié
un anticuerpo de deteccion (cadena Kappa antihumana etiquetada con FITC, 1:200) y se
incubd en la oscuridad durante 15 min. La citometria de flujo se realiz6 utilizando el BD
LSR Fortessa™ X-20. HOO1 y HO02 también se unieron a plaquetas de rata, perro y
conejo (Figura 5).

Los Fab humanizados con (HO01/H002 purificado, 5 pg/mL) y sin (HO01/HO02 no
purificado, 5 pg/mL) la segunda purificacion por cromatografia SEC-FPLC se incubaron
con plaquetas lavadas de mono Cynomolgus (2 x 10°) durante 30 minutos. A continuacion,
se incubd durante 30 minutos un anticuerpo secundario (Ab) anti-cadena Kappa humana
etiquetado con FITC. La union de Fab humanizados a plaquetas de mono se detecto
mediante un ensayo de citometria de flujo. La Figura 6 muestra que los anticuerpos Fab
HOO1 y HOO2 se unieron a plaquetas de mono.

La afinidad entre HOO1 y GPIlba recombinante se midié en un ensayo de resonancia de
plasmon superficial (SPR). Para la preparacion de biosensores SPR, se limpiaron
biosensores recubiertos de oro puro SPR (Biosensing Instrument Inc., AZ, USA) en una
solucion de borohidruro de sodio 0.5 M disuelto en etanol anhidro:ddH20 1:1 durante 2
horas. Los biosensores se enjuagaron con abundantes cantidades de etanol anhidro
seguido de 16 horas de incubacién en una solucién de acido mercaptopropiénico 1 mM en
dimetilformamida. Después de la incubacion, los biosensores SPR se enjuagaron con
grandes cantidades de dimetilformamida seguido de etanol anhidro y finalmente ddH20.
Luego, los biosensores se incubaron en 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida 40 mM
y N-hidroxisuccinimida 20 mM disueltos en ddH20 durante 1 hora. A continuacion, los

sensores se enjuagaron con abundantes cantidades de ddH20 y luego se incubaron con
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hidrato de Na,Na-Bis(carboximetil)-L-lisina 100 mM durante 4 horas. Después de la
incubacion, las superficies biosensoras se enjuagaron con ddH20O. El paso final antes de
SPR experimentos fue exponer las superficies biosensoras funcionalizadas con NiCl2 100
mM durante 1 hora.

Los experimentos SPR se realizaron en un Biosensing Instrument 4000 SPR. Los
biosensores funcionalizados se cargaron en el instrumento y el biosensor se equilibré con
amortiguador de funcionamiento (tris(hidroximetil)aminometano 10 mM, NaCl 140 mM,
imidazol 20 mM pH = 7.4) a un flujo de 40 pl/min. Para las mediciones de union, se
inyectaron 25 uL de GPlba etiquetada con hexahistidina 500 nM sobre la superficie de
biodeteccion, inmovilizando la GPIba en la superficie del sensor SPR. Se permitié que la
linea de base se equilibrara seguido de una inyeccion de 25 pl de la concentracién
deseada de ligando (ya sea Fab HOO1l o control). Las superficies biosensoras se
regeneraron entre inyecciones de ligando mediante inyeccién de 100 ul de imidazol 500
mM en amortiguador de funcionamiento, seguido de 100 pl de NiClz 100 mM. Los datos
resultantes se analizaron utilizando el software de analisis SPR incluido en el instrumento.

Los biosensores SPR inmovilizados con GPIba se expusieron a 500, 100, 50 y 10 nM de
anticuerpo Fab HOO01 y 100 nM de anticuerpo de control (PSI E1, un anticuerpo contra
GPIiIbllla). El control no se uni6 a la GPlba inmovilizada y se disocié completamente del
biosensor antes del final de la inyeccion (datos no mostrados). En contraste, el anticuerpo
Fab HOO1 se uni6 claramente a GPIba produciendo claros cambios de SPR con solo una
disociacion parcial después del final de la inyeccion (Fig. 7A). Los cambios de SPR se
ajustaron al modelo de enlace cinético, lo que resultd en una velocidad de activacion (ka)
de 2.61 x 10’s, una velocidad de desactivacion (kd) = 1.1 x 10's'y una constante de
disociacion (Kd) de 4.4 nM (Figura 7B). Para confirmar la constante de disociacion, la
magnitud de los cambios de SPR se representd contra a la concentracion de anticuerpo
Fab HOO1 y se ajusté a un modelo de unién de un sitio que produjo un R? de ajuste de
0.9929 y una constante de disociacion (Kd) de 8.0 + 2.1 nM. Los datos demuestran
claramente que el anticuerpo Fab HOO1 se uni6 fuertemente a GPIba recombinante con
una constante de disociacién nanomolar baja y una velocidad de unién rapida.

Inhibicién in vitro de la agregacion plaquetaria inducida por agonistas. Para evaluar si los

Fab humanizados pueden inducir una activacién de plaquetas aberrante y sus funciones
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en la agregacion plaguetaria, se realizaron ensayos de agregacion plaquetaria in vitro. Se
preparé PRP humano de voluntarios sanos y pacientes con enfermedad vascular periférica
a partir de sangre entera anticoagulada con citrato de sodio mediante centrifugacion a 300
g durante 7 min. La agregacion plaquetaria en PRP se indujo mediante la adicion de 5
pHg/mL de clones Fab humanizados y se controlé mediante un agregémetro computarizado
Chrono-log (Chrono-Log Corporation, USA). La agregacion plaquetaria en PRP fue
inducida por ristocetina (1 mg/mL), y en plaquetas filtradas en gel fue inducida por
trombina (0.05 U/mL) con o sin los Fab humanizados usando un agregdmetro Chrono-log
computarizado (Chrono-Log Corporation, USA).

Los anticuerpos Fab HO01, HO02, HO05 y HOO8 asi como el anticuerpo scFv no indujeron
la activacion de plaquetas. Ademas, HO01 y HOO2 inhiben significativamente la agregacion
plaguetaria humana inducida por ristocetina en PRP y la agregacion plaguetaria inducida
por trombina en dosis bajas en plaquetas filtradas en gel (Figuras 8, 9, 20 y 21).

Inhibicién de la formacidén de trombos a baja y alta velocidad de cizallamiento. Para medir
la adhesion, la agregacion y la formacion de trombos plaquetarios a diferentes velocidades
de cizallamiento, se perfundié sangre completa heparinizada de 30 voluntarios sanos
sobre una superficie recubierta de colageno tipo | usando un sistema de camara de
perfusién ex vivo, bajo un microscopio de fluorescencia en tiempo real. Brevemente, se
recubrieron tubos microcapilares rectangulares (portaobjetos de canal ibidi, ibidi GmbH)
con colageno Horm (100 pg/ml, durante la noche, 4 °C; Nycomed Linz, Austria). Sangre
completa anticoagulada (heparina 15 U/ml) de donantes sanos se marcé con fluorescencia
con DiOCs (1 pM, 10 min, 37 °C; Sigma). Luego, se perfundié sangre total tratada con
Fabs humanizados o de control o scFv-HSA sobre la superficie recubierta de colageno a
velocidades de cizallamiento de 300 s?, 1 200 sty 1 800 s durante 3 min usando una
bomba de jeringa (Harvard Apparatus, USA). La acumulacion de plaquetas y la formacion
de trombos se registraron en tiempo real con un microscopio de fluorescencia invertido
Zeiss Axiovert 135 (objetivo de agua 60x/0.90 NA). La dinamica cuantitativa de la
intensidad de la fluorescencia de plaquetas se adquirié utilizando el software SlideBook.
Los Fabs HO01 y HO02 humanizados inhiben etiquetadamente la formacion de trombos a
velocidades de cizallamiento de la pared de 300 sty 1 800 s (aunque preferiblemente a

velocidades de cizallamiento de la pared de 1 800 s?), lo que corresponde al flujo
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sanguineo en las vénulas/arterias grandes y arteriolas, respectivamente (Figura 10). La
proteina quimérica inhibe notablemente la formacion de trombos a velocidades de
cizallamiento de la pared de 1200 s (Figura 22). Estos resultados ex vivo sugieren que las
proteinas quimeéricas, scFv y C100-Fab humanizadas son inhibidores significativos de la
trombosis en condiciones de cizallamiento alto y bajo.

Inhibicién in vivo del crecimiento de trombos y oclusion de vasos. Para examinar si los Fab
humanizados afectan el crecimiento del trombo in vivo, se utilizaron dos modelos
complementarios de trombosis de microscopia intravital y un modelo de trombosis de
arteria grande.

La formacién de trombos en las arteriolas mesentéricas se controld en ratones de tipo
silvestre C57BL/6 de 3 a 4 semanas de edad. A los ratones se les inyectaron plaquetas
etiquetadas con fluorescencia emparejadas con el donante y se visualizaron bajo un
microscopio fluorescente invertido Zeiss Axiovert 135 (Zeiss, Alemania). Brevemente, se
recogié sangre en una solucion de dextrosa de citrato acido (ACD; como anticoagulante)
de los ratones compatibles con donantes. Se prepararon plaquetas filtradas con gel y se
marcaron con calceina AM (1 mg/mL, Invitrogen, Canada) a temperatura ambiente durante
20 min. A continuacion, se inyectaron plaguetas en los ratones experimentales a través de
la vena de la cola con amortiguador de solucion salina de control, con Fab HOO1 o con
HO002 (2.5 o 5 pg/raton). Luego, los ratones fueron anestesiados y el mesenterio fue
externalizado. Se eligié una unica arteriola mesentérica de 100-120 um de diametro y se
indujo la lesibn mediante la aplicacion tépica de 30 ul de cloruro férrico 250 mM. Se
registré el tiempo para completar la oclusién del vaso. Las imagenes de formacion y
disolucion de trombos se visualizaron con un microscopio de fluorescencia. Como se
muestra en la figura 11 y la tabla 2, el crecimiento de trombos y la oclusidon de vasos
inducidos por la lesion de FeCls se inhiben significativamente mediante la inyeccion de los
anticuerpos Fabs HO01 y HO002 humanizados (en comparacion con una inyeccion de
solucion salina de control).

Tabla 2. Namero de ratones que no ocluyeron en funcion del tratamiento recibido.

Control 0
HOO02 — 5 ug 1in4
H001 -5 ug 3in4d
HO01 — 2.5 ug 0
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Para el modelo de trombosis de la arteriola cremaster inducida por laser, se anestesiaron
ratones C57B/6 de tipo silvestre (macho, de 6 a 8 semanas de edad) y se les inserté un
tubo traqueal para facilitar la respiracion. EI musculo cremaster se preparé bajo un
microscopio de diseccién y se super fundid durante todo el experimento con solucidon
salina tamponada con bicarbonato precalentada. Se administraron anticuerpos anti-
plaquetarios, control (amortiguador salino), los anticuerpos HOO01 y HO02 humanizados y
monovalentes (5 o 10 pg/ratén) donde se indicaba mediante una canula en la vena
yugular. Las plaquetas se marcaron mediante inyeccion de anticuerpo anti-ratbn CD41 de
rata (Leo.Al; EMFRET Analytics, Alemania; 0,1 pg/g). Se indujeron multiples lesiones
corriente arriba independientes en una arteriola cremaster utilizando un microscopio
Olympus BX51WI con un laser de colorante de nitrégeno pulsado. La acumulacion
dindmica de plaquetas etiquetadas con fluorescencia dentro del trombo en crecimiento se
capturé y analizé utilizando el software Slidebook. En este modelo de trombosis
microscopica intravital de la arteriola cremaster (que no implica estrés oxidativo, ya que
induce una lesién vascular leve con un laser), el crecimiento del trombo se elimino casi por
completo después de la infusiébn intravenosa de los anticuerpos humanizados y
monovalentes HO01 y HO02 (Figura 12). Estos hallazgos indican que los Fab humanizados
pueden inhibir el crecimiento de trombos y promover su disolucion y, de este modo, tienen
un gran potencial para desarrollarse como nuevos agentes antitromboticos.

Se extrajo sangre de raton antes y después de los experimentos del modelo de trombosis
de microscopia intravital y las plaquetas se aislaron y caracterizaron usando citometria de
flujo y anticuerpo anti-CD62P humano de ratdén etiquetado con FITC y anexina V-Alexa
Fluor® 647. En la Figura 13 se muestra que el anticuerpo HOO1 humanizado y
monovalente no indujo la activaciéon aberrante de las plaquetas in vivo, ya que no dio lugar
a la expresion de la P-selectina de plaquetas ni a la exposicion a la fosfatidilserina (PS).
Se obtuvieron resultados similares con el anticuerpo Fab H002 humanizado (datos no
mostrados).

En un modelo de trombosis de la arteria carétida grande inducida por cloruro férrico, se
anestesiaron ratones C57BL/6J de tipo silvestre (ambos sexos, >8 semanas de edad, 25-

30 g) y se les inyectd por via intravenosa el anticuerpo Fab HO01 o H002 (5, 10 o 20
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pg/raton) o un volumen igual (200 uL) de PBS 5 minutos antes de inducir la lesion arterial.
La arteria car6tida comun izquierda se disecdé y se mantuvo con una sonda de flujo
Doppler en miniatura (medidor de flujo perivascular de tiempo de transito TS420,
Transonic Systems Inc., USA). Se midi6 el indice de flujo sanguineo de referencia durante
30 segundos. A continuacion, se indujo la lesion de la arteria carotida con una tira de papel
de filtro Whatman saturado con cloruro férrico al 7.5% durante 3 minutos. Se control6 el
flujo sanguineo hasta que se observé la oclusiébn completa del vaso. Los anticuerpos Fabs
HOO01 y HOO02 redujeron significativamente el crecimiento de trombos y evitaron la oclusion
estable de los vasos (Figura 14).

Disminucion in vivo del tamafio del infarto del cerebro isquémico sin aumentar el riesgo de
hemorragia intracerebral. Para investigar el potencial terapéutico de los anticuerpos en el
accidente cerebrovascular isquémico, se llevd a cabo un modelo de lesién cerebral por
isquemia y reperfusion (oclusion transitoria de la arteria cerebral media (tMCAQ)). Se
anestesiaron ratones macho (25 g) con isofluorano inhalado. Se hizo una incision en la
linea media del cuello y se separaron los tejidos blandos. La arteria carétida comun
izquierda (LCCA) se disecciono cuidadosamente para liberarla de los nervios circundantes
(sin dafar el nervio vago) y se hizo una ligadura usando una cuerda 5.0. Luego se separd
la arteria carétida externa izquierda (LECA) y se hizo un segundo nudo. A continuacién, se
aislo la arteria carotida interna izquierda (LICA) y se prepard un nudo con un filamento 6.0.
Después de obtener una buena vista de la arteria carétida interna izquierda (LICA) y la
arteria pterigopalatina izquierda (LPA), ambas arterias se cortaron usando un clip
microvascular. Se cortdé un pequefio orificio en el LCCA antes de que se bifurcara en
LECA y LICA. Se introdujo en el LICA un monofilamento de nailon 6.0 recubierto de
caucho de silicona estandarizado (6021; Doccol Corp, Rede lands, CA) hasta que se
detuvo en el clip. Las arterias cortadas se abrieron mientras se insertaba el flamento en el
LICA para ocluir el origen del LMCA en el poligono de Willis. El tercer nudo del LICA se
cerr0 para fijar el filamento en su posicion. Después de 1 hora, se abri6 el tercer nudo y se
retird el flamento. Los anticuerpos se administraron por via intravenosa inmediatamente
después de insertar el filamento; o después de 1 hora cuando se retir6 el flamento.

Para medir los volumenes de infarto cerebral, los ratones fueron sacrificados 24 horas

después de la induccién de tMCAO. Multiples secciones coronales de cerebro de 2 mm de
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espesor cortadas de todo el cerebro se tifieron con cloruro de 2.3.5-trifenil-tetrazolio al 2%
(TTC, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) para visualizar infartos cerebrales. Se evaluo
macroscopicamente la presencia de hemorragias cerebrales. Para medir la funcién
neurologica veinticuatro horas después de la induccion de tMCAO, los ratones se
sometieron a la prueba de Bederson modificada y la prueba de agarre para evaluar la
funcién neuroldgica y motora global respectivamente. Los resultados mostraron que el
bloqueo de GPIlba por los anticuerpos Fabs HO01 y HO02 humanizados y scFv-HSA redujo
significativamente el tamafio del infarto en el cerebro y mejoré el resultado funcional
después de tMCAO sin aumentar el riesgo de hemorragia intracerebral (Figura 15).
Proteccion in vivo de TTP. Para probar el efecto terapéutico de los anticuerpos en la TTP,
se utilizé un modelo de trombosis microvascular mediada por VWF ultragrande (ULVWF)
provocado por iondforos. Los ratones ADAMTS13” se anestesiaron y se inyectaron por via
intravenosa con plaguetas etiquetadas con fluorescencia purificadas de los ratones
donantes del mismo genotipo, y la trombosis microvascular provocada por ionéforos en las
vénulas mesentéricas se controlé en tiempo real bajo microscopia intravital. Para la
preparacion de plaquetas, los ratones (de 6 a 8 semanas de edad) se anestesiaron con
una inyecciéon intraperitoneal de ketamina/xilazina (100 mg/kg y 10 mg/kg de peso
corporal, respectivamente) y se extrajo sangre completa del plexo retroorbitario con tubos
capilares de vidrio recubiertos de heparina. La sangre se recogié en un tubo que contiene
solucién de citrato-dextrosa (38 mmol/l de acido citrico, 75 mmol/l de citrato trisédico, 100
mmol/l de dextrosa). El plasma rico en plaquetas se obtuvo mediante centrifugacion de
sangre total a 300 g durante 7 minutos. A continuacion, las plaquetas filtradas con gel se
aislaron del plasma rico en plaquetas utilizando una columna de sefarosa 2B en
amortiguador PIPES (PIPES 5 mmol/l, NaCl 1.37 mmol/l, KCI 4 mmol/l y glucosa al 0.1%,
pH 7.0). Los conteos de plaquetas se confirmaron utilizando un Hemovet (HV950, Drew
Scientific). El etiqguetado fluorescente de las plaquetas filtradas en gel se logré incubando
las plaquetas con éster acetoximetilico de calceina (1 pg/mL) durante 15 minutos a
temperatura ambiente. La eficacia del etiquetado fluorescente de las plaguetas se
confirmd con un microscopio de fluorescencia antes de utilizarlo para la obtencién de
imagenes in vivo.

Para obtener imadgenes de microscopia intravital, se anestesiaron ratones de 4 semanas
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de edad y se les inyectaron plaquetas etiquetadas con fluorescencia (1.25 x 10°
plaquetas/g de ratones del mismo genotipo). Los vasos mesentéricos se prepararon
quirdrgicamente y se monitorearon bajo un microscopio fluorescente invertido (Zeiss Axio
Observer Z1 Advanced Marianas Microscope) usando una lente objetivo de aceite de 25 X
(Zeiss). Una seccion de 2.5 mm de la vénula mesentérica (100 a 150 uymol/L de diametro)
se traté topicamente con 10 pL de 10 pmol/L de iondforo de calcio para inducir la
secrecion de ULVWF del cuerpo de Weibel-Palade del endotelio, lo que resultd en
adhesion de plaquetas etiquetadas con fluorescencia y formacion de trombos plaquetarios
anclados a la pared del vaso. Para cada raton, el proceso de trombosis y la resolucion de
los trombos se controlaron y registraron durante 20 minutos ademas del registro previo. El
Fab HOO1 o la proteina quimérica scFv-HSA se administr6 a través de un catéter en la
vena de la cola 10 minutos antes (profilactico) del inicio de la trombosis mediante
estimulacion con ionéforo de calcio en microvasculatura mesentérica en ADAMTS13”. La
dinAmica de la acumulacion de plaquetas en segmentos de vasos seleccionados se
analiz6 cuantitativamente por (1) el nUmero de émbolos (trombos de plaquetas de mas de
20 um de didmetro) y (2) el tiempo para restaurar el flujo sanguineo normal: definido como
el tiempo requerido para que la fluorescencia de las plaquetas se volver a casi la linea de
base después de la aplicacion topica.

Como se muestra en la Figura 16, no se detect6 adhesion de plaguetas a la pared del
vaso mesentérico bajo microscopia intravital antes de la aplicacion del ionéforo en todos
los ratones ADAMTS13"- que se trataron con solucion salina (control), el anticuerpo Fab
HOO1 o el scFv-HSA. proteina quimérica. Inmediatamente después de la aplicacion tdpica
de ionoforo de calcio en el vaso mesentérico en ratones control ADAMTS137, se observé
la adhesion de plaguetas en las vénulas mesentéricas, que se presentd como formacion
de cadenas de plaquetas individuales unidas al endotelio en la direccion del flujo
sanguineo. En un minuto, se formaron multiples trombos grandes (>20 um de diametro) y
algunos crecieron hasta el 50% del diametro de los vasos tratados con ionoforo. El hilo de
plaquetas y los trombos estaban visiblemente muy sueltos y se separaban facilmente de la
pared del vaso y los émbolos hacia abajo. La adhesion de plaquetas a la pared del vaso y
la trombosis embdlica en los ratones de control continuaron hasta 10 minutos o mas, pero

fallecieron con el tiempo y finalmente restauraron el flujo sanguineo normal en la seccién
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afectada del vaso. La respuesta trombdtica en ratones ADAMTS13” se inhibe
drasticamente mediante el tratamiento profilactico tanto del anticuerpo Fab HOO1 como de
la proteina quimérica scFv-HSA (Figura 16). Tanto el anticuerpo Fab HO01 como el
tratamiento con proteina quimérica scFv-HSA inhiben fuertemente la adhesion de las
plaquetas a la pared del vaso y la formacion de grandes trombos (Figura 16). EI nimero
de trombos de émbolos grandes fue significativamente menor y el tiempo para restablecer
el flujo sanguineo normal en las vénulas mesentéricas fue mas breve tanto en el grupo
tratado con el anticuerpo Fab HOO1 como en el grupo tratado con la proteina quimérica
scFv-HSA en comparacion con el grupo de control (Figura 16). Estos resultados
demostraron que el tratamiento profilactico de ratones ADAMTS13" con el anticuerpo Fab
HOO01 o la proteina quimérica scFv-HSA inhibe efectivamente la trombosis microvascular
mediada por VWF provocada por ionéforos, simulando la acumulacién de plaguetas en
ULVWEF unido al endotelio recién liberado en TTP.

Inhibicidbn de la trombocitopenia. A los ratones C57BL/6 se les inyectaron por via
intravenosa inmunoglobulinas intravenosas (IVIg), el anticuerpo humanizado Fab HOO1 o
HO002 (10 pg/raton, n=3 cada grupo) o el anticuerpo NIT-B1 (5 pg/raton, n=2). Se
recogieron una serie de muestras de sangre en diferentes momentos (0, 30 min, 1, 2, 4, 8
horas, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 dias) de la vena safena media de ratones. En cada punto de
tiempo, se recogieron 10 yL de muestra de sangre y se afadieron a 240 uL de PBS-EDTA
al 1% (pH 7,4) para evitar la coagulacion. Para el conteo de plaquetas, se transfirieron 50
pl de muestra de sangre (en PBS-EDTA) a 10 ml de diluyente (Isoton II, Coulter
Corporation) y se determiné el conteo de plaquetas utilizando un contador Coulter
(Beckman Z2, Coulter Corporation). Como se muestra en la Figura 17, los anticuerpos
HOO01 o HO02 humanizado y monovalente no indujeron una pérdida significativa en el
conteo de plaquetas en las primeras 24 h después de su administracién, lo que contrasta
claramente con el anticuerpo NIT-B1.

Tiempo de sangrado. A los ratones BALB/c se les inyecto por via intravenosa PBS (n=4),
el anticuerpo Fab HOO1 o HO02 (5-10 ug/raton, n=3) 120 minutos antes de la lesion. Los
ratones se anestesiaron con avertina al 2.5% (18 ml/kg de peso corporal, ip) y se
mantuvieron en una almohadilla térmica a 37 °C. La punta de la cola (2 mm) se corté con

un bisturi afilado y se usé un pafiuelo de papel para golpear la herida cada 15 segundos.
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El tiempo de sangrado se registré como el tiempo hasta el cese del flujo sanguineo (el
sangrado se detuvo durante >10 s). El ensayo se terminé después de 15 minutos si la cola
seguia sangrando. Como se muestra en la Figura 18, la administracion del anticuerpo
HO01 o HO02 no prolong6 el tiempo de sangrado.
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Si bien la invencion se ha descrito en relacion con modalidades especificas de la misma,
se entenderd que el alcance de las reivindicaciones no debe limitarse a las modalidades
preferidas establecidas en los ejemplos, sino que se le debe dar la interpretacion mas

amplia compatible con la descripcion como una todo.



