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ES 2389047 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos especificos contra la glicoproteina VI y procedimientos de produccién de estos anticuerpos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0001] La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad para la Solicitud Provisional de Estados Unidos N°
60/566.171, presentada el 29 de abril del 2004.

Campo de la invencién

[0002] La presente invencion se refiere a anticuerpos generados contra la glicoproteina VI (GPVI), fragmentos, o sus
variantes de origen natural, de la membrana de las plaquetas, a métodos para producir los anticuerpos anti-GPVI y al
uso de estos anticuerpos como agentes para la investigacion e inmunoterapéuticos, en particular, como agentes
terapéuticos para el tratamiento de la trombosis y de otras enfermedades vasculares.

Antecedentes de la invencion

[0003] Las plaquetas son células sanguineas pequefias, anucleares, esenciales para el control hemostatico y la
cicatrizacion de heridas. En condiciones normales las plaquetas circulantes son bastante inactivas. Sin embargo,
cuando un vaso sanguineo se rompe o resulta dafiado, las plaquetas se exponen a diversos factores que instigan
programas celulares interconectados y complicados que conducen a la coagulacion sanguinea y a la formacion de
coagulos, lo cual que se revisa en Mechanisms of Platelet Activation y Control, K. S. Authl, S. P. Watson, y V. V. Kakar
(eds.) Plenum Press, 1993. La activacion de estos programas celulares da como resultado aumentos drasticos en las
propiedades adhesivas de la membrana, la agregacién plaquetaria, y la liberaciéon de factores vasoconstrictores y
fibrinoliticos. Como consecuencia, en el sitio del traumatismo se forma un coagulo, obstruyendo cualquier fisura en la
pared del vaso y proporcionando un sustrato para la invasion de fibroblastos y la reparacion.

[0004] Los primeros sucesos en el proceso de coagulacion pueden separarse funcionalmente en dos componentes
primarios: la adhesion y la activacion. La adhesion es el proceso de “pegar” plaquetas en la pared vascular dafiada,
mientras que la activacion inicia cambios fisiolégicos complejos en el interior de la célula. En su conjunto, estos dos
procedimientos dan como resultado la agregaciéon plaquetaria, la formaciéon de un tapén, y finalmente, y un coagulo
maduro. Aunque estos sucesos son cruciales, limitando la pérdida de sangre en el lugar donde se produce el dafio, la
adhesion y la activacion plaguetaria también pueden contribuir a la agravacién de una patologia. Por ejemplo, la
coagulacién puede causar la obstruccion de vasos sanguineos enfermos, lo que conduce a isquemia y puede producir
dafios en tejidos vitales tales como el corazén y el cerebro. La doble funcion de las plaquetas en la homeostasis y
trombogénesis se revisa en Ruggeri, Nature Medicine, 8: 1227-1234 (2002).

[0005] La mayoria de las etapas en estos procesos depende de la interaccion de ligandos extracelulares con
receptores especificos integrados en la membrana celular de las plaquetas. In vivo, el primer cambio visible en el
comportamiento de las plaquetas es la adhesion de estas a un area desnuda de endotelio que se produce por el dafio
endotelial. Entre los constituyentes micromoleculares que quedan expuestos al area desnuda de endotelio, se considera
gue el colageno es el mas reactivo con las plaquetas. El colageno sustenta la adhesion plaquetaria mediante rutas
directas e indirectas y también activa a las plaquetas iniciando la agregacion plaquetaria y generando la actividad
coagulante necesaria para la formacion del tapén. Baumgartner, Thromb Haemost. 37: 1-16 (1977).

[0006] EI contacto inicial entre las plaquetas y el subendotelio implica la interacciéon del complejo de glicoproteina
GPIb-V-IX-plaqueta con el factor von Willebrand (vWf) unido al subendotelio expuesto. Esta interacciéon parece ser un
proceso reversible y es insuficiente para una adhesion estable, como se ilustra mediante el “rodamiento” de las
plaquetas a lo largo de la pared de los vasos. Ruggeri, Nature Medicine, 8: 1227-1234 (2002). Aunque la interaccion con
el vVWf no inmoviliza completamente a las plaquetas circulantes, es esencial para la adherencia de las plaquetas en
condiciones de flujo sanguineo alto. La union posterior irreversible de las plaquetas al colageno subendotelial a través
de la glucoproteina GPla-lla (conocida también como integrina ofB1) estabiliza el suceso de interaccion del VW,
anclando firmemente la plaqueta a la pared del vaso. A diferencia del vWf, la adhesion del colageno parece ser un
proceso mas lento y solo es eficaz en condiciones de flujo bajo, o después de que las plaquetas se hayan detenido
parcialmente por interacciones del vWf. Ademas, la unidon de GPla-lla induce el aplastamiento (propagacion) de las
plaquetas contra la pared de los vasos. La propagacion promueve la unién de otros factores de adhesién subendotelial
incluyendo la fibronectina, la vitronectina y la trombospondina. Estas interacciones posteriores a la propagacion también
estabilizan la adhesion de las plaquetas a la pared de los vasos.

[0007] GPla-lla es una integrina que comprende una subunidad alfa y beta. En su conformacién normal, las integrinas
tienen baja afinidad por su ligando natural pero pueden convertirse en receptores de alta afinidad a través de sefiales
generadas por otros receptores celulares Nieswandt B y Watson SP. Blood 102: 449-461 (2003). La estimulacion de
GPla-lla y otros receptores de colageno induce una multitud de cambios fisiol6gicos. Entre estos se encuentran las
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propiedades de adhesion de la superficie celular modificadas que da como resultado la agregacion plaquetaria y la
secrecion de diversos compuestos bioactivos. Estos compuestos incluyen el vasoconstrictor, epinefrina, y factores de
procoagulantes, que activan la trombina y conducen a la polimerizacion del fibrindgeno en las hebras de fibrina de un
coagulo maduro. Ademas, las plaquetas activas liberan ADP y tromboxano A; (TXA;). Estos poderosos factores
trombogénicos amplifican la sefial de activacion inicial, reclutando plaquetas adicionales en el estado activado.

[0008] Ademas de GPla-lla, en la superficie celular de las plaquetas se expresan al menos dos receptores de
colageno distintos, concretamente, GPIV (CD36) y GPVI (revisado en Farndale RWetalL, J Thromb. Haemost 2: 561-
573, 2004). Indicios de las funciones de estos receptores de colageno plaquetarios proceden del estudio de variantes en
pacientes humanos. Estudios de variantes en pacientes humanos sugieren que GPVI desempefia un papel principal en
las interacciones plaqueta-colageno mientras que la contribucion de GPIV sigue siendo menor. Estos estudios también
demostraron que un ndmero sustancial de individuos que carecian de GPla-lla o GPVI presentaban tiempos de
sangrado ligeramente prolongados en comparacion con los que expresaban GPla-GPlla o GPVI. Ademas,
generalmente las carencias de GPla-lla conducen a trastornos de sangrado mas graves que las carencias de GPVI. Sin
embargo, estos pacientes casi nunca presentan tendencia a sangrado grave, tal como el observado en individuos con el
Sindrome de Bernard Soulier, producido por una carencia de GPIb, o con tromboastenia de Glanzmann, producida por
una carencia de GPllb-llla.

[0009] Las observaciones de variantes humanas, junto con recientes datos in vitro, sugieren que los tres receptores
de colageno actlan conjuntamente para mediar las interacciones colageno-plaqueta. Actualmente es posible, por
ejemplo, bloquear in vitro la actividad de cada receptor de colageno con anticuerpos especificos para los sitios
receptores del colageno. Individualmente, cada anticuerpo inhibe parcialmente la adhesion de las plaquetas al colageno
y las combinaciones de anticuerpos por parejas son significativamente mas inhibidoras, particularmente cuando GPla-lla
y GPVI se inhiben simultaneamente. Ademas, estos estudios demuestran que GPIV, GPla-lla y GPVI contribuyen a la
trombosis a través de dos rutas distintas, mecanisticamente distinguibles por la necesidad de cationes metalicos
divalentes.

[0010] Lainformacion bioquimica y de secuencias indica que GPla-lla es un receptor de tipo integrina dependiente de
cationes. En cambio, estudios bioquimicos revelan que GPIV y GPVI no necesitan cationes metalicos bivalentes y son,
por tanto, de tipo no-integrina. De las clases de no integrina, observaciones de sujetos humanos sugieren claramente
gue GPVI es mas importante que GPIV en el proceso de adhesion primario. De hecho, experimentos in vitro, en los que
la funcién de GPla-lla se bloguea por quelacion de los cationes bivalentes, anticuerpos dirigidos contra GPVI anulan
completamente la interaccién coldgeno-plaqueta. Nakamura et al. J. Biol. Chem. 273: 4338-4344, (1998).

[0011] GPVI se identificé por primera vez hace aproximadamente 30 afios por isoelectroenfoque y electroforesis.
Hasta hace poco, su funcién no estaba completamente definida y se conocia simplemente como una glicoproteina
plaguetaria con una masa molecular de aproximadamente 62 kDa en condiciones reductoras. Sin embargo,
aproximadamente a principios de 1987, el Dr. Minoru Okuma y colegas examinaron a diversos pacientes con una forma
de purpura trombocitopénica, un sindrome de sangrado/contusién caracterizado por una destruccién plaquetaria
acelerada y un nimero de plaquetas circulantes disminuido. En algunos pacientes del doctor Okuma las plaquetas se
agregaron normalmente en respuesta a la mayoria de agonistas, incluyendo ADP, trombina, ristocetina e ionoforo de
calcio (A23187) pero fueron notablemente insensibles a colageno. Ademas, se observé que estas plaquetas tenian
cantidades reducidas, o incluso carecian totalmente, de la glucoproteina de 62 kDa. Sugiyama et al., Blood 69: 1712-20
(1987); Moraoi et al., J. Clin. Invest. 84: 1440-45 (1989); Ryo et al., Am. J. Hematol. 39: 25-31 (1992); y Arai et al., Brit. J.
Haematol. 89: 124-130 (1995).

[0012] El reactivo clave en los primeros estudios de la funcion de GPVI procede de uno de los pacientes con purpura
trombocitopénica del doctor Okuma. Este paciente present6é sangrado masivo, inexplicable y se traté por transfusién con
plaquetas acopladas a HLA (por las siglas en inglés de Antigenos Leucocitarios Humanos). Un examen detallado
posterior de la sangre del paciente reveld una carencia total de GPVI. Mas sorprendentemente, como esta paciente
carecia totalmente de GPVI, su sistema inmunitario habia identificado a las moléculas de GPVI en las plaquetas
transfundidas como antigenos extrafios y produjo anticuerpos policlonales contra GPVI. Sugiyama et al., Blood 69:
1712-20 (1987).

[0013] Un anticuerpo de origen natural consta de dos sitios de unidn idénticos, especificos para un solo epitopo
antigénico. Las dos partes especificas de antigeno estan conectadas por un tronco comin, o dominio Fc, para formar un
complejo capaz de unirse a dos moléculas de antigeno idénticas. Ademas, la naturaleza divalente del anticuerpo, junto
con las propiedades agregatorias del dominio Fc, permite el entrecruzamiento y la agregacién de muchas moléculas
antigénicas especificas. El doctor Okuma descubrid que los anticuerpos divalentes del suero de la paciente causaba
una respuesta de agregacion masiva cuando se mezclaban con plaquetas normales. Por el contrario, cuando los
dominios especificos de antigeno se volvian monovalentes por retirada enzimatica del dominio de unién Fc, los
fragmentos Fab resultantes anulaban completamente la agregacion de plaquetas normales inducida por colageno e
inhibian la adhesién del colageno a las plaquetas.
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[0014] EI doctor Okuma ha preparado gentiimente este extrafio suero disponible para la comunidad cientifica.
Desgraciadamente, el suministro es limitado y las circunstancias que rodean a este descubrimiento son practicamente
irreproducibles. Aunque el suero de Okuma hizo posible gran parte de la investigacién dentro de la funcién de GPVI y
durante mucho tiempo habia proporcionado el inico método para identificar una proteina como GPVI, recientemente se
ha descubierto que la lectina de tipo C, la convulxina, se une especificamente a GPVI con alta afinidad y puede
marcarse como una sonda para identificar la proteina GPVI. Francishetti et al., Toxicon 35: 1217-28 (1997); Polgaretal.,
J. Biol. Chem. 272(24): 13576-83 (1997); Jandrot-Perrus et al., J. Biol. Chem. 272(2): 27035-41 (1997). La convulxina es
un componente venenoso de la serpiente cascabel tropical Crotalus durissus terrificus. En su forma nativa, divalente, la
convulxina es un fuerte inductor de la agregacién plaquetaria y de la secrecién de factores proagregatorios y
procoagulantes. La naturaleza divalente de la convulxina es critica para el efecto de agregatorio. Aunque la fisiologia
subyacente de la reaccioén no esta clara, subunidades individuales de convulxina ain se unen a GPVI, pero inhiben, en
vez de inducir la agregacion. Se ha sugerido que la convulxina monovalente bloquea la transmision de sefiales
inducidas por colageno hacia el interior de la célula.

[0015] Incluso més recientemente, se determind la secuencia completa de GPVI. Clemetson et al., J. Biol. Chem. 274:
29019-24 (1999); documento WO 00/68377; Jandrot-Perrus et al., Blood 96: 1798-807 (2000); Ezumietal., Biochem
Biophys Res Commun. 277: 27-36 (2000). La GPVI pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas y esta asociada no-
covalentemente con la cadena gamma del receptor Fc (cadena FcRy). Gibbins et al., FEBS Lett. 413: 255-259 (1997);
Tsuji et al., J. Biol. Chem. Actualmente se cree que la union del colageno a GPVI induce la fosforilacion de tirosina de la
FcRy. Después, la FcRy fosforilada atrae a la Syk quinasa, lo que conduce finalmente a una cascada de sucesos
intracelulares que incluyen la fosfo-activacion de Syk y fosfolipasa C-y2. Estos sucesos dan como resultado finalmente
un aumento de los niveles de calcio intercelulares y la secrecién de factores proagregatorios y procoagulantes. Por lo
tanto, la cadena FcRy sirve como la parte del receptor transductora de sefiales en plaquetas humanas y de raton.
Clemetson et al., J. Biol. Chem. 274: 29019-290 (1999); Jandrot-Perrus et al., Blood 96: 1798-1807 (2000); Gibbins et
al., FEBS Lett. 413:255-259 (1997); Tsuji et al, J. Biol. Chem. 272:23528-23531 (1997).

[0016] Pacientes que carecen de GPVI padecen diatesis hemorragica leve y sus plaquetas responden mal al
colageno. Sugiyama et al., Blood 69: 1712-1720 (1987); Moroi et al., J. Clin. Invest. 84: 1140-1445 (1989); Arai et al., Br.
J. Haemtol. 89: 124-130 (1995). Estudios realizados con plaquetas humanas carentes de GPVI o plaguetas bloqueadas
con fragmentos Fab anti-GPVI (obtenidas de suero de un paciente) demostraron claramente una ausencia de
interaccion plaquetaria con colageno inmovilizado a baja y alta velocidad de cizalla y adhesion firme reducida para
inmovilizar vWf a cizalla alta. Goto et al., Circulation 106: 266-272 (2002).

[0017] Estudios realizados con ratones genosuprimidos (knockout) carentes de cadena FcRy, que también dan como
resultado un fenotipo carente de GPVI, o con ratones con poca GPVI, confirmaron estas observaciones, pero estos
animales presentaron un tiempo de sangrado en la cola ligeramente prolongado. Nieswandt et al., The EMBO Journal
20: 2120-2130 (2001). Ratones carentes de GPVI, positivos a FcRy, mostraron tiempos de sangrado similares a los de
los ratones de tipo silvestre y heterocigotos para GPVI. Las plaquetas de los ratones carentes de en GPVI no se
agregaron en respuesta al colageno y a la convulxina y mostraron adhesion drasticamente reducida al colageno
inmovilizado en condiciones de flujo, confirmando por lo tanto que la GPVI desempefia una funcién principal en las
funciones plaquetarias inducidas por colageno y en la trombosis. Kato et al., Blood 102: 1701-1707 (2003).

[0018] Actualmente se acepta que la GPVI es el receptor fundamental para la activacion plaquetaria inducida por
colageno y es un conducto critico para la transduccion de sefial. Ichinohe et al, J. Biol Chem. 270(47): 28029-28036
(1995); Tsuji et al., J. Biol Chem. 272(28): 23528-31 (1997). En cambio, el otro receptor de colageno principal en
plaquetas, GPla-lla, esta principalmente implicado con los procesos dependientes de cationes para efectuar la adhesion
y propagacion estable lo que conduce al desarrollo del trombo. Revisese en Nieswandt y Watson, Blood 102: 449-461
(2003).

[0019] La necesidad en la técnica de antagonistas de GPVI, tales como anticuerpos contra GPVI, se destaca por el
hecho lamentable de que la agregacién plaguetaria inapropiada y la formacion de codgulos es un factor etioldgico
principal en una amplia diversidad de enfermedades humanas, mas comunmente enfermedades vasculares. La
deposicién excesiva de plaquetas en las paredes internas de las arterias y venas contribuye al desarrollo de la
aterosclerosis y placas arterioscleréticas, que reducen el flujo de la sangre hacia tejidos sensibles. Finalmente, esta
acumulacion dependiente de plaquetas puede manifestarse como infarto de miocardio agudo, angina cronica inestable,
isqguemia transitoria, ictus, enfermedad vascular periférica, trombosis arterial, embolismo pulmonar, reestenosis y
diversas otras afecciones.

[0020] Estas afecciones comienzan tipicamente con un coagulo anémalo, denominado trombo, que se desarrolla en
un vaso sanguineo. Una vez desarrollado el coagulo, el flujp de sangre continuo a lo largo del coagulo es
probablemente lo que lo libera de su adhesion. Dichos coagulos que fluyen libremente se conocen como émbolos. Los
émbolos generalmente se desplazan a través de la circulacion hasta quedar atrapados en un punto estrecho en el
sistema circulatorio. Esta oclusién puede suceder en las arterias cerebrales, pulmonares o coronarias, dando como
resultado dolor, discapacidad o muerte.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2389047 T3

[0021] Los coagulos intravasculares pueden ser el resultado de esclerosis de origen natural, choque septicémico o
dafio fisico a los vasos sanguineos. De hecho, los métodos muy invasivos usados para diagnosticar y tratar
enfermedades vasculares (por ejemplo injertos vasculares, catéteres exploratorios y permanentes, endoprotesis,
derivaciones y otros dispositivos) en si mismos, dafian las paredes de los vasos. Esto puede activar a las plaquetas,
estimular la agregacion y finalmente conducir a la formacién de trombos y émbolos, poniendo en peligro adicionalmente
la vida y la salud del paciente. Por tanto, los métodos para controlar o reducir la agregacién plaquetaria y la formacion
de coagulos han sido un objetivo buscado durante mucho tiempo para el tratamiento de estas enfermedades.

EXPLICACION DE LA INVENCION

[0022] La presente invencidn proporciona anticuerpos especificos contra GPVI que son inhibidores més potentes de
las funciones plaquetarias inducidas por colageno que los descritos previamente en la técnica. Por tanto, los anticuerpos
especificos de la invencion especificos contra GPVI pueden ser agentes antitromboticos Utiles y pueden tener efectos
secundarios reducidos a menudo asociados con la administracion de otros agentes antitrombdticos.

[0023] En el presente documento se describe un anticuerpo monoclonal especifico para un polipéptido, péptido, o sus
variantes de origen natural, de GPVI, que inhibe la agregacion plaquetaria inducida por coldgeno a un valor Clso de
menos de aproximadamente 7, 4, 3, 2, 1, 0,6, ug/ml o cualquier valor incluido dentro este intervalo. El anticuerpo
monoclonal especifico para un polipéptido, péptido, o sus variantes de origen natural, de GPVI, también puede inhibir la
adhesion plaquetaria inducida por colageno a un valor Clsp de menos de aproximadamente 1, 0,5, 0,2, 0,1 ug/ml o
cualquier valor incluido dentro de este intervalo.

[0024] En el presente documento también se describe un anticuerpo monoclonal especifico para un polipéptido,
péptido, o sus variantes de origen natural, de GPVI, que se une especificamente a un polipéptido, péptido, o sus
variantes de origen natural, de GPVI, a una Kd igual a o0 menor que 10® M. Los anticuerpos anti-GPVI descritos en el
presente documento también pueden unirse especificamente a un polipéptido, péptido, o sus variantes de origen
natural, de GPVI, a una Kd igual a o menor quelO'9 M.

[0025] Los anticuerpos monoclonales descritos en el presente documento también inhiben la secrecion de ATP
inducida por colageno y/o la formacion de tromboxano A; inducida por colageno. Los anticuerpos monoclonales incluyen
fragmentos de anticuerpo activos. Los fragmentos de anticuerpo activos pueden incluir fragmentos Fab producidos
quimica, enzimaticamente o de manera recombinante, fragmentos F(ab),, o péptidos que comprenden al menos una
region determinante de la complementariedad (CDR) especifica para un polipéptido, péptido, o sus variantes de origen
natural, de GPVI. En una realizacién de la invencién, las CDR comprenden cualquiera de las secuencias de las SEC ID
N°: 1-24, o una variante de las mismas, en la que la variante de la CDR se une especificamente a un polipéptido,
péptido, o sus variantes de origen natural, de GPVI. Los anticuerpos ejemplares incluyen OM1, OM2, OM3 y OM4.

[0026] En el presente documento también se describe un uso para inhibir la agregacion plaquetaria, la secrecion de
ATP inducida por colageno, la formacién de tromboxano A; inducida por colageno y/o la adhesion plaquetaria, poniendo
en contacto plaquetas con un anticuerpo monoclonal especifico para un polipéptido, péptido, o sus variantes de origen
natural, de GPVI.

[0027] En el presente documento también se describe un método para producir un anticuerpo monoclonal especifico
para un polipéptido, péptido, o sus variantes de origen natural, de GPVI. El método comprende inmunizar a un huésped
carente de GPVI con un antigeno GPVI y obtener el anticuerpo. Un huésped carente de GPVI incluye, por ejemplo, un
huésped heterocigoto para GPVI y un huésped genosuprimido para GPVI homocigoto. También se describen
anticuerpos monoclonales especificos para un polipéptido, péptido, o sus variantes de origen natural, de GPVI,
producidos por el método descrito.

[0028] La invencion también proporciona una composicion antitrombotica que comprende una cantidad
farmacéuticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal de la invencién especifico contra GPVI. El agente antitrombético
puede usarse para tratar a un paciente. Por tanto, un aspecto de la invencién proporciona un método para tratar a un
paciente que necesita, por ejemplo, tratamiento para una enfermedad vascular.

[0029] Adicionalmente, en el presente documento se describe un método para identificar agentes antitrombéticos
poniendo en contacto un antigeno GPVI con un anticuerpo monoclonal de la invencidn especifico contra GPVI y un
compuesto de ensayo y medir la inhibicion de la unién del anticuerpo monoclonal con el antigeno GPVI. El antigeno
GPVI, el anticuerpo monoclonal especifico contra GPVI y el compuesto de ensayo pueden afiadirse en cualquier orden.
Por ejemplo, el antigeno GPVI puede ponerse en contacto con el compuesto de ensayo antes de ponerse en contacto
con el anticuerpo monoclonal especifico contra GPVI. En otro ejemplo, el antigeno GPVI puede ponerse en contacto con
el anticuerpo monoclonal especifico contra GPVI y el compuesto de ensayo simultaneamente.

[0030] Debe entenderse que tanto la anterior descripcion general como la siguiente descripcion detallada son solo
ejemplares y explicativas y que, como se reivindica, no limitan la invencién.
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[0031] Los dibujos adjuntos, que se incorporan en, y que constituyen una parte de, la presente memoria descriptiva,
ilustran diversas realizaciones de la invencion y junto con la descripcion, sirven para explicar los principios de la
invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0032] La Figura 1 es un diagrama esquematico de la generacién de ratones genosuprimidos para GPVI. La Figura 1A
muestra el alelo de tipo silvestre de GPVI, el vector diana usado para la recombinaciéon homologa en los exones 2y 3y
el alelo mutante resultante. La Figura 1 demuestras las diferencias de tamafio de los fragmentos 5’ y 3' derivados por
escisién con enzimas de restriccion en genomas de tipo silvestre y mutante.

[0033] La Figura 2 es un grafico de barras que muestra los efectos de los fragmentos Fab de OM1, OM2, OM3 y OM4
a 0,1-100 ug/ml sobre la adhesién plaquetaria (humana) a colageno fibrilar en condiciones estaticas.

[0034] La Figura 3 es un grafico de barras que muestra los efectos de los fragmentos Fab de OM1, OM2, OM3 y OM4
a 0,001-1 pg/ml sobre la adhesién plaquetaria humana independiente de Mg2+ (dependiente de GPVI) a colageno fibrilar
en condiciones estaticas.

[0035] La Figura 4 ilustra los efectos de los fragmentos Fab de OM1, OM2, OM y OM4 y ReoPro® sobre la adhesién
plaquetaria (humana) a colageno insoluble en acido condiciones de tension de cizalla alta (2600 s'l).

[0036] La Figura 5 es una transferencia de Western de los anticuerpos de la serie OM (OM1, OM2, OM3 y OM4) y
convulxina (CVX) que reaccionan con GPVI en un lisado de plaquetas humanas.

[0037] La Figura 6 ilustra la ausencia completa de agregacion plaquetaria inducida por colageno y convulxina en
animales genosuprimidos para GPVI.

[0038] La Figura 7 ilustra la ausencia de interaccion de plaquetas de ratones genosuprimidos para GPVI con colageno
insoluble en &cido condiciones de tension de cizalla alta.

[0039] La Figura 8 es un gréfico que muestra el efecto del fragmento Fab de OM2 y ReoPro® sobre la agregacion
plaquetaria ex vivo inducida por colageno en monos Cynomolgus.

[0040] La Figura 9 es un gréfico que muestra el efecto del fragmento Fab de OM2 y ReoPro® sobre el tiempo de
sangrado cutaneo en monos Cynomolgus.

[0041] La Figura 10 es un gréafico que muestra el efecto anti-agregacion del fragmento Fab de OM2 y ReoPro®a lo
largo del tiempo después de inyeccidon embolada (0,4 mg/kg) en monos Cynomolgus.

[0042] La Figura 11 es un gréfico que muestra el efecto cinético del fragmento Fab de OM2 y ReoPro® sobre el tiempo
de sangrado cutaneo después de inyeccion embolada (0,4 mg/kg) en monos Cynomolgus.

[0043] La Figura 12 ilustra los efectos de los fragmentos Fab de OM4 y F(ab’), de 7E3 sobre la agregacion plaquetaria
ex vivo en ratas inducida por colageno.

[0044] La Figura 13 ilustra los efectos de los fragmentos Fab de OM4 y F(ab’), de 7E3 sobre el tiempo de sangrado en
ratas. La Figura 13A muestra los efectos sobre el tiempo de sangrado en las ufias y la Figura 13B muestra los efectos
sobre el tiempo de sangrado en la cola.

[0045] La Figura 14 ilustra los efectos de los fragmentos Fab de OM4 y F(ab’), de 7E3 sobre el recuento plaquetario
en ratas.

[0046] La Figura 15 es un grafico de barras que muestra el efecto del fragmento Fab de OM4 sobre la formacién de un
trombo arterial en ratas cuando se administra antes (Figura 15A) y después (Figura 15B) de un dafio endotelial.

[0047] La Figura 16 es un grafico que muestra la union in vitro dependiente de la concentracion del fragmento Fab de
OM2 biotinilado a plaquetas humanas.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES

[0048] La presente invencion describe nuevos anticuerpos especificos contra GPVI que son fuertes inhibidores de
respuestas plaquetarias inducidas por colageno, incluyendo, pero sin limitacion, agregacion, adhesiéon plaquetaria,
liberacion de ATP inducida por colageno y formacion de tromboxano A, (TXAy). En el presente documento también se
describen métodos para producir los anticuerpos anti-GPVI. Los anticuerpos anti-GPVI de la invencion pueden ser (tiles
para inhibir la formacién de trombos y para el tratamiento de pacientes que necesitan tratamiento antitrombético.
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[0049] EI término “anticuerpos” incluye anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales de la invencion
incluyen fragmentos de anticuerpo activos, tales como, fragmentos F(ab’), y Fab, asi como cualquiera de los
compafieros de union producidos de manera recombinante. Se define que los anticuerpos se "unen especificamente" si
se unen a un polipéptido, péptido, o sus variantes de origen natural, de GPVI, con una constante de disociacion (Kd)
igual a o0 menor que 107 M. En una realizacién de la invencion los anticuerpos anti-GPVI se unen especificamente a un
polipéptido, péptido, o sus variantes de origen natural, de GPVI, con una Kd igual a o menor que 10® M. En otra
realizacion los anticuerpos anti-GPVI de la invencién se unen especificamente a un polipéptido, péptido, o sus variantes
de origen natural, de GPVI, a una Kd igual a o menor que 10° M. Las afinidades de los compafieros de unién o de los
anticuerpos puede determinarse facilmente usando técnicas convencionales, midiendo, por ejemplo, la saturacién de
isotermas de unién de IgG, o sus fragmentos, marcados con *®I, o por desplazamiento homélogo de **IgG por IgG no
marcada usando andlisis de regresion no lineal como describe Motulsky, en Analyzing Data with GraphPad Prism
(1999), GraphPad Software Inc., San Diego, CA. En la materia se conocen otras técnicas, por ejemplo, las descritas por
Scatchard et al., Ann. NY Acad. Sci.,, 51:660 (1949). En la Publicacion de Estados Unidos N° 2003/0186885 se
describen polipéptidos, péptidos, o sus variantes de origen natural, de GPVI.

[0050] Los anticuerpos pueden generarse facilmente a partir de una diversidad de fuentes, por ejemplo, caballos,
vacas, cabras, ovejas, perros, pollos, conejos, ratones, hdmsteres o ratas, usando procedimientos conocidos en la
técnica. Los animales hospedadores pueden ser hamsteres armenios. Los animales hospedadores también pueden ser
animales carentes de GPVI. Como se usa en el presente documento, “carente de GPVI” se refiere a una reduccién de
aproximadamente el 50% o mayor en la produccion de GPVI endégena en un animal en comparacion con un animal de
tipo silvestre. La reduccion en la produccién de GPVI enddgena puede ser tal que la produccion de GPVI esté
completamente inhibida. Los animales carentes de GPVI pueden generarse mediante diversos métodos conocidos en la
técnica. Estos pueden incluir la manipulacién de la produccion de GPVI a nivel de acido nucleico (ADN o ARN) en un
animal. Los animales carentes de GPVI pueden generarse mediante métodos que incluyen, pero sin limitacion,
genosupresion (véase, por ejemplo Galli-Taliadoros et al., J. Immunol. Methods 181: 1-15,1995; Robbins, Circ. Res.
73:3-9,1993; Hergueux et al., Transplant Proc. 25: 30-32,1993), genosustitucion (Colucci-Guyon et al., Cell 79: 679-
694,1994; Le Mouellic et al., PNAS 87: 4712-4716,1990; Hanks et al., Science 269: 679-682, 1995; Wang et al., Nature
379: 823-825,1996), mutacion (Askew et al., Mol. Cell. Biol. 13: 4115-4124,1993; Stacey et al., Mol. Cell. Biol. 14: 1009-
1016,1995; Hasty et al., Nature 350: 243-246,1991; Valancius et al., Mol. Cell. Biol. 11: 1402-1408,1991; Wu et al.,
PNAS 91: 2819-2823,1994; Horie et al., Gene 166: 197-204,1995; Toth et al., Gene 178: 161-168,1996), delecion (You
et al.,, Nature Genet.,, 15: 285-288,1997; Holdener-Kenny et al., Bioessays 14:831-839,1992), tecnologia de
oligonucledtidos antisentido (Wagner et al., Nature Biotechnol. 14: 840-844,1996; Kitajima et al., Science 258: 1792-
1795,1992; Urban et al., Farmaco. 58: 243-58, 2003; Orum et al., Curr Opin Mol Ther. 3: 239-43, 2001; Sohail et al.,
CurrOpin Mol Ther. 2: 264-71, 2000; Smith et al., Eur J Pharm Sci. 11: 191-8, 2000), tecnologia de ARN de interferencia
(ARNi) (Scherr et al., Curr Med Chem. 10: 245-56,2003; Nishikura, Cell 107: 415-418, 2001; Hannon, Nature 4418: 244-
251, 2002; Patente de Estados Unidos N° 5.506.559), o usando cualquier otro producto quimico, de origen natural,
recombinante o péptidos sintéticos, polipéptidos, proteinas, polisacaridos, pequefias moléculas y otros compuestos
disefiados para reducir o inhibir la produccion de GPVI en un hospedador.

[0051] Sin cefiirse a la teoria, los hospedadores que no producen ninguna o que producen cantidades menores de las
normales de GPVI enddgena pueden crear una reaccién inmunitaria mas fuerte contra GPVI que los que fabrican
niveles normales de GPVI. Por tanto, pueden producirse anticuerpos contra GPVI que sean mas eficaces inhibiendo las
respuestas de las plaquetas inducidas por colageno, tales como agregacion plaquetaria, trombogéneisis y/o activacion
plaquetaria a dosis mas bajas en comparacién con los obtenidos a partir de hospedadores normales que fabrican GPVI.
En Pass et al., Scand. J. Immunol. 58: 298-305 (2003); Zlotetal., J. Lipid Res. 40: 76-84 (1999); Declerck et al., J. Biol.
Chem. 270: 8397-8400 (1995); y Castrop et al., Immunobiology 193: 281-287 (1995) se han descrito métodos para
producir anticuerpos en animales genosuprimidos.

[0052] Los hospedadores pueden inmunizarse como se describe en la Publicacion de Patente de Estados Unidos N°
2003/0186885 Al. Brevemente, los hospedadores pueden inmunizarse con “antigeno GPVI” que incluye, pero sin
limitacion, polipéptidos, péptidos, o sus variantes de origen natural, de GPVI nativos, aislados de plaquetas u de otras
células que expresan GPVI, polipéptidos, péptidos de GPVI recombinante o formas recombinantes de sus variantes de
origen natural, expresadas de células eucariotas y procariotas; plaquetas obtenidas de diversas especies, incluyendo
seres humanos; células que expresan polipéptidos, péptidos, o sus variantes de origen natural, de GPVI; &cidos
nucleicos que codifican polipéptidos, péptidos o sus variantes de origen natural, de GPVI y/o cualquier combinacion de
los mismos.

[0053] Los polipéptidos de GPVI purificados, o un péptido basado en la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos
GPVI conjugados con un adyuvante o transportador se administran tipicamente al animal hospedador por via
intraperitoneal. La inmunogenicidad de los polipéptidos de GPVI puede potenciarse mediante el uso de un adyuvante,
por ejemplo, adyuvante completo o incompleto de Freund. Después de inmunizaciones de refuerzo, se recogen
pequefias muestras de suero y se someten a ensayo para determinar la reactividad contra los polipéptidos de GPVI. Los
ejemplos de diversos ensayos Utiles para tal determinacién incluyen los descritos en: Antibodies: A Laboratory Manual,
Harlow y Lane (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988; asi como procedimientos tales como
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inmunoelectroféresis por contracorriente (CIEP), radioinmunoensayo, radioinmunoprecipitacién (RIP), ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), ensayos de transferencia puntual y ensayos de tipo sandwich y FACS.
Véanse las Patentes de Estados Unidos N° 4.376.110 y 4.486.530.

[0054] Los anticuerpos monoclonales pueden preparase facilmente usando procedimientos bien conocidos, véanse,
por ejemplo, los procedimientos descritos en las Patentes de Estados Unidos N° RE 32.011, 4.902.614, 4.543.439 y
4.411.993; Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses, Plenum Press, Kennett,
McKearn y Bechtol (eds.), 1980. Brevemente, a los animales hospedadores se les inyecta por via intraperitoneal, a
intervalos de aproximadamente una semana, un antigeno GPVI, opcionalmente en presencia de adyuvante. Las
inmunizaciones se realizan hasta conseguir el titulo de anticuerpo deseado.

[0055] Después, los sueros de ratdon se someten a ensayo para determinar el titulo de anticuerpos por analisis FACS
usando células CHO transfectadas con la cadena FcRy de GPVI, o cualquier otro método conocido en la técnica. A los
ratones seleccionados se les proporciona una dosis de refuerzo del antigeno GPVI. Tres dias después, los ratones se
sacrifican y sus esplenocitos se fusionan con células de mieloma disponibles en el mercado, P3U1 (ATCC), siguiendo
protocolos establecidos. Las células de mieloma se lavan varias veces en medio asérico y se fusionan a esplenocitos de
raton. El agente de fusion es PEG al 50% (Roche). La fusion se siembra en 8 placas de fondo plano de 96 pocillos
(Corning) que contiene medio DMEM complementado con HAT y se deja crecer durante 1-2 semanas. Los
sobrenadantes de los hibridomas resultantes se recogen y se analizan para determinar la presencia de anticuerpos anti-
GPVI realizando andlisis FACS usando células CHO que expresan GPVI y la cadena FcRy. También se realiza analisis
FACS usando células CHO de tipo silvestre para eliminar clones que producen anticuerpos contra antigenos de células
CHO. Los clones positivos pueden crecer en cultivo a granel y los sobrenadantes se purifican posteriormente sobre una
columna Sheparose con proteina A o G (Pharmacia). Se entiende que, para generar anticuerpos contra los polipéptidos
y péptidos de GPVI, podrian usarse muchas técnicas y que esta realizacién de ninguna manera limita el alcance de la
invencion.

[0056] Los anticuerpos monoclonales de la invencion pueden producirse usando técnicas alternativas, tales como las
descritas por Alting-Mees et al., Monoclonal Antibody Expression Libraries: A Rapid Alternative to Hybridomas", en
Strategies in Molecular Biology 3: 1-9 (1990). De manera similar, los compafieros de unién construidos, por ejemplo,
usando técnicas de ADN recombinante para incorporar las regiones variables de un gen que codifican un anticuerpo de
union especifico, se incluyen en los anticuerpos monoclonales de la invencion. Tal técnica se describe en Larrick et al.,
Biotechnology, 7: 394 (1989).

[0057] Junto con el conocimiento en la situacién de la técnica pueden producirse otros tipos de anticuerpos. Por
ejemplo, pueden obtenerse anticuerpos antiidiotipo inmunizando a un hospedador con un antigeno que comprenda el
sitio de unién al antigeno de un anticuerpo anti-GPVI monoclonal purificado y someter a ensayo los sueros resultantes o
el sobrenadante monoclonal para determinar actividad como se describe en Knight et al., Mol. Immunol 32: 1271-81
(1995). Los anticuerpos antiidiotipicos pueden obtenerse inmunizando a un hospedador con un péptido que comprenda
una regién determinante de la complementariedad (CDR) de un anticuerpo anti-GPVI de la invencion. Los anticuerpos
antiidiotipicos incluyen fragmentos de anticuerpos antiidiotipicos activos, que se refieren a fragmentos de un anticuerpo
antiidiotipico producidos quimica, enzimaticamente o de manera recombinante, que incluyen, Fab, F(ab)., o péptidos
que comprendan al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) que se una especificamente a un
anticuerpo anti-GPVI. Ademas, en el presente documento también se describen sitios de uniéon de anticuerpos GPVI
biosintéticos, como describen Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879 (1988); los anticuerpos de un solo
dominio que comprenden dominios variables de cadena pesada aislados, como describen Ward et al., Nature 341: 544
(1989); y anticuerpos que se han modificado por ingenieria genética para contener elementos de anticuerpos humanos
gue sean capaces de unirse especificamente a polipéptidos de GPVI. Los anticuerpos anti-GPVI también pueden
generarse usando la tecnologia de presentacion de fagos, como describen Ventor et al, Ann Rev. Immunol. 12: 43355
(1994) y las referencias citadas en su interior.

[0058] En el presente documento también se describen fragmentos de anticuerpos activos, que se refieren a
fragmentos de un anticuerpo producidos quimica, enzimaticamente o de manera recombinante, que incluyen, Fab,
F(ab)2, o péptidos que comprenden al menos una regién determinante de la complementariedad (CDR) que se une
especificamente a un polipéptido, un péptido, o a una de sus variantes de origen natural, de GPVI. Un método
enzimatico comun que utiliza pepsina o papaina elimina el dominio de anticuerpo Fc para producir fragmentos Fab
bivalentes F(ab), y monovalentes. Estos procedimientos se describen basicamente en Gorini et al., J. Immunol. 103:
1132 (1969); Handbook of Experimental Immunology Vol 1: DM Wier (ed), Blackwell Alden Press, Oxford, UK, 1997; y
Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow y Lane (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988; y en la Patente de
Estados Unidos N° 4.470.925 (Auditore-Hargreaves).

[0059] Los anticuerpos especificos de GPVI intactos y fragmentos de anticuerpos, tales como fragmentos Fab y

F(ab),, pueden acoplarse covalentemente a fa&rmacos o a moléculas transportadoras. Ademas, los anticuerpos
especificos contra GPVI pueden entrecruzarse, directamente, o a través de una molécula transportadora adecuada,
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para formar complejos multivalentes. Los fragmentos F(ab), pueden estabilizarse metabdlicamente por
entrecruzamientos covalentes, como se describe en Reno et al. (Patente de Estados Unidos N°: 5.506.342),

[0060] Los anticuerpos monoclonales especificos para un polipéptido, péptido o una de sus variantes de origen
natural, de GPVI pueden someterse a ensayo para determinar su capacidad para bloquear la activacion plaquetaria por
unién dependiente del ligando (colageno). Los anticuerpos monoclonales que bloquean funciones plaquetarias pueden
ser agentes antitrombaticos Utiles.

[0061] Los anticuerpos de la presente invenciéon también pueden humanizarse. Los anticuerpos humanos y
humanizados se prefieren por tanto para el uso clinico. Véanse, por ejemplo, LoBuglio et al., Proc. Nati. Acad. Sci. USA
86: 4220-24 (1989); Meredith et al., J. Nud. Med. 33, 23-29 (1992); Salah et al., Hum. Antibod. Hybridomas 3: 19-
24(1992); Knight et al., Mol. Immunol 32: 1271-81 (1995); y Lockwood et al., Q. J. Med. 89: 903-12, (1996).

[0062] El desarrollo de anticuerpos completamente humanos generalmente requiere una fuente adecuada de linfocitos
B inmunitarios humanos. Un método para generar anticuerpos humanos implica la inmunizacién y expansion de
linfocitos B con especificidades adecuadas a partir de grupos de células B virgenes, obtenidas de individuos no
inmunizados, que se pusieron en cultivo in vitro. Ohlin y Borrebaeck, en Methods of Immunological Analysis, vol. Il
Masseyeff et al. (eds), VCH Verlagsgesellschaft mbH, Weinheim, pags. 298-325 (1992); Borrebaeck y Ohlin, en
Protocols in Cell and Tissue Culture, Doyle et al. (eds), J. Wiley & Sons Ltd., Chichester 25E: 1.1-7 (1993). Mediante
este método se han desarrollado anticuerpos humanos contra glicoproteinas del VIH-1. Ohlin et al., Immunology 68:
325-331 (1989); Ohlin et al., Clin. Exp. Immunol. 89: 290-295 (1992); Duenas et al., Immunology 89: 1-7 (1996). Mas
recientemente, se han desarrollado tecnologias in vivo que utilizan animales injertados con células inmunitarias
humanas o aquellos en los que se han introducido loci completos de inmunoglobulinas humanas. llan et al., Curr. Opin.
Mol. Ther. 4: 102-109 (2002); Ishida et al., Cloning Stem Cells 4: 91-102 (2002). Los anticuerpos completamente
humanos se han producido después de inmunizacién de estos animales con diversos antigenos humanos.

[0063] Los anticuerpos humanizados pueden generarse reemplazando la mayoria de, o todas, las partes estructurales
de un anticuerpo monoclonal con secuencias de anticuerpo humanas correspondientes. Por consiguiente, se genera
una molécula hibrida en la que solo la variable especifica de antigeno, o la region determinante de la
complementariedad (CDR) esta compuesta de secuencias no humanas. En Winter y Milsteih, Nature 349: 293-99
(1991); Harris, BCSTBS5 23(4): 1035-38 (1995); Morrison y Schiom, en Important Advances in Oncology, J. B.
Lippincott Co. (1990); L Presta, "Humanized Monoclonal Antibodies," en Annual Reports In Medicinal Chemistry,
Academic Press, (1994); y A. Lewis y J. Crowe, "Generation of Humanized Monoclonal Antibodies by 'Best Fit'
Framework Selection and Recombinant Polymerase Chain Reaction" in Generation of Antibodies by Cell and Gene
Immortalization. Year Immunol. 1993, vol 7, paginas 110-118, (C. Terhorst, F. Malvasi, and A. Albertini (eds.) Basel,
Karger, se han revisado diversas estrategias para disefiar anticuerpos humanizados.

[0064] Los anticuerpos especificos para un polipéptido, péptido o sus variantes de origen natural, de GPVI, también
puede humanizarse seleccionando y purificando anticuerpos anti-GPVI por adsorcion especifica de Ig, tal como por
cromatografia con Proteina A, o por cromatografia de afinidad usando péptidos de GPVI inmovilizados. Las cadenas
pesada y ligera pueden disociarse por medios convencionales y purificarse las cadenas individuales. Puede
determinarse una secuencia de aminoacidos parcial de las cadenas individuales y los oligonucledtidos degenerados
pueden generarse para cada cadena de acuerdo con el método de Lathe et al., J. Mol. Biol. 183: 1-12 (1985). Después,
el ADN que codifica estas cadenas de anticuerpo puede clonarse y secuenciarse a partir de la célula productora del
anticuerpo anti-GPVI por PCR u otros métodos convencionales.

[0065] EI ADN del anticuerpo y la secuencia de aminoacidos pueden analizarse y comprobarse con secuencias
conocidas de cadenas pesada y ligera humanas. Basandose en las comparaciones de secuencia, las cadenas de
anticuerpo especificas de GPVI pueden humanizarse reemplazando partes del ADN no humano con secuencias
humanas, formando asi un anticuerpo quimérico con especificidad contra GPVI. En una realizacion, el anticuerpo
especifico contra GPVI se humaniza con las regiones constantes J1 y K humanas usando los vectores de expresion
descritos por Sun et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 214-218 (1987). En la técnica se conocen bien métodos para la
preparacién de hibridos no humanos/humanos y se describen con detalle, por ejemplo, en Knight et al., Mol. Immunol
32: 1271-81 (1995); Patentes de Estados Unidos N°: 5.705.154 (Dalie et al.); 5.693.322 (Creekmore et al.); 5.677.180
(Robinson et al.); 5.646.253 (Wallace et al.); 5.585.097 (Bolt et al.); 5.631.349 (Diamantstein et al.); y 5.580.774
(Beavers et al.) Para maximizar la produccidon de anticuerpos quiméricos con alta afinidad, pueden emplearse los
métodos de Queen et al., (Patente de Estados Unidos N° 5.585.089) y Queen et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 86:
10029-33 (1989).

[0066] También pueden generarse anticuerpos humanizados usando la estrategia de presentacion de fagos, como
explican Rader et al., en Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 95: 8910-8915 (1998) y Steinberger et al., J. Biol. Chem. 275:
36073-36078 (2000) e ilustran Son et al., J Immunol Methods. 286: 187-201 (2004), Lee et al., J Immunother. 27: 201-
210 (2004) y otros expertos en la materia.
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[0067] La parte de la molécula de anticuerpo que se une a un antigeno comprende solo un pequefio nimero de
aminodcidos en las regiones variable (V) de las cadenas pesada (VH) y ligera (VL). Estos aminoacidos se ponen en
estrecha proximidad por plegamiento de las regiones V. Las comparaciones de las secuencias de aminodacidos de las
regiones variables de 1gG muestran que gran parte de la variabilidad reside en tres regiones denominadas regiones
determinantes de la complementariedad (CDR). Cada cadena (H y L) contiene tres CDR. Los anticuerpos con diferentes
especificidades tienen CDR diferentes, mientras que los anticuerpos de la misma especificidad exacta generalmente
tienen CDR idénticas o muy conservadas. La presente invencion incluye anticuerpos monoclonales o péptidos que
comprenden al menos una region determinante de la complementariedad (CDR), o una de sus variantes, de los
anticuerpos contra GPVI de la invencion. La invencion incluye anticuerpos monoclonales o péptidos que comprenden al
menos una de las secuencias de aminoacidos de las SEC ID N°: 1-24, o sus variantes.

[0068] Una “variante” de un anticuerpo o un péptido que comprende una CDR en su interior, se refiere a un anticuerpo
o péptido que comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a las SEC ID N°: 1-24, pero que tiene
una secuencia de aminoacidos diferente de la de las SEC ID N°: 1-24 debido a una o més deleciones, inserciones o
sustituciones. La variante también conserva al menos el 70, 80, 90 o 100% de su afinidad de unién por un polipéptido,
péptido o sus variantes de origen natural, de GPVI, en comparaciéon con un anticuerpo o péptido que comprende su
CDR correspondiente. Las afinidades de union pueden determinarse de acuerdo con cualquier método conocido en la
materia, como explican, por ejemplo, Fujimura et al., Thromb. Haemost. 87:728-734 (2002) y como se ilustra en el
Ejemplo 4 mas adelante. Una variante comprende una CDR que tiene preferentemente al menos una identidad del 60%,
65%, 70%, 80%, 85% 0 90% con las SEC ID N° 1-24. El porcentaje de identidad puede determinarse, por ejemplo,
comparando la informacién de secuencia usando el programa informatico GAP, version 6.0, descrito por Devereux et al.
(Nucl. Acids Res. 12: 387, 1984) y disponible en la Universidad de Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG). El
programa GAP utiliza el método de alineamiento de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48: 443,1970), revisado por
Smith y Waterman (Adv. Appl. Math 2: 482,1981). Los parametros por defecto preferidos para el programa GAP
incluyen: (1) una matriz de comparacion unaria (que contiene un valor de 1 para identidades y de 0 para no identidades)
para nucleétidos y la matriz de comparacion ponderada de Gribskov y Burgess (Nucl. Acids Res. 14: 6745,1986), como
describen Schwartz y Dayhoff, eds., Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research
Foundation, pags. 353-358,1979; (2) una penalizacién de 3,0 por cada hueco y una penalizacién adicional de 0,10 para
cada simbolo en cada hueco; y (3) ninguna penalizacién para huecos finales.

[0069] Las variantes pueden comprender secuencias sustituidas de manera conservativa. La sustitucién conservativa
se refiere al reemplazo de un resto aminoacidico determinado con un resto que tiene caracteristicas fisioquimicas
similares. Los ejemplos de sustituciones conservativas incluyen la sustitucion de un resto alifatico por otro, tal como lle,
Val, Leu o Ala por otro o las sustituciones de un resto polar por otro, tal como entre Lys y Arg; Glu y Asp; o GIn y Asn.
Se conocen bien otras de estas sustituciones conservativas, por ejemplo, sustituciones de regiones enteras que tienen
caracteristicas de hidrofobicidad similares.

[0070] Los anticuerpos anti-GPVI candidatos pueden someterse a exploraciéon para determinar los efectos sobre la
adhesion y activacion de las plaquetas usando diversos ensayos conocidos en la materia. Estos incluyen, por ejemplo,
el ensayo inhibidor de adhesién plaquetaria, descrito en la Patente de Estados Unidos N°: 5.686.571; un ensayo de flujo
constante modificado de Diaz-Ricart et al. (Blood 82: 491-496,1993) que permite el uso de un volumen mas pequefio de
sangre y menos anticuerpo, como describen Brown y Larson (BMC Immunology 2: 9-15, 2001); el ensayo en placa
descrito por Matsuno et al. (British J. Haematology 92: 960-967,1996) y Nakamura et al. (J. Biol. Chem. 273(8): 4338-
44,1998) (el “procedimiento de Nakamura”). En cada caso, los agonistas o antagonistas de GPVI candidatos pueden
pre- o co-incubarse con los componentes de la reaccion en presencia o ausencia de Mgz+. La incubacion en ausencia
de Mg2+ bloquea la funcion de GPla/lla de tal manera que la actividad restante dependiente de colageno esta
principalmente mediada por el receptor de GPVI.

[0071] Para medir, en condiciones estéaticas, la adhesiéon plaquetaria con respecto al colageno fibrilar insoluble en
acido inmovilizado puede usarse un procedimiento de Nakamura modificado. A continuacion se describe el ensayo de
Nakamura modificado. La modificacion principal con respecto al ensayo original incluye el reemplazo de plaquetas
marcadas con >'Cr con plaquetas no marcadas y la medicion de la adhesién por cuantificacion de la actividad de la LDH
liberada por las plaquetas adherentes usando un kit disponible en el mercado. Un experto en la materia reconoce cémo
realizar otras modificaciones para las condiciones del ensayo considerando el anticuerpo anti-GPVI particular sometido
a ensayo.

[0072] Ensayo de adhesién-- Los pocillos de microtitulacion se recubrieron con colageno fibrilar de tendon equino
insoluble en acido de tipo |. Se suspendieron plaquetas a una concentracion de 4x10® en tampon Tyrode-HEPES o en
tampoén Tyrode-HEPES complementado con Mg2+ (AmM), y los ensayos de adhesion se realizaron como se ha descrito
anteriormente (Tandon et al., Br. J. Haematol. 89: 124-30,1995). Resumiendo, antes de su adiciéon a los pocillos
recubiertos con colageno, las plaquetas se incubaron con una muestra tal como una solucién de anticuerpo durante 30
minutos a temperatura ambiente. La adhesion se realizd durante 60 minutos a temperatura ambiente en presencia y
ausencia de Mgz+. Las plaguetas no unidas se eliminaron por lavado repetido de los pocillos y las plaquetas adheridas
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se disolvieron en Triton X-100. Para medir la actividad de la LDH liberada se us6 un kit de medicién de LDH disponible
en el mercado (CytoTox 96, Promega, Madison, WI, USA) basado en un ensayo colorimétrico.

[0073] Ensayo de Liberacién de ATP y generacién de Tromboxano A, (TXA,) -- La liberacién de ATP inducida por
colageno se midi6 en un lumiagregémetro de doble canal (Modelo 650CA - Chronolog Corporation Havertown PA, USA).
Resumiendo, se mezclé plasma rico en plaquetas (recuento de plaquetas ajustado a 3x10%ml con plasma con pocas
plaquetas) con reactivo luciferasa-luciferina (Chronolog Corporation). Las plaquetas se incubaron a 37 °C durante 5
minutos en presencia y ausencia de una solucién de anticuerpo de ensayo, por ejemplo, fragmentos Fab, antes de
exposicion con coldgeno. La agregacion y liberacion de ATP se midié simultdneamente. A tiempos deseados, la
reaccion se detuvo por adicion de un coctel de inhibidores que inhibian la sintesis de TXA,. El sobrenadante de la
suspension plaquetaria se transfirié a un tubo pequefio y se congelé a -20 °C antes de medir la formacion de TXA;
inducido por colageno. El TXA; se midié como TXB,, un metabolito estable de TXA..

[0074] Ensayo de Agregacion Plaquetaria --El ensayo de agregacion plaquetaria descrito en Sun et al, J
Cardiovascular Pharmcol. 40: 557-585 (2002) proporciona un ensayo sencillo para detectar o determinar la actividad
antitrombética. En un recipiente, que contenia plasma rico en plaquetas (200 pl), se afiadieron anticuerpos anti-GPVI,
por ejemplo, fragmentos intactos de IgG, F(ab’), o Fab o tampdn de control (NaCl 0,15 M, Tris-HCI 0,01 M, pH 7,4).
Antes de inducir la agregacion con colageno, la mezcla se incub6 durante 3 a 5 minutos a 37 °C en el mddulo de
calentamiento de un agregémetro. El recipiente se coloc6 en un agregémetro de cuatro canales. (AG10 Kowa, Japén),
gue media la cinética de formacién de particulas por dispersion laser y agregacion por cambios en transmision luminica.
La agregacion se inicié con 0,5-4 pug/ml de colageno. Las concentraciones éptimas de colageno son aquellas que
proporcionan al menos un cambio del 70% en transmision luminica y se determinan para cada experimento. La
agregacion se control6 durante al menos 8-10 minutos después de la adicion de colageno.

[0075] Ensayo in vitro -- Los anticuerpos, o fragmentos de anticuerpos, especificos contra GPVI pueden someterse
adicionalmente a ensayo usando los sistemas desarrollados por Diaz-Ricart y colaboradores (Arteriosclerosis, Thromb.
Vease. Biol. 16: 883-888, 1996). Este ensayo determina el efecto de anticuerpos contra GPVI sobre plaquetas en
condiciones de flujo usando aorta de conejo desendotelializada y matrices de células endoteliales.

[0076] Ensayo in vivo -- La actividad in vivo de los anticuerpos, o fragmentos de anticuerpos, contra GPVI puede
someterse a ensayo usando modelos de funcién plaquetaria convencionales, como se describe en Colter y Scudder,
Blood 66: 1456-59 (1985); Coller et al, Blood 68: 783-86 (1986); Coller et al, Circulation 80: 1766-74 (1989); Coller et al.,
Ann. Intern. Med. 109: 635-38 (1988); Gold et al., Circulation 77, 670-77 (1988); y Mickelson et al., J. Molec. Cell
Cardiol. 21: 393-405 (1989).

[0077] Los ensayos anteriores demuestran que los anticuerpos de la invencién, especificos contra GPVI, son mas
fuertes que los previamente indicados por otros autores. Especificamente, los anticuerpos de la presente invencion,
especificos contra GPVI, inhiben la agregacion plaquetaria inducida por colageno a una Clsp menor que la de los
anticuerpos descritos en la técnica. El término “Clse” se conoce en la técnica como la concentracion a la cual se observa
una inhibicion del 50% y es cualquier valor positivo mayor de 0. Se determiné el valor de Clso para inducir la inhibicion
de la agregacion plaquetaria inducida por coldgeno usando una concentracion de coldgeno que inducia una agregacion
plaquetaria del 70-90% a los 5 minutos de su contacto con las plaquetas. Los términos “inhibicion” o “inhibir” se refieren
a una disminucion o cese de cualquier caracteristica fenotipica o a la disminucidon o cese en cuanto a la frecuencia,
grado o probabilidad de esa caracteristica. En el contexto de agregacion plaquetaria, “inhibicion” se refiere a una
disminucion o cese medible en la agregacion de las plaquetas. Tal inhibiciébn puede detectarse mediante el ensayo
descrito anteriormente o mediante cualquier otro método conocido en la técnica. De manera similar, en el contexto de
adhesion plaquetaria, “inhibicidon” se refiere a una disminucidon o cese medible en cuanto a la adhesion de plaquetas
sobre una superficie y tal inhibicién puede detectarse mediante el ensayo descrito anteriormente o mediante cualquier
otro método conocido en la técnica.

[0078] Los anticuerpos especificos contra GPVI, descritos en el presente documento, inhiben la agregacion
plaquetaria inducida por colageno a una Clso de menos de aproximadamente 7, 4, 3, 2,1, 0,6 pg/ml, o cualquier valor
incluido dentro de este intervalo. Los anticuerpos especificos contra GPVI, descritos en el presente documento, también
inhiben la adhesién plaquetaria inducida por coladgeno a una Clso de menos de, o igual a, aproximadamente 1, 0,5, 0,2,
0,1 ng/ml, o cualquier valor incluido dentro de este intervalo. Los anticuerpos de la presente invencion, especificos
contra GPVI, también inhiben la secrecion de ATP inducida por colageno y/o la formacién de tromboxano A, inducida
por coladgeno. Los anticuerpos de la presente invencion, especificos contra GPVI, incluyen fragmentos de anticuerpos
activos. Los fragmentos de anticuerpos activos incluyen fragmentos Fab, fragmentos F(ab). y péptidos que comprenden
al menos una regién determinante de la complementariedad (CDR) especificos para un polipéptido, péptido, o sus
variantes de origen natural, de GPVI, producidos quimica, enzimaticamente o de manera recombinante.

[0079] Los anticuerpos de la presente invencion, especificos contra GPVI, pueden formularse en composiciones
farmacéuticas de acuerdo con métodos conocidos. La composicion farmacéutica de la presente invencién comprende al
menos un anticuerpo especifico contra GPVI e incluye anticuerpos monoclonales intactos. La composicién farmacéutica
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descrita en el presente documento también puede comprender fragmentos Fab; fragmentos F(ab).; y péptidos que
comprenden al menos una secuencia CDR o sus variantes. Los anticuerpos especificos contra GPVI pueden
combinarse con otros materiales conocidos activos.

[0080] Las composiciones de la presente invencidn incluyen al menos un anticuerpo especifico contra GPVI mezclado
con excipientes farmacéuticamente aceptables incluyendo, pero sin limitacién, diluyentes (por ejemplo, Tris-HCI,
acetato, fosfato, agua), conservantes (por ejemplo, timerosal, alcohol bencilico, parabenos), emulsionantes, sales,
polimeros, tampones, disolventes, adyuvantes y/o transportadores. En Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 202 ed, Mack Publishing Co. (2000), se describen excipientes y sus formulaciones adecuadas. Ademas, tales
composiciones pueden contener anticuerpos especificos contra GPVI formando complejos con polietilenglicol (PEG),
iones metdlicos, incorporados en compuestos poliméricos tales como acido poliacético, acido poliglicélico, hidrogeles,
etc. o incorporarse en liposomas, microemulsiones, micelas, vesiculas unilaminares, multilaminares o colaminares,
fantasmas de eritrocitos o esferoblastos.

[0081] La presente invencion también comprende usos para inhibir la trombosis, por ejemplo, inhibiendo la agregacion
o la adhesién plaquetaria, que comprende poner en contacto plaquetas activadas o inactivadas con anticuerpos dirigidos
contra GPVI. La expresion “inhibir la trombosis” se refiere a una disminucion o cese de un suceso trombotico o a la
disminucion en la frecuencia, grado o probabilidad de sucesos trombdéticos en un paciente, poblacion de pacientes o
sistemas de ensayo in vitro. La presente invencion también se refiere al uso en el tratamiento de un paciente, definido
en este documento como cualquier persona o animal no humano que necesita tratamiento anti-trombético para reducir
la frecuencia, probabilidad o grado de trombosis, o agregacion plaquetaria, o activacion plaquetaria, o a cualquier sujeto
para el cual el tratamiento puede ser beneficioso para el tratamiento de enfermedades vasculares, incluyendo seres
humanos y animales no humanos. Tales animales no humanos a tratar incluyen todos los vertebrados domesticados y
no domesticados, incluyendo, pero sin limitacion: ratones, ratas, conejos, peces, pajaros, hamsteres, perros, gatos,
cerdos, ovejas, caballos, vacas y primates no humanos.

[0082] En el tratamiento de un paciente el uso comprende la administracion de una cantidad farmacéuticamente eficaz
de un anticuerpo anti-GPVI que contiene la composicion de la invencién. Un experto habitual en la materia puede
determinar empiricamente la dosificacion éptima y la pauta de dosificacion para administrar esas composiciones. Sin
embargo, una cantidad farmacéuticamente eficaz es la cantidad que proporciona un efecto antritrombotico medible, por
ejemplo, una reduccién en la frecuencia, grado o probabilidad de trombosis, agregacién plaguetaria o activacién
plaquetaria , medida in vivo o in vitro, 0 que proporciona una disminucion medible en la probabilidad, frecuencia o grado
de enfermedad vascular, formacién de coagulos o émbolos o0 sucesos isquémicos en un paciente.

[0083] A lo largo del tratamiento puede administrarse una cantidad farmacéuticamente eficaz como una sola dosis o
como dosis multiples. Un kit, dentro del ambito de la invencién, comprende un envase que contiene una o mas dosis de
una cantidad farmacéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-GPVI que contiene la composicion de la invencion. Tales
kits incluyen anticuerpos anti-GPVI en solitario, mezclados o suspendidos con un diluyente y/u otro excipiente
adecuado, farmacéuticamente aceptable, o formulados para mezclarse o suspenderse en un diluyente y/u otro
excipiente adecuadamente aceptable antes de la administracion.

[0084] Las composiciones de la invencion pueden administrarse mediante cualquier método conocido por los expertos
habituales en la materia, por ejemplo, administracion intravenosa por inyeccion en embolada, infusién continua o
intermitente. En realizaciones alternativas, las composiciones pueden administrarse por via intraperitoneal,
intracorpdrea, intraarticular, intraventricular, intratecal, intramuscular, subcutdnea, topica, amigdalina, mucosa,
intranasal, transdérmica, intravaginal, oral o por inhalacion.

[0085] Los anticuerpos descritos en el presente documento, especificos contra GPVI, también pueden usarse para
explorar compuestos que pueden ser Utiles como agentes antitrombdticos. El método de exploracion comprende poner
en contacto un antigeno GPVI con un compuesto de ensayo y un anticuerpo especifico contra GPVI y medir la inhibicion
de la unién del anticuerpo especifico contra GPVI al polipéptido, péptido, o una de sus variantes de origen natural, de
GPVI. El antigeno GPVI, el anticuerpo especifico contra GPVI y el compuesto de ensayo pueden afiadirse en cualquier
orden. Por ejemplo, el antigeno GPVI puede ponerse en contacto con el compuesto de ensayo antes de ponerse en
contacto con el anticuerpo monoclonal especifico contra GPVI. En otro ejemplo, el antigeno GPVI puede ponerse en
contacto simultaneamente con el anticuerpo monoclonal especifico contra GPVI y el compuesto de ensayo.

[0086] La inhibicion de la unién sugiere que el compuesto de ensayo compite por, 0 de otra manera interfiere con, el
mismo sitio de union sobre GPVI que el anticuerpo especifico contra GPVI. En el contexto de exploracién para agentes
antitrombdticos “antigeno GPVI” se refiere, pero sin limitacion, a polipéptidos, péptidos, o sus variantes de origen
natural, de GPVI nativos, aislados de plaquetas o de otras células que expresan GPVI; polipéptidos, péptidos o sus
variantes de origen natural, de GPVI, recombinantes expresados a partir de células procariotas o eucariotas; o células
que expresan polipéptidos, péptidos o sus variantes de origen natural, de GPVI. Un compuesto de ensayo puede ser
cualquier compuesto quimico, proteina, péptido, polipéptido o acido nucleico (ADN o ARN). El compuesto de ensayo
puede ser de origen natural o puede sintetizarse por métodos conocidos en la técnica. EI método de exploracion puede
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emplear métodos de exploracidon de alto rendimiento (HTS, siglas en inglés). Los métodos de exploracion de alto
rendimiento se revisan en Khandurina et al., Curr Opin Chem Biol. 6: 359-66 (2002); Kumble, Anal Bioanal Chem. 377:
812-819 (2003); y Bleicher et al., Nature Rev Drug Disc 2: 369-378 (2003).

[0087] Un compuesto identificado como que inhibe la unién de un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo del
mismo, especifico contra GPVI, a un antigeno GPVI adicionalmente puede someterse a ensayo para determinar su
efecto sobre las funciones plaquetarias mediante cualquiera de los métodos descritos en el presente documento o
mediante otros métodos conocidos en la técnica. Estas funciones plaquetarias inducen la agregacion plaquetaria
inducida por colageno, la adhesién plaquetaria inducida por colageno, la secrecion de ATP inducida por colageno y la
formacion de tromboxano A; inducida por colageno.

[0088] La presente invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos, que de ninguna manera pretenden ser
limitantes.

Ejemplo 1
Preparacion de anticuerpos monoclonales contra GPVI

[0089] Se inmunizaron ratones normales (Balb/c, hembra), hamsteres armenios (macho) y ratones genosuprimidos
para GPVI (producidos en Otsuka GEN institute) para producir anticuerpos monoclonales como se describe a
continuacion.

[0090] Se generaron ratones genosuprimidos para GPVI como se ha descrito previamente (Mori et al. Neurosci. Res.
43: 251-7, 2002). Como se muestra en la Figura 1A, el vector diana se construyé reemplazando un fragmento genémico
del gen GPVI (Ezumi Y. et al., Biochem Biophys Res Comm 277: 27-36, 2000) de clones A gendémicos de ratén 129/Sv
que contenia las 5 uUltimas bases del exén 2 hasta la primera mitad del exén 3 (Clalsite) con el casete pMC1-neo-polyA
(Stratagene). La construccion linealizada se introdujo por electroporacion en células AB2.2 ES derivadas de raton
129/Sv (Lexicon Genetics Inc., The Woodlands, TX) y las células se seleccionaron en G-418. Se exploraron clones de
células ES resistentes a G-418 para la recombinacion homéloga satisfactoria en los exones 2 y 3 mediante sondeo de
ADN gendmicos digeridos con Sphl- o Kpnl con sondas 5 o 3’ externas, respectivamente (Figura 1B; datos de
transferencia de Southern no mostrados). Para obtener mutantes heterocigotos (F1), los ratones quiméricos derivados
de las células ES recombinantes homdlogas se aparearon con ratones C57BL/6J. Los mutantes homocigotos (F2) se
obtuvieron apareando los mutantes heterocigotos obtenidos y se confirmé por transferencia de Southern. Usando ADN
genodmico, extraido de cortes de la cola, se realiz el genotipado de los ratones por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). En los mutantes homocigotos no se observaron anomalias en la tasa de nacimiento, peso al nacer, crecimiento y
desarrollo, distribucion mendeliana o trastornos hemorragicos. Como controles se usaron ratones de tipo silvestre y
heterocigotos de la misma procedencia. Los hamsteres armenios se obtuvieron en Cytogen Research and Development
Inc. Boston, MA. Todos los animales se mantuvieron y se reprodujeron de acuerdo con el protocolo del Institutional
Animal Care and Use Committee (IACUC) en Otsuka Maryland Medicinal Laboratories.

[0091] Se inmunizaron ratones normales con plasmidos que contenian ADNc de GPVI (“diana-p”), la linea de células
CHO que expresaba la cadena FcRy de GPVI (“CGP6”", en la que la transfeccion se realiz6 usando Lipofectamine™
2000 de Invitrogen), GPVI purificada de células CHO que expresaban FcRy de GPVI (“PGP6"), GPVI nativa purificada
de plaguetas humanas (“nGP6") y GPVI parcial recombinante (que carecia del primer dominio de Ig) expresada en E.
coli (“PAGP6"). La GPVI nativa de plaquetas humanas y la PGP6 de células transfectadas con FcRy de DPVI, se
purificaron combinando los métodos de de afinidad por lectina, cromatografia de intercambio i6nico y afinidad por
convulxina descritos en la Publicacion de Estados Unidos N° 2003/0186885.

[0092] Usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) células CHO que expresaban de manera estable GPVI y FcRy
(“CGP6") se establecieron por cotransfeccion del vector pTarget (Promega) que contenia el ADNc humano de longitud
completa de GPVI (“diana-p”) y el vector pcDNA3.1(+)zeocin (Invitrogen) que contenia ADNc de FcRy de longitud
completa. En medio complementado con G418 y zeocina se seleccionaron células que expresaban ambos receptores.
La expresion de GPVI se detectd por analisis FACS con el analizador FACS Epic Altra (Beckman Coulter) usando un
anticuerpo policlonal humano anti-GPVI (el suero del doctor Okuma descrito anteriormente) o una convulxina marcada
con FITC. La deteccion de la expresion de FcRy se realizé por inmunotransferencia usando anticuerpos policlonales
anti-FcRy disponibles en el mercado (Upstate Biotechnology).

[0093] Se prepard GPVI parcial recombinante insertando en el vector pET21 (Novagen) un ADNc que codificaba un
polipéptido de GPVI que carecia del primer dominio completo de Ig de GPVI humana. Esta proteina parcial se expresé
en la cepa de E. coli BL21(DE3). La proteina expresada (“PAGP6") se purificé de cuerpos de inclusién como describe el
fabricante.

[0094] Se inmunizaron hamsteres armenios con CGP6 y plaquetas humanas. Ratones genosuprimidos para GPVI
también se inmunizaron con CGP6 y plaquetas humanas.
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[0095] Los inmunoégenos, excepto la diana-p, se inyectaron por via intraperitoneal. La diana-p se inyectdé por via
intradérmica. Las proteinas recombinantes o purificadas se inyectaron como una emulsion con adyuvante (Titermax
Gold, Cytrx Corporation). Algunos de los antigenos se inmunizaron con IL-6 de ratén (500U/inyeccion) para reforzar el
sistema inmunitario. Los animales se inmunizaron hasta obtener un titulo en suero entre 10-50.000.

[0096] Se produjeron anticuerpos monoclonales por tecnologia de hibridoma convencional. Como compafiero de
fusion, se usaron células P3U1. Para explorar clones de hibridoma positivos, se realizé andlisis FACS en el analizador
FACS Epic Altra de Beckman Coulter usando células CHO que expresaban la FcRy de GPVI. Para los animales
inmunizados con CGP6, se realiz6 analisis FACS con células CHO de tipo silvestre transfectadas y no transfectadas con
FcRy-GPVI para diferenciar clones que no produjeron anticuerpos contra GPVI, por ejemplo, anticuerpos contra
antigenos relacionados con células CHO.

[0097] Después, células de hibridoma que producian anticuerpos anti-GPVI se cultivaron en medio que contenia suero
de ternero fetal al 10% (Invitrogen Corporation, CA) (que contenia pequefias cantidades de IgG bovina < 1 pug/ml suero).
La IgG se purificé del sobrenadante del cultivo acelular por cromatografia de afinidad con Sepharose con Proteina G
(Amersham Biosciences, NJ ) o Sepharose con Proteina A (Amersham Biosciences, NJ) en un sistema Waters 650
(Waters Corporation, MA). La IgG de ratén se purificd por cromatografia de afinidad en Sepharose con Proteina G. La
IgG de hamster se purifico en Sepharose con Proteina A. La IgG unida a la proteina G se eluy6 de la matriz de afinidad
con glicina a pH bajo (pH 2,75), se recogi6é en solucién basica para neutralizar el acido y se dializé en solucion salina
para su uso en ensayos funcionales. La IgG de los hamsteres unida a la Proteina A se eluy6 con un gradiente de pH de
7,5-3,0. El anticuerpo se eluy6 a un pH de 4,5. En la mayoria de los casos, el anticuerpo tenia una pureza >90% cuando
se analizd en el Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technology).

[0098] Usando métodos convencionales, se prepararon fragmentos F(ab’), bivalentes de 1gG intacta por digestion con
papaina. Se preparé una solucion de IgG (5 mg/ml) en acido citrico 100 mM, pH 6,5 y EDTA 5,0 y se realiz6 la digestion
durante 15 horas a 37 °C con papaina preactivada (sin cisteina) a una proporcién de enzima con respecto a IgG de 1:50
(p/p). La reaccion se inactivo con yodoacetamida recién preparada y los fragmentos F(ab’), se separaron de la IgG y Fc
no digeridos por cromatografia de intercambio i6nico sobre una columna MonoQ (Amersham Biosciences, NJ). Las
fracciones que contenian F(ab’), se agruparon, se concentraron y se redujeron/alquilaron para obtener fragmentos Fab
monovalentes de acuerdo con el método de Parham et al., J. Immunol. Meth. 53: 133-173 (1982). Finalmente, los
fragmentos Fab se purificaron hasta la homogeneidad por cromatografia de exclusion de tamafio sobre Superdex 75
(Amersham Biosciences, NJ). La conversién directa de 1gG en fragmentos Fab monovalentes por papaina en presencia
de cisteina se impidié porque en algunos casos, la papaina digirié6 en exceso la IgG, dando lugar a fragmentos Fab
inestables e infradimensionados.

[0099] Inicialmente, ratones Balb/c de tipo silvestre se inmunizaron, como se ha descrito anteriormente, con
inmundgenos que incluian GPVI purificada de plaguetas humanas (“nGP6”), plasmido que contenia ADNc de GPVI
(“diana p”), y células CHO que expresaban el complejo de cadena FcRy de GPVI (“CGP6”"). Véase la Tabla 1. Después
de explorar mas de 8500 clones, se identificaron 3 clones con afinidad significativa, aunque moderada, por GPVI (dos
de CGP6y uno de PGP6). Sorprendentemente, mas de 5500 clones que provenian de inmunizaciones con diana p,
nGPVI y PAGP6 no produjeron ni un solo clon positivo a GPVI con actividad bioldgica. En un intento de obtener
anticuerpos con afinidad y actividad biolégica potenciadas, se inmunizaron diferentes especies de animales. Se
inmunizaron hamsteres armenios con CGP6 porque este inmunégeno producia dos clones positivos en ratones de tipo
silvestre. Dado que las plaquetas humanas expresan GPVI nativa en su superficie, como inmundgenos también se
usaron plaquetas humanas lavadas. Se obtuvieron siete clones positivos para GPVI a partir de inmunizaciones con
CGP6 y un clon a partir de inmunizacion con plaquetas humanas. Véase la Tabla 2.

Tabla 1 Inmunizacion de Ratones de tipo Silvestre
Inmundégeno | N° de clones explorados | N° de clones positivos
Diana-p 1192 0
CGP6 1953 2
PGP6 1064 1
nGP6 3797 0
PAGP6 764 0
Total 8770 3

Tabla 2 Inmunizacién de Hamsteres

Inmunégeno N° de clones explorados N° de clones positivos
CGP6 1547 7
Plaguetas humanas 1414 1 (OM3)
Total 2961 8
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[0100] Después, como hospedadores para la inmunizacién se usaron ratones genosuprimidos para GPVI (GPVI-KO)
Los ratones GPVI-KO carecian de GPVI y no respondian a dosis altas de colageno y a convulxina (un agonista
especifico de GPVI). Por lo tanto, se realizé la teoria de que la GPVI inyectado podia ser mas antigénica en ratones
carentes de GPVI y por lo tanto podian producir anticuerpos contra GPVI que tuviesen alta afinidad por el péptido de
GPVI. Los resultados de la inmunizacion de ratones GPVI-KO se muestran en la Tabla 3. La inmunizacién de ratones
GPVI-KO con suspensiones de plaquetas humanas lavadas no produjeron ningin clon positivo. Sin embargo, a partir de
la inmunizacion de ratones GPVI-KO con CGP6, se obtuvieron ocho clones que tenian alta afinidad por GPVI a juzgar
por el gran desplazamiento hacia la derecha en la intensidad de fluorescencia en el analisis FACS.

Tabla 3 Inmunizacion de Ratones Genosuprimidos para GPVI

Inmundégeno N° de clones explorados N° de clones positivos
CGP6 13889 8 (incluyendo OM1, OM2 y OM4)
Plaguetas humanas 397 0
Total 4286 8

[0101] Después, las inmunoglobulinas 1gG se obtuvieron a partir de clones positivos para GPVI: 3 clones a partir de
ratones de tipo silvestre, 8 clones a partir de fusiones de hamsteres y ocho clones a partir de fusiones de ratones GPVI-
KO. La IgG se purifico por cromatografia de afinidad usando cualquiera de Proteina G (ratones de tipo silvestre y GPVI-
KO) o Proteina A (hamsteres), como se ha descrito anteriormente. Los anticuerpos purificados procedentes de todos los
clones indujeron agregacion plaquetaria completa a concentraciones de IgG relativamente pequefias a 0,1-7 pg/ml (17
clones) y 10-30 pg/ml (2 clones), lo que sugeria que estos anticuerpos se entrecruzan con GPVI y FcR IIA o se
entrecruzan con moléculas de GPVI. Para excluir la posibilidad de entrecruzamiento de FcRIIA-GPVI, se prepararon
fragmentos F(ab’),. En estudios preliminares, se prepararon fragmentos F(ab’), a partir de dos anticuerpos activados
con plaguetas humanas, aunque en comparacion con las IgG intactas fueron necesarias varias concentraciones el doble
de altas. Esto confirma que el entrecruzamiento de GPVI con los anticuerpos bivalentes puede ser la causa de la
activacion plaquetaria observada. Para impedir el entrecruzamiento de GPVI, todos los fragmentos F(ab’), se
convirtieron a fragmentos Fab por reduccion/alquilacion. Los fragmentos Fab resultantes no activaron plaquetas
humanas cuando se sometieron a ensayo hasta varias concentraciones el doble de altas a las cuales las plaquetas
humanas activan la 1gG intacta.

Ejemplo 2

Los anticuerpos especificos contra GPVI son fuertes inhibidores de la agregacién y adhesion plaquetaria
inducida por colageno

[0102] EI potencial inhibidor de los fragmentos Fab preparados de acuerdo con el Ejemplo 1 se sometié a ensayo
sobre las funciones plaquetarias inducidas por colageno, incluyendo la agregacion plaquetaria inducida por colageno y
la adhesion de plaquetas a colageno inmovilizado en condiciones estaticas y de flujo.

[0103] Los anticuerpos se sometieron a ensayo para determinar la agregaciéon plaquetaria in vitro de la siguiente
manera. En primer lugar se realizé un experimento de dosificacion de colageno para determinar la cantidad de colageno
gue proporcionaria una agregacion plaquetaria del 70-90% a los 5 minutos de su adicién, dado que la respuesta al
colageno varia entre individuos. Ademas, el tipo de colageno usado en los ensayos pueden influir drasticamente en la
respuesta. Del experimento, el coladgeno de tenddn equino insoluble en acido (Nycomed, Alemania) proporcioné la
mayor respuesta de agregacion plaquetaria. Nieswandt (J. Biol. Chem. 275: 23998-24002, 2000, y la Publicacién de
Patente de Estados Unidos N° 2002/0141992), Lecut et al. (J. Thrombosis and Haemostasis 1: 2653-2662, 2003), y
Moroi et al. (Thromb. Haemost. 89: 996-1003, 2003) también usaron colageno de tendén equino insoluble en é&cido,
mientras que otros usaron una forma menos sensible de colageno, por ejemplo, fibras de colageno bovino de tipo |
(Smethurst et al., Blood 103: 903-911, 2004, y documento WO 03/054020). En los ensayos ilustrados a continuacion, se
uso colageno de tenddn equino insoluble en acido 1-4 ug/ml (Nycomed, Alemania) para examinar el efecto inhibidor de
una preparacion de Fab particular sobre la agregacion plaquetaria. El tipo de colageno usado fue el mismo que el usado
en Qian et al. (Human Antibodies 11: 97-105, 2002), documento WO 01/00810, documento WO 02/080968 y sus
solicitudes relacionadas; pero como se indica a continuacion, los anticuerpos contra GPVI de la presente invencion
presentan un efecto inhibidor significativamente superior en comparacion con los anticuerpos contra GPVI descritos en
Qian, documentos WO 01/00810 y WO 02/080968.

[0104] EIl ensayo de agregacion plaquetaria se realiz6 recogiendo sangre en un volumen de 1/10 de citrato de
trisddico al 3,8% como un anticoagulante (Nakamura et al., J. Biol. Chem. 273(8): 4338-44, 1998). El plasma rico en
plaquetas (PRP) se obtuvo por centrifugacion de sangre completa a 180 x g durante 15-20 minutos a temperatura
ambiente. Antes de realizar los estudios de agregacion plaquetaria Se realizé el recuento de plaquetas y se ajust6 a 3-
4x10® plaquetas/ml en plasma pobre en plaquetas. Todos los experimentos se realizaron 3-4 horas después de la
recogida de sangre y el PRP se mantuvo a temperatura ambiente todo el rato. Los estudios de agregacion se realizaron
en un agregémetro de cuatro canales AG10 (Kowa, Japén) que mide la cinética de la formacién de particulas por
dispersion laser y agregacion por transmision luminica a 650 nm en la region visible del espectro luminico. El PRP se
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incubd a 37 °C con diversas cantidades de fragmentos Fab durante 10 minutos (5 minutos sin agitacion seguido de 5
minutos mas con agitacién) antes de la adicién del colageno de tendén equino insoluble en acido (Nycomed, Alemania)
y la agregacion se controlé durante 5-10 minutos mas.

[0105] La adhesién de las plaquetas al colageno en condiciones estaticas se examin6é usando un procedimiento
modificado de Nakamura et al., J. Biol. Chem. 273: 4338-4334 (1998) descrito anteriormente. Brevemente, se incubaron
plaquetas lavadas con cantidades deseadas de fragmentos Fab durante 30 minutos en presencia y ausencia de Mgz+, a
temperatura ambiente, antes de su adicion a los pocillos recubiertos con colageno (2 pg/pocillo con colageno de tenddn
equino insoluble en acido ) (Nycomed, Alemania). Después de 60-90 minutos de incubacién a temperatura ambiente, las
plaquetas no adheridas se eliminaron mediante un lavado suave con solucién salina tamponada y la adhesion se
cuantific6 determinando el contenido de LDH de las plaquetas adheridas usando un kit para LDH disponible en el
mercado (Promega, MA).

[0106] La adhesion plaquetaria a colageno inmovilizado en condiciones de flujo se midié en una camara de flujo
desarrollada por Glycotech (Rockville, MD). Se incub6 sangre completa, anticoagulada con hirudina recombinante (50
unidades/ml), con una solucién que contenia el fragmento Fab durante 15 minutos a 37 °C antes de extraerse a través
de una camara de flujo recubierta con colageno (colageno de tendén equipo insoluble en &cido 5 pg/cm?®) (Nycomed,
Alemania) a alta cizalla (2600 s™, 2min). Las plaquetas no adheridas se lavaron con solucion salina tamponada con
fosfato y las plaquetas adheridas se fijaron con glutaraldehido (0,5% p/v, 1 h) y se tifieron con azul de toluidina/borato
sédico (0,05%, 5 min). La cobertura de la superficie de las plaquetas se calculd por analisis digital de formacion de
imagenes. Se uso6 el promedio de 10 imagenes no solapantes para determinar el porcentaje de cobertura del area de
superficie.

[0107] De los anticuerpos seleccionados, los fragmentos Fab de las cuatro IgG, OM1, OM2, OM3 y OM4, inhibieron la
agregacion plaquetaria inducida por colageno en plaguetas humanas. Véanse las Tablas 2, 3 y 4. El orden de la fuerza
inhibidora de los fragmentos Fab contra la agregacion plaquetaria inducida por colageno fue OM1 >OM2>0M3>0M4. En
la Tabla 4 se muestran los valores promedio de Clsp y DT de cada anticuerpo para la inhibicién de la agregacion
plaquetaria inducida por colageno.

[0108] También se sometié a ensayo la reactividad cruzada de cada anticuerpo contra plaquetas de rata, perro y
mono. La sangre de mono y de perro se adquirieron en Covance Research Inc, Viena, VA. Se obtuvieron ratas Sprague
Dowley de Charles River Laboratories, Willmington, MA. Los cuatro fragmentos Fab inhibieron la agregacion de
plaquetas de mono inducida por colageno. De manera interesante, OM4 reaccion6 en cruzado con las plaquetas de
rata. Estos anticuerpos especificos contra GPVI son herramientas Utiles para ensayar el efecto de anticuerpos
especificos contra GPVI en modelos animales. Los hibridomas productores de anticuerpos OM1, OM2, OM3 y OM4 se
depositaron en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (Manassas, VA) el 29 de abril de 2004, como nUmeros de la
ATCC PTA-5938, PTA-5939, PTA-5940 y PTA-5941, respectivamente.

Tabla 4: Efecto de los Fragmentos Fab Anti-GPVI sobre la Agregacién de Plaquetas Humanas Inducida por
Colageno y Reactividad Cruzada a Plaquetas no Humanas.

Fragmento Fab Clso (ng/mb)* Reactividad cruzada**
ID Promedio DT Rata Perro Mono

OoM1 0,575 0,049 () ) (+)
OoM2 1,69 0,506 () ) (+)
OM3 3,02 0,768 () () (+)
OomM4 7,0 55 () () (+)
ReoPro® 1,71 0,345 () ) (+)
F(ab’), 7E3 n/d*** n/d (+) n/d n/d

* La curvas de respuesta a la dosis se obtuvieron usando plaquetas de 3 sujetos diferentes.

Los valores Clso se calcularon por andlisis sin regresion. Los valores son el promedio + DT de 3 experimentos.

** | a reactividad cruzada con las plaquetas de animales se basé en la capacidad de los fragmentos Fab individuales
para inhibir la agregacion plaquetaria inducida por colageno y por desplazamiento positivo a la derecha en andlisis
FACS. Un signo (+) indica inhibicién de agregacion por fragmentos Fab inducida por colageno y desplazamiento positivo
a la derecha mientras que un signo (-) indica que no hay reaccion en ninguno de los dos ensayos.

*** No determinado.

[0109] Para la comparacién, ReoPro® (Centocor, Inc.), un fragmento Fab anti-GPlIb-llla quimérico de ser humano-
raton y un fragmento F(ab’); del anticuerpo monoclonal anti-GPIIb-lllb 7E3 (Colter y Scudder, Blood 66: 1456-1459,
1985), se sometieron a ensayo en varios de los mismos donantes en las misma condiciones usadas para someter a
ensayo los anticuerpos especificos contra GPVI. ReoPro® inhibié la agregacion plaquetaria inducida por colageno a una
Clsp de 1,71 pg/ml. Por tanto, OM1 poseyé un mayor potencial inhibidor que ReoPro®, mientras que OM2 fue
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equipotente a ReoPro®. ReoPro® fue 2-4 veces méas potente que OM3 y OM4 en este ensayo. El F(ab’), de 7E3
reacciond en cruzado con plaquetas de rata, mientras que ReoPro® no lo hizo (véase la Tabla 4).

[0110] También se someti6 a ensayo el efecto de los fragmentos Fab sobre la adhesién plaquetaria en condiciones
estaticas. La adhesion se realizé en presencia (dependiente de GPla-lla y GPVI) y ausencia (dependiente de GPVI) de
Mg”. La adhesion independiente de Mg% depende exclusivamente de la presencia de GPVI y se inhibié por los cuatro
Fab a concentraciones relativamente bajas (con una variacion de Clso de 0,1-1 ug/ml) como se muestra en la Figura 2.
OM1, OM2 y OM3 tuvieron actividad inhibidora similar (intervalo de Clso de 0,1-0,2 ug Fab/ml) mientras que OM4
necesitd una dosis ligeramente méas alta para conseguir una inhibicién similar (intervalo de Clsg 0,2-1 pg Fab/ml). El
proceso de adhesién dependiente de Mg2+ necesito dosis relativamente mas altas de fragmentos Fab que las necesarias
para el proceso de adhesion independiente de Mg2+ (véase la Figura 2). Sin embargo, ninguno de los Fab fue capaz de
bloquear completamente la adhesion dependiente de Mgz+ de las plaquetas al colageno.

[0111] El efecto de los fragmentos Fab sobre la adhesion plaquetaria independiente de Mg2+ en condiciones estaticas
se repitié usando dosis incluso inferiores (0,001-1 pg Fab/ml). Como se muestra en la Figura 3, los fragmentos Fab OM2
y OM4 inhibieron la adhesién plaquetaria un 40-60% a 0,1 pg Fab/ml y los fragmentos Fab OM1 y OM3 inhibieron la
adhesion un 10-20% a la misma concentracion. Esta discrepancia puede deberse a una variacién de lote y a una
variabilidad del donante. En conclusion, la serie OM de fragmentos Fab inhibe eficazmente la (adhesion independiente
de Mgz+) dependiente de GPVI a concentraciones inferiores que 0,5 png/mil.

[0112] EI efecto inhibidor de los fragmentos Fab anti-GPVI sobre adhesion plaquetaria también se someti6é a ensayo
en condiciones mas proximas a situaciones in vivo, como se ha descrito anteriormente. Los fragmentos Fab de OM1,
OM2, OM3, OM4 inhibieron significativamente la adhesion plaquetaria al colageno inmovilizado en condiciones de alta
cizalla (2600 s'l). En comparacion con una muestra de control, los Fab anti-GPVI indujeron cambios drasticos en el
tamafio y morfologia de los agregados (Figura 4). En comparacién, ReoPro® (Centocor, Inc.) también impidié la
formacion de agregados pero se observo una capa uniforme de plaquetas individuales sobre las fibras de colageno
(Figura 4).

[0113] La morfologia de los agregados es un resultado de dos sucesos: (1) el area cubierta por una monocapa de
plaquetas primaria y (2) formacién posterior de agregados afiadiendo asi una dimensién de volumen a todo el conjunto
descrito. La reduccion drastica en la formacion de agregados junto con la cobertura superficial por el Fab anti-GPVI
sugiere que la GPVI no solo esta implicada en el proceso de adhesion primario sino que también desempefia una
importante funcién en los sucesos posteriores a la adhesion, incluyendo la activaciéon plaquetaria y el desarrollo de
trombo posterior.

[0114] Los ensayos de agregacion y de adhesion demuestran que los fragmentos Fab de los anticuerpos de la
invencion especificos contra GPVI, tales como OM1, OM2, OM3 y OM4 son fuertes inhibidores de las funciones
plaquetarias. Estos son mas fuertes inhibiendo la agregacion plaquetaria inducida por coladgeno que el fragmento Fab
del anticuerpo monoclonal de ratén 9012.2 generado a partir de ratones inmunizados con un ADNc que codifica la
proteina de fusién GPVI-Fc recombinante soluble (rsGPVI-Fc) como se describe en Lucet et al. (J. Thrombosis and
Haemostasis 1: 2653-2662, 2003), documento WO 02/80968, y la Publicacion de Patente de Estados Unidos
2004/0253236. Adicionalmente, los anticuerpos OM son mas potentes inhibiendo la adhesion independiente de Mg2+ a
colageno que el fragmento Fab 9012.2.

[0115] Nieswandt (J. Biol. Chem. 275: 23998-24002, 2000, y la Publicacion de Patente de Estados Unidos N°
2002/0141992) publicaron un anticuerpo monoclonal de rata contra la GPVI de raton, JAQl. Sin embargo,
concentraciones de saturacion de JAQ1 (20 pg/ml) solo presentaron un efecto inhibidor limitado sobre la agregacion
plaquetaria inducida por coldgeno (véase la Publicacion de Patente de Estados Unidos 2002/0141992, parrafo 29).
Ademas, JAQ1 no reconoci6 la GPVI humana en analisis FACS o transferencia de Western en los experimentos de los
autores de la presente invencion ni de otros (véase Takayama et al., J. Thrombosis and Hemostasis 14: 75-81, 2003).

[0116] Otros autores han generado Fvs monocatenarios (ScFvs, de las siglas en inglés single chain). Por ejemplo,
Qian et al. (Human Antibodies 11: 97-105, 2002) publicaron un anticuerpo Fv monocatenario (ScFv) de GPVI que tenia
una Clsg de 80-90 ug/ml en un estudio de agregacion plaquetaria inducida por colageno, usando 2 ug/ml del mismo
colageno usado en la presente invencion. Por tanto, los anticuerpos de la presente invencion especificos contra GPVI
son significativamente mas fuertes inhibiendo la agregacion plaquetaria inducida por coldgeno en comparacion con Qian
et al. Los ScFv también publicados en los documentos WO 01/00810 y WO 02/80968 y en sus solicitudes relacionadas
necesitaban una concentracion significativamente mayor (110-150 pg/ml de ScFv) para inhibir la agregacion plaquetaria
inducida por colageno en comparacion con los anticuerpos de la presente invencién especificos contra GPVI.

[0117] De manera similar, Smethurst et al. (Blood 103: 903-911, 2004, y el documento WO 03/054020), describieron
un anticuerpo ScFv de GPVI que tenia una Clsp de 12-16 ng/ml en la agregacion plaquetaria inducida por colageno. En
comparacién, OM1, OM2, OM3 y OM4 son mas fuertes que el ScFv de Smethurt. Adicionalmente, aunque las Patentes
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de Estados Unidos N° 6.245.527 y 6.383.779 desvelan anticuerpos anti-GPVI, no proporcionan ningin ejemplo de
anticuerpos anti-GPVI que sean tan fuertes inhibiendo la agregacion plaquetaria inducida por colageno que los de la
presente invencion.

Ejemplo 3

Los anticuerpos especificos contra GPVI inhiben la secrecion inducida por coldgeno y la formacion de
tromboxano A;

[0118] Los fragmentos Fab de los anticuerpos de la presente invencién especificos contra GPVI también se
sometieron a ensayo para determinar su efecto sobre la secrecién inducida por colageno y la formacién de tromboxano
A, (TXAy). Secrecion se refiere a una liberacion de contenido bioactivo inducido por antagonista de granulos alfa y
densos de plaquetas.

[0119] Una manera de cuantificar la liberacion inducida por agonistas es medir el contenido de ATP en el medio
mediante ensayo luciferasa usando un método basado en quimioluminiscencia. Plasma rico en plaquetas (PRP) se
sometid a ensayo para detectar la secrecion de ATP inducida por coladgeno usando un Lumi-agregrémetro (Chronolog
Corporation, PA) y un reactivo de luciferasa-luciferina. EI Lumi-agregémetro mide simultdneamente la agregacion
plaquetaria inducida por agonista y la secrecién de ATP. En resumen, con una jeringa se extrajo sangre humana
directamente en citrato trisédico al 3,8% (volumen de sangre:citrato 9:1). Se prepard plasma rico en plaquetas (PRP) por
centrifugacion a 180xg durante 15 minutos. EI PRP (360 ul) se mezclé con 40 pl de reactivo luciferasa-luciferina
(Chrono-lume; Chronolog Corporation, PA) y la mezcla se incubd con diversas cantidades de los Fab del ensayo,
ReoPro® o control durante 5 minutos a 37 °C. A los cinco minutos se afiadieron 1-4 pg/ml de colageno (colageno de
tenddn equino insoluble en &cido) (Nycomed, Alemania) y la agregacion y la secrecién de ATP se controlaron durante
ocho minutos. Al final de la reaccion (10-11 minutos), se afiadié una cantidad conocida de solucion ATP para obtener
una desviacion que se uso para calcular la cantidad de ATP secretada por las plaquetas después de la exposicion al
antagonista.

[0120] La formacion de tromboxano A, se midié en muestras paralelas usadas anteriormente. Diez minutos después
de la etapa de adicion de colageno anterior, se afiadieron 500 ul de solucién de detencién (EDTA 50 mM, indometacina
2 mM en NaCl 130 mM) a 200 pl de PRP para finalizar la formacion de tromboxano A;. La suspensién se centrifugé a
1000xg durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se recuperd y se congelé a -20 °C hasta someter a ensayo para
tromboxano B, que es un metabolito estable del tromboxano A,. El tromboxano B, se cuantific6 usando un kit
disponible en el mercado (Thromboxane B, Biotrak Assay, Amersham).

[0121] Todos los fragmentos Fab de los anticuerpos OM1, OM2, OM3 y OM4 inhibieron fuertemente la liberacién de
ATP inducida por colageno de las plaquetas humanas (Tabla 5). OM1 mostr6 inhibicion de mas del 90% a 1 ug/ml.
OM2, OM3 y OM4 también consiguieron inhibicién de méas del 90% a 3 pg/ml. ReoPro® fue menos eficaz inhibiendo la
secrecion de ATP que los anticuerpos anti-GPVI, lo que sugiere que los Fab anti-GPVI son mejores inhibidores de la
liberacion de ATP inducida por colageno. Se sabe que los agonistas secundarios liberados de plaquetas sinergizan el
desarrollo de trombos. Por lo tanto, inhibidores de la secrecién inducida por colageno, tales como los anticuerpos de la
presente invencion especificos contra GPVI, son fuertes inhibidores del desarrollo de trombos.

Tabla 5: Efecto de Fragmentos Fab anti-GPVI sobre la Liberacion de ATP Inducida por Coldgeno Procedente de
Plaquetas Humanas*

anticuerpo concentracion % de inhibicién

(ng/ml) (media £ DT)

OoMm1 1 976+2,1

3 96,8 + 6,3

OM2 1 63,6 41,6

3 97,7+27

OoM3 1 72,8 £ 23,7

3 94,2+0,4

Oom4 1 50,0 £ 29,5

3 91,3+5,2

ReoPro® 1 18,0 +13,5
3 56,9 + 31,7

* Los resultados se obtuvieron a partir de 4 donantes de plaguetas diferentes.

[0122] Los fragmentos Fab de OM1, OM2, OM3 y OM4 también inhibieron fuertemente la generacion de tromboxano
A inducida por colageno (Tabla 6). Entre los cuatro fragmentos Fab sometidos a ensayo, OM1 mostré inhibicién de mas
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del 90% a 1 ug/ml. OM2 y OM3 también consiguieron inhibicién de méas del 90% a 3 pg/ml. OM4 inhibié la formacion de
tromboxano A, aproximadamente un 86% a 3 pg/ml. Por el contrario, ReoPro® mostré escaso o ningun efecto inhibidor
sobre la formacion de tromboxano a 1 y 3 ug/ml. También se observé que el bloqueo de GPVI inhibe la generacion de
TXA; y la expresion de un complejo IlIb-llla activado sobre plaquetas adheridas a colageno (Nakamura et al., J. Biol.
Chem. 273: 4338, 1998; Nakamura et al., J. Biol. Chem. 274: 11879, 1999). Por lo tanto, la inhibicién de la generacion
de TXA; por los fragmentos Fab anti-GPVI sugiere que los anticuerpos de la presente invencion especificos contra GPVI
inhiben los sucesos de sefializacién aguas arriba lo que conduce a la expresion del complejo llb-llla activado y
finalmente, seguido de una atenuacién en el desarrollo de trombos.

Tabla 6 - Efectos de Fragmentos Fab sobre Anticuerpos Anti-GPVI sobre la Formacion de Tromboxano A,
Inducida por Colageno en Plaguetas Humanas*

anticuerpo concentraciéon ng/3x10° plaquetas

(ng/ml) (media + DT)

control 104,3 + 37,4
OM1 1 50+34
3 29+27

OoM2 1 31,5+£36,5
3 50+3,3

OM3 1 24,1 +£10,6
3 6,9+4,8
OomM4 1 28,7+8,1
3 145+4,9

ReoPro® 1 77,8+35,1

3 106,7 £ 70,9

* Los resultados se obtuvieron usando plaquetas de 4 donantes diferentes
Ejemplo 4
Afinidades de union y reactividad de fragmentos Fab de anticuerpos anti-GPVI contra GPVI

[0123] Las afinidades de unién se determinaron de acuerdo con el método de Fujimura et al. Thromb Haemost 87:
728-34 (2002). En la determinacién de las afinidades de unién se usaron anticuerpos marcados con *°| preparados a
partir de 19G no marcadas de acuerdo con el método de perla-yodo (Pierce, IL). En resumen, una perla-yodo se
sumergié durante 5 minutos en tampén de yodinacién que contenia Na 125 sin transportador 0,5 mCi (Amersham)
seguido por la adicién de una IgG candidata (100 ng). Después de 5 minutos de incubacion a temperatura ambiente, la
mezcla de reaccién se aplicé a una columna PD10 (Amersham) para separar la IgG unida a 12 del yodo libre. Las
fracciones que contenian IgG-125I se eluyeron de la columna y un volumen pequefio (1 ul) se sometié a precipitacién con
TCA. Tanto el sedimento precipitado como el sobrenadante resultante se contaron en un contador gamma para
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cuantificar la incorporacion de 12| en la IgG. Las fracciones con recuentos maximos en el precipitado (<95%) se
agruparon y se leyeron en un espectrofotometro a 280 nm para determinar la concentracién de proteina. Se realizé un
recuento de un volumen conocido en un contador gamma para obtener la actividad especifica de la IgG marcada. La
actividad especifica entre diversos anticuerpos varié de 0,33-0,97 uCi/ug de 1gG.

[0124] Las afinidades de unién se determinaron incubando plaquetas humanas lavadas (5x108/ml) con IgG- 1251 1 nM
en presencia y ausencia de diversas concentraciones de IgG homoéloga no marcada (0-500 nM) durante 1 hora. Las
radioactividades libres y unidas se separaron estratificando la mezcla sobre BSA (10% de solucién en solucion salina) y
se centrifugd a 15.000 x g durante 10 minutos. Después de eliminar con cuidado el sobrenadante y el amortiguador de
BSA, la punta del tubo se cort6 y la radioactividad del sedimento se cont6 en un contador gamma. Para evaluar la union
individual de la 1gG individual se desarrollaron de ocho a diez isotermas de uniéon de competencia de punto triplicado.
Los datos se analizaron usando el programa informético de analisis de regresion no lineal, Prism (GraphPad Software
Inc. CA).

[0125] Los experimentos de afinidad de union revelaron que los cuatro anticuerpos se unian con avidez a plaquetas
con afinidades que variaban de 0,7-1,7 nM (Tabla 7). Los anticuerpos de la presente invencion se compararon con las
afinidades de unién de los anticuerpos descritos en la técnica: ReoPro® (Kd:6,25J_r2,6x10’9 M) (de Sassoli et al Thromb
Haemost 85: 868-902, 2001), scFv-10B12 (Kd:7,9x10'7 M) (de Smethurst et al, Blood 103: 903-91, 2004) y 9012.2-IgG
(Kd=18x10’9 M) (del documento WO 02/080968). ReoPro®y scFv -10B12 son fragmentos monovalentes mientras que la
serie OM usada en este ejemplo y 9012.2 son IgG. Los cuatro anticuerpos OM se unieron con mayor afinidad a las
plaguetas humanas que las indicados para ReoPro®, scFv -10B12 y 9012.2-lgG (Tabla 7). Los fragmentos
monovalentes generalmente tienen afinidades algo mas reducidas en comparacion con su correspondiente 1gG intacta;
sin embargo, no se esperaba que esta reduccion fuese significativa.

Tabla 7. Afinidades de Unién de Anticuerpos Anti-GPVI

ID Anticuerpo Kd ug lgG/ml
oM1 1,724+0,22x10° M 0,258+0,033
OoM2 0,723+0,093x10° M 0,108+0,0103
OoM3 0,8187+ 0,14x10° M 0,1220+022
OM4 0,785+0,25x10° M 0,117+0,037

ReoPro®* 6,25+2,6x10° M 0,31+0,13

scFv - 10B12** 7,9x10" M 23,7

9012.2- IgG*** 18x10°M 2,7

El estudio de unién de la serie OM procede de un solo experimento usando plaquetas de individuos diferentes. Cada
punto de datos se proceso por triplicado.

*Datos procedentes de Sassoli et al. Thromb Haemost 85: 868-902 (2001).

** Datos procedentes de Smethurst et al., Blood 103: 903-911 (2004). 10B12 es un anticuerpo scFv especifico humano
contra GPVI obtenido a partir de un método de presentacién de fagos.

*** Datos del documento WO 02/080968. 9012.2 es un anticuerpo anti-GPVI monoclonal.

[0126] Para determinar la reactividad de los anticuerpos de la serie OM contra GPVI de diversas especies se realizo
transferencia de Western. Plaquetas (1x108/ml) de diversas especies se disolvieron en SDS al 2% que contenia EDTA,
EGTA, PMSF y NEM (cada uno 1mM). Las proteinas se separaron sobre minigeles en gradiente de Tris-glicina pre-
colados al 4-20% (Invitrogen, Carlsbad, CA) y las proteinas resueltas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(Invitrogen, Carlsbad CA). Se seccionaron carriles individuales y bloquearon con leche descremada al 5% en TBS-T
(Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,5%) durante 60 minutos. Se incubaron tiras de nitrocelulosa con
anticuerpos OM (2 pg/ml) o convulxina biotinilada durante una noche a 4 °C. Las membranas se lavaron bien con TBS-T
y se exploraron con IgG de cabra anti-ratén (OM1, OM2 y OM4) conjugada con HRP, IgG de cabra anti-hamster (OM3)
conjugada con HRP o con estreptavidina-HRP (convulxina biotinilada) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
membranas se lavaron tres veces con un gran exceso de TBS-T. Las bandas inmunoreactivas se visualizaron usando
un sistema de deteccion quimioluminiscente potenciado (ECL- Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK).

[0127] Los cuatro anticuerpos OM reaccionaron con la GPVI desnaturalizada de plaquetas humanas en
inmunotransferencias (Figura 5). Se observo reactividad similar con plaquetas de mono (transferencias no mostradas).
Ningun anticuerpo reaccion6 con las plaguetas de ratén, cerdo, perro, conejo o cobayas. Solo OM4 reacciond
positivamente con lisado plaquetario de rata. Estos datos sugieren que toda la serie de anticuerpos OM reconoce a la
GPVI en plaguetas de seres humanos y monos mientras que OM adicionalmente reconoce la GPVI en plaguetas de
ratas.
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Ejemplo 5
Regiones Determinantes de la Complementariedad (CDR)

[0128] Se determinaron las secuencias de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de OM1, OM2,
OM3y OM4.

[0129] Usando TRIzol (Invitrogen), se aislé ARN total de hibridomas de OM1, OM2, OM3 y OM4. El ADNc se sintetizo
con el Sistema de Primera Cadena SuperScript (Invitrogen) usando cebadores al azar. Las secuencias de ADN que
corresponden a las regiones variables de anticuerpos se amplificaron después por reaccién en cadena de polimerasa
usando ADN Polimerasa Pfx Platinum (Invitrogen) con una mezcla de Cebadores Pesados o Cebadores Ligeros
(Amersham). EI ADN amplificado se ligé en el vector pCR4-TOPO (Invitrogen) y la construccion resultante se transformo
en células quimicamente competentes usando el kit de Clonacion TOPO TA (Invitrogen). Las células transformadas se
cultivaron en presencia de kanamicina y el plasmido amplificado se aisl6 usando el Kit Il Miniprep Plasmid E.Z.N.A.
(Omega Bio-tek). Las secuenciacion del ADN insertado se realiz6 sobre el Analizador Genético ABI PRISM 310 usando
el Kit de Secuenciacion de Ciclo ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Las secuencias de ADN se
analizaron y se convirtieron en secuencias de aminoacidos usando el programa informéatico OMIGA 2.0 (Oxford
Molecular).

[0130] Enla Tabla 8 se muestran las CDR de OM1, OM2, OM3 y OM4.

Tabla 8: Secuencias CDR de Anticuerpos Anti-GPVI

OM1

H1: SYWMN (SEC ID Ne: 1)

H2: MIHPSDSETTLNQKFKD (SEC ID Ne: 2)

H3: DDYYDSSSHALDY (SEC ID N°: 3)

L1: RASQSVSTSTYSYIY (SEC ID N°: 4)

L2: FASYLES (SEC ID Ne: 5)

L3: QHIWEIPWTF (SEC ID N°: 6)

OoM2
H1: DHYIS (SEC ID N°: 7)
H2: WIYPGYGNIRYNEKFKG (SEC ID N°: 8)
H3: SADGYFRYFDV (SEC ID N°: 9)
L1 : RASGNIHNYLA (SEC ID N°: 10)
L2: NSEILAD (SEC ID Ne°: 11)
L3: QHFWTAPFTF (SEC ID N°: 12)

OM3
H1 : DFYMN (SEC ID Ne: 13)
H2: SISGGSSDIKYADVVKG (SEC ID N°: 14)
H3: WGDHWDLDY (SEC ID N°; 15)
L1: QASQNIGNELN (SEC ID N°: 16)
12: GASSLYP (SEC ID N°: 17)
L3: KQDLNYPITF (SEC ID N°: 18)

oM4
H1: SFGMH (SEC ID N°: 19)
H2: FISSGSSTIYYADIVKG (SEC ID N°: 20)
H3: SGYANAMDY (SEC ID Ne; 21)
L1 : KASQDVSPAVT (SEC ID N°: 22)
L2: WASTRHT (SEC ID N°: 23)
L3: QQHYSFPWTF (SEC ID N°: 24)

Ejemplo 6
GPVIy trombosis

[0131] La funcion de la GPVI en la trombosis se habia observado en un estudio anterior usando ratones con poca
GPVI o carentes de GPVI/KO - FcRy (Nieswandt et al., The EMBO Journal 20: 2120-2130 (2001)). Los ratones con poca
GPVI o carentes de GPVI/KO - FcRy carecen de la cadena FcRy. En ese ejemplo, la implicacion de GPVI en la
trombosis se confirmé usando ratones GPVI-KO que no carecen de la cadena FcRy.
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[0132] Se desarrollaron ratones genosuprimidos para GPVI, como se ha descrito anteriormente. Las plaquetas de
estos ratones no responden a altas dosis de coldgeno (20 ug/ml) ni al antagonista especifico de GPVI, la convulxina (3
pg/ml), pero responden normalmente al ADP (5 uM) (Figura 6). Los ratones heterocigotos carentes de GPVI que
producian la mitad de la cantidad de GPVI en comparacion con los de tipo silvestre mostraron respuestas reducidas al
colageno y a convulxina aunque se observaron respuestas normales después de aumentar la dosis agonista (Figura 6).
Estas observaciones confirman la funcién papel de GPVI como un receptor de colageno dominante sobre la superficie
de las plaquetas.

[0133] La funcion de GPVI en la trombosis y en la homeostasis se sometio en primer lugar a ensayo por co-inyeccion
de colageno-epinefrina, que normalmente induce un tromboembolismo pulmonar letal (véase la Tabla 9). Los ratones se
anestesiaron con ketamina/xilacina (150/15 mg/kg, IP) y se inyecté una mezcla de colageno y epinefrina (800/60 ng/kg)
en la vena yugular derecha. Después los animales se observaron durante 15 minutos y se clasificaron de la siguiente
manera: (a) animales que sucumbieron a la muerte a los 10 minutos de la inyeccion y (b) animales que sobrevivieron
mostrando distrés respiratorio transitorio, que mejoraron a los 10 minutos. Las heridas quirdrgicas de los animales
supervivientes se suturaron y los animales volvieron a la instalacién animal. Aproximadamente el 83% (15 de 18) de los
ratones de tipo silvestre GPVI murieron a los 15 minutos de la inyeccion. Todos los ratones carentes de GPVI
heterocigotos (18 de 18) murieron a los cinco minutos de la inyeccion. A diferencia de los animales de tipo silvestre y
heterocigotos, aproximadamente el 55% de los ratones GPVI-KO (homocigotos) sobrevivieron a la inyeccion letal de
colageno y epinefrina, lo que sugiere que GPVI desempefia una importante funcién en el tromboembolismo pulmonar
inducido por la inyeccién de colageno.

Tabla 9. La funcién de GPVI en el Tromboembolismo Pulmonar

Genotipo ndmero de animales supervivientes % de supervivencia
Tipo silvestre (+/+) 3/18 ~16
Heterocigoto (+/-) 0/18 0
Homocigoto (-/-) 10/18 ~55

[0134] Como se muestra en la Tabla 10, los ratones genosuprimidos para GPVI tuvieron esencialmente los mismos
tiempos de sangrado en la cola que los ratones de tipo silvestre y heterocigotos. Los tiempos de sangrado de los
ratones genosuprimidos para GPVI se compararon con los de los ratones genosuprimidos carentes de integrina B3, que
también se encontré en plaquetas y que esta implicado en la agregacion plaquetaria y trombosis (Kairbaan et al., J. Clin.
Invest. 103: 229-238, 1999). A diferencia de los ratones carentes de GPVI, los ratones genosuprimidos para 3
homocigotos sangraron de manera continua. Por lo tanto, la administracion de fragmentos Fab anti-GPVI in vivo puede
ser inocua y no debe influenciar significativamente en el tiempo de sangrado porque el tiempo de sangrado en los
ratones genosuprimidos para GPVI es similar al de los ratones de tipo silvestre.

Tabla 10. Tiempo de Sangrado en la Cola en Ratones de Tipo Silvestre, Heterocigotos y Homocigotos:
Comparacion con Ratones Genosuprimidos para 3

Genotipo Tiempo de sangrado en la cola (segundos)

Genosuprimido para GPVI

Genosuprimido para p3*

Tipo silvestre (+/+)

191+186 (n=9)

15689(n=15)

Heterocigoto (+/-)

1904193 (n=14)

156499 (n=15)

Homocigoto (-/-)

165+110 (n=13)

>600 (n=15)**

*J Clin Invest 103: 229, 1999
** Significativamente diferente de ratones de tipo silvestre y heterocigotos. En la mayoria de los casos, el sangrado tuvo
gue detenerse manualmente para impedir la muerte.

[0135] Para confirmar ademas el papel de GPVI en la trombosis, sangre completa de ratones de tipo silvestre,
heterocigotos y GPVI-KO se perfundié sobre cubreobjetos revestidos con colageno de tipo | a una fuerza de cizalla de
2600 s™. Las plaguetas procedentes de ratones GPVI-KO no se adhirieron a fibras de colageno mientras que las
plaquetas de ratones de tipo silvestre y GPVI-heterocigotos se adhirieron a las fibras de coladgeno y formaron grandes
trombos. No hubo diferencias en la cobertura superficial ni en la morfologia de trombos entre los ratones de tipo silvestre
y GPVI heterocigotos (Figura 7).

Ejemplo 7

Efecto del fragmento Fab OM2 en la agregacién plaquetaria inducida por colageno ex vivo y tiempo de sangrado
cutaneo en monos cynomolgus

[0136] Estudio de aumento escalonado de la dosis. Adicionalmente, el fragmento Fab de OM2 se evalu6 porque en un
ensayo de agregacion plaquetaria inducida por colageno in vitro, usando plaquetas de monos Cynomolgus, mostré el

22




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2389047 T3

efecto inhibidor mas fuerte entre los anticuerpos OM. El fragmento Fab de OM2 se administré por inyeccion intravenosa
a monos Cynomolgus en aumentos escalonados de la dosis y se evalud su efecto sobre la agregacion plaquetaria
inducida por colageno ex vivo y el tiempo de sangrado cutaneo. ReoPro® se sometié a ensayo de una manera similar.

[0137] Después de anestesia por inhalacion, el fragmento Fab de OM2 o ReoPro® se inyectaron por via intravenosa
en la vena cefalica del antebrazo a intervalos de 1 hora. Treinta minutos después de cada inyeccién, para medir la
agregacion plaquetaria inducida por colageno, se extrajo la sangre. Se prepar6 plasma rico en plaquetas (PRP) y
plasma pobre en plaquetas (PPP) por centrifugacion secuencial de sangre que se anti-coaguld con citrato trisédico. La
agregacion plaguetaria se midi6 mediante el método turbidimétrico 1 hora después de la extraccion de la sangre. Las
concentraciones de colageno usadas para inducir la agregacion plaquetaria eran entre 5 y 20 ug/ml, dependiendo del
grado de reaccion de las plaquetas de cada mono. El tiempo de sangrado cutaneo se midié 30 minutos después de
cada inyeccion del anticuerpo comprimiendo el musculo del antebrazo con un manguito a 40 mm Hg y realizando una
incision en la piel con un dispositivo de tiempo de Sangrado Triplett (Helena Laboratory). La sangre que fluia de la
herida se absorbi6 con papel de filtro y el tiempo de sangrado se midié hasta detener el sangrado o hasta 1800 s. La
dosis acumulativa de anticuerpo se usé para evaluar los efectos de los anticuerpos.

[0138] EI fragmento Fab de OM2 ejerci6é un efecto inhibidor dependiente de la dosis sobre la agregacion plaquetaria
inducida por colageno (Figura 8). A la dosis acumulativa de 0,2 mg/kg o superior, el fragmento Fab de OM2 inhibié la
agregacion plaguetaria mas del 80%.

[0139] ReoPro® también ejercié un efecto inhibidor dependiente de la dosis sobre la agregacién plaquetaria inducida
por colageno (Figura 8) pero inhibié la agregacion plaquetaria mas del 80% a una dosis acumulativa de 0,35 mg/kg o
superior.

[0140] El fragmento Fab de OM2 prolongd el tiempo de sangrado cutdneo solo ligeramente (2,4 veces el valor de la
linea basal) a una dosis acumulativa de 0,8 mg/kg (Figura 9). Aunque el fragmento Fab de OM2 prolongé ligeramente el
tiempo de sangrado a una dosis acumulativa de 18,8 mg/kg, el tiempo de sangrado no superé el tiempo de sangrado
observado a 0,8 mg/kg.

[0141] En cambio, ReoPro® prolongé el tiempo de sangrado cutaneo drasticamente (Figura 9). A una dosis
acumulativa de 0,35 mg/kg, el tiempo promedio de sangrado fue 5 veces superior al del valor de la linea basal.
Adicionalmente, la prolongacion del tiempo de sangrado por ReoPro® fue dependiente de la dosis. A una dosis
acumulativa de 1,55 mg/kg, el tiempo de sangrado fue 9,5 veces superior que el de la linea basal.

[0142] En resumen, el fragmento Fab de OM2 mostré un efecto inhibidor igualmente fuerte sobre la agregacion
plaquetaria inducida por colageno ex vivo que el mostrado por ReoPro®. Sin embargo, el efecto del fragmento Fab de
OM2 sobre el tiempo de sangrado cutaneo fue mucho mas moderado que el de ReoPro®. Estos resultados sugieren que
el bloqueo de GPVI tiene una proporcidn riesgo/beneficio superior cuando se compara con la del bloqueo GPIIb/llla y
por lo tanto puede adaptarse mejor para el tratamiento clinico. Ademas, en un mono, se observé una mancha roja en el
sitio de inyeccién después de la administracion de ReoPro® a 0,4 y 0,8 mg/kg. Aunque esta mancha desaparecio
algunos dias después, no se observaron anomalias después de la administracién de Fab de OM2.

[0143] Estudio farmacodinamico. ElI cambio en los efectos del fragmento Fab de OM2 a lo largo del tiempo sobre la
agregacion plaquetaria inducida por colageno ex vivo y el tiempo de sangrado cutaneo se evalud en tres monos
Cynomolgus después de inyeccién intravenosa en embolada. El cambio en los efectos por ReoPro® se evalué de
manera similar.

[0144] Se seleccion6 la dosis de 0,4 mg/kg para este estudio porque el fragmento Fab de OM2 y ReoPro®inhibfan la
agregacion plaquetaria inducida por colageno ex vivo a 0,2 mg/kg y 0,35 mg/kg, respectivamente. Después de la
inyeccion intravenosa en embolada del anticuerpo en la vena cefélica del antebrazo, la sangre se extrajoa 1, 2, 3,6y
24 horas. La agregacion plaquetaria se midié una 1 hora después de cada extraccion de sangre como se ha descrito
anteriormente en el estudio de aumento escalonado de la dosis. En este estudio, las concentraciones de colageno
usadas para inducir la agregacion plaquetaria fueron de 5 o 10 ug/ml, dependiendo del grado de respuesta de las
plaquetas de cada mono. El tiempo de sangrado también se midié 1, 2, 3, 6 y 24 horas después de la administracion de
anticuerpo, como se describe en el estudio de aumento escalonado de la dosis.

[0145] El fragmento Fab de OM2 inyectado a 0,4 mg/kg inhibié la agregacion plaquetaria inducia por colageno ex vivo
mas del 80% 1, 2, 3y 6 horas después de la administracion (Figura 10). Veinticuatro horas después de la inyeccion, la
agregacion plaquetaria recuperd casi el nivel basal.

[0146] De manera similar, ReoPro® inyectado a 0,4 mg/kg inhibi6 la agregacion plaquetaria inducida por colageno ex
vivo més del 80 % 1y 2 horas después de la administracion (Figura 10). Sin embargo, a diferencia del fragmento Fab de
OM2, la agregacion plaquetaria se recuperé de una manera dependiente del tiempo: 73% de inhibicién 3 horas, 47% de
inhibicion 6 horas y 6% de inhibicion 24 horas después de la administracion.
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[0147] Como se muestra en la Figura 11, el fragmento Fab de OM2 prolongé ligeramente el tiempo de sangrado
cutaneo entre 1 y 6 horas después de la administraciéon (de 1,7 a 2,0 veces mas que la linea basal). El tiempo de
sangrado regreso casi a un nivel de linea basal 24 horas después de la inyeccion, coincidiendo con la recuperacion de
la agregacion plaquetaria.

[0148] En cambio, ReoPro® prolongé significativamente el tiempo de sangrado 1 hora después de la administracion
(10,7 veces mas que el nivel de linea basal) (Figura 11). La prolongaciéon del tiempo de sangrado se hizo menos
prominente de una manera dependiente del tiempo.

[0149] Estos resultados mostraron que la semivida inhibidora del fragmento Fab de OM2 sobre la agregacion
plaguetaria es mayor que la de ReoPro®. Adem&s, estos resultados sugieren de nuevo que la proporcién
riesgo/beneficio del fragmento Fab de OM2 es superior que la de ReoPro®.

Ejemplo 8

Efecto del fragmento Fab de OM4 sobre la agregacion plaquetaria inducida por colageno ex vivo, tiempos de
sangrado y recuento de plaquetas en ratas

[0150] Adicionalmente el fragmento Fab OM4 se sometio a ensayo para determinar la agregacion plaquetaria inducida
por colageno ex vivo, tiempo de sangrado en la cola y garras en ratas. Para comparar, el fragmento F(ab’), de 7E3
derivado de un anticuerpo murino establecido suscitado contra el complejo de glicoproteina plaquetaria humana
GPllIb/llla (Collar et al. J. Clin Invest. 72: 325-338, 1983) se ensay0 de una manera similar. La IgG de 7E3 se obtuvo de
grandes cultivos usando un hibridoma 7E3 obtenido de la ATTC. Los fragmentos F(ab’), se prepararon como se
describe en Collar et al. J. Clin Invest. 72: 325-338, 1983. En estudios preliminares usando ratas, se determiné que la
dosis optima de Fab de OM4 y de F(ab’); de 7E3 era de 20 y 10 mg/kg, respectivamente. La agregacion plaquetaria
inducida por colageno ex vivo permanecid inhibida por Fab de OM4 durante 30 minutos después de los cuales la
inhibicion se invirtié a los 60-90 minutos, lo que sugiere una rapida eliminacién de Fab de OM4 en ratas. Todas las
observaciones se realizaron 20 minutos después de la administracion de vehiculo, compuesto de ensayo y anticuerpo
de referencia.

[0151] Ratas adulto macho Sprague-Dawley se anestesiaron con ketamina/xilacina. Catéteres rellenos con heparina
se insertaron en la vena femoral, arteria femoral y arteria carétida para la administracion del farmaco, registro de presion
arterial/frecuencia cardiaca y muestreo de sangre, respectivamente. Después del periodo de equilibrio, se extrajo una
pequefia muestra de sangre (~1,2 ml, anticoagulada con 10 U/ml de heparina) de la arteria carétida para la
determinacion de recuento plaquetario. El grado de agregacién plaquetaria provocado por 1 pg/ml de coldgeno se midio
usando un agregémetro de sangre completa (Chrono-log, Havertown, PA). El tiempo de sangrado de la garra también
se determind en este momento cortando una de las garra de la pata trasera en un punto que cortaba transversalmente
la pulpa de la garra y absorbiendo la sangre cada 15 segundos sobre un trozo de papel de filtro, sin tocar el corte
superficial de la garra. El tiempo de sangrado de la garra se defini6 como el tiempo que transcurria entre el corte de la
garra y el punto en el cual el papel de filtro ya no absorbia sangre.

[0152] La composicion de vehiculo, Fab de OM4 o F(ab’), de 7E3 se administré en la vena femoral. A los 20 minutos,
se extrajo una segunda muestra de sangre para la determinacion de la agregometria y recuento plaquetario, como se ha
descrito anteriormente. Inmediatamente después de la extraccion de la muestra final, se determinaron los tiempos de
sangrado de garra y cola. El tiempo de sangrado de la cola se determin6 eliminado 3 mm finales de la cola usando una
cuchilla de escalpelo afilada y sumergiendo los 2 - 3 cm distales de la cola en solucién salina a 37 °C. El tiempo de
sangrado en la cola se definié6 como el tiempo que transcurre entre el corte de la cola y el punto en el cual ya no se
extrae mas sangre del corte superficial de la cola. Se usaron seis ratas para cada grupo (vehiculo, fragmento Fab de
OM4 y F(ab’), de 7E3).

[0153] Los fragmentos Fab OM4 y F(ab’), de 7E3 produjeron un grado de inhibicion de agregacion plaquetaria
estadisticamente significativo 20 minutos después de la administracion de los fragmentos de anticuerpo, en relaciéon con
el vehiculo (P<0,05) (Figura 12). La inhibicién fue muy reproducible, aunque la variabilidad fue ligeramente superior en
el grupo Fab de OM4. La presion arterial y la temperatura nucleo corporal permanecieron sin cambios mediante la
administracion intravenosa de los compuestos vehiculo, Fab de OM4, y fragmento F(ab’), de 7E3.

[0154] EI tiempo de sangrado en la garra se prolong6 drasticamente por la administracion del fragmento F(ab’), de
7E3 mientras que la administracion de Fab de OM4 no tuvo efecto en cuatro de seis animales sometidos a ensayo (Fig.
13A). En dos animales, el tiempo de sangrado en la garra se prolongé de 26 a 31 minutos por la administracion de Fab
de OM4. En cambio, el fragmento F(ab’), de 7E3 prolongé el tiempo de sangrado en la garra mas alla de 30 minutos y
en todos los casos excepto uno en el que el sangrado de la garra se detuvo a los 18 minutos (Fig.13A). El tiempo de
sangrado medio en la garra en los animales que recibieron el fragmento F(ab’), de 7E3 fue significativamente superior al
de los grupos Fab de OM4 y vehiculo, como indica el ensayo de la t de Student. Fab de OM4 no indujo ninguna
prolongacion significativa del tiempo de sangrado de la garra cuando se comparé con el vehiculo.
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[0155] Similar al tiempo de sangrado en la garra, el tiempo de sangrado en la cola se prolongé drasticamente en todos
los animales mediante la administracién del fragmento F(ab’), de 7E3 mientras que la administracién de Fab de OM4 no
tuvo ningun efecto en cuatro de los seis animales sometidos a ensayo (Figura 13B). En dos animales, el tiempo de
sangrado en la cola se prolong6 a 26 y > 30 minutos. En cambio, el fragmento F(ab’), de 7E3 prolongé el tiempo de
sangrado en la garra mas alla de 30 minutos en todos los casos (Figura 13B). No hubo ningun efecto significativo de la
administracion intravenosa de vehiculo, fragmento Fab de OM4 y F(ab’), de 7E3 sobre el recuento plaquetario (Figura
14).

[0156] Los datos obtenidos de este estudio demuestran claramente que el fragmento Fab de OM4 (20 mg/kg) vy el
fragmento F(ab’), de 7E3 (10 mg/kg) suscitan grados de inhibicion similares de la agregacion plaquetaria inducida por
colageno pero F(ab’), de 7E3 prolong6 significativamente el tiempo de sangrado. La capacidad de los fragmentos Fab
de OM4 para inhibir la funcién plaquetaria sin influir significativamente en el tiempo de sangrado sugiere que podria
tener beneficio terapéutico. Los Fab de OM4 pueden proporcionar beneficios positivos similares a los de los inhibidores
de plaquetas actualmente disponibles sin sus efectos secundarios de sangrado negativos.

Ejemplo 9
Efecto del fragmento Fab de OM4 en un modelo de trombosis arterial de rata

[0157] El efecto del fragmento Fab de OM4 también se estudié en un modelo de trombosis arterial in vivo en ratas.
Aunque en la bibliografia se han descrito diversos modelos de trombosis in vivo, para ensayar la eficacia de agentes
antitromboticos se ha usado ampliamente un modelo desarrollado por Folts (véase, por ejemplo, Circulation 83 (Suplem.
6): IV 3-14,1991). Este modelo original se desarroll6é en una arteria coronaria canina pero para este estudio, el modelo
se modific6 para someter a ensayo una arteria cardtida de rata. En resumen, la arteria carétida se lesiond
mecanicamente, seguido de estenosis. La combinacién de lesion vascular y estrechamiento del vaso sanguineo (dos
afecciones que imitan la patogénesis de la trombosis, es decir, arteriosclerosis y estenosis) da como resultado la
formacion de un trombo. Después, el trombo puede desprenderse mecanicamente y volverse a formar por eliminacién y
sustitucion del oclusor vascular, respectivamente. Esto conduce a una reduccién de flujo ciclico (RFC) como se describe
con mas detalle a continuacion. Los agentes antitrombdticos pueden reducir el nimero de RFC o impedir
completamente la formacion de RFC.

[0158] Las ratas se anestesiaron con pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) y se oxigenaron mecanicamente con una
intubacion de la traquea. Se diseccion6 un segmento de la vena femoral y se us6 para inyeccion del farmaco. La arteria
cardtida se expuso mediante una incision media en el area cervical ventral y se diseccion6 sin tejido conectivo. Se
colocé una pequefia sonda de flujo (Transonic, 1RB, Transonic Systems Inc., Ithaca, NY) distalmente sobre la arteria
para medir el flujo de sangre. La trombosis se indujo aplicando dos condiciones. En primer lugar, se indujo una lesion
mediante tres pinzamientos cruzados consecutivos de la mitad del segmento expuesto de la arteria durante 10
segundos cada uno, con un soporte de aguja que tenia un trinquete de cierre en clic. En segundo lugar, se aplicé una
reduccion del 50% del flujo sanguineo de la linea basal inflando un oclusor vascular (1,5 mm de diametro interno, In
Vivo Metric, Healdsburg, CA), que consistia en un globo en forma de C que se colocd en el lugar de la lesion. El flujo
sanguineo se redujo gradualmente a cero aproximadamente a los 2-5 minutos debido a la formacién de un trombo. El
trombo se desprendio fisicamente desinflando el globo y el flujo sanguineo se restauré inmediatamente. Se conté una
RFC cuando el flujo sanguineo se redujo a cero después de reduccion del flujo sanguineo al 50% y cuando el flujo
sanguineo se restaurd. Después de re-aplicar la reduccion de flujo al 50%, el flujo sanguineo de nuevo disminuyé
gradualmente, dando como resultado el siguiente CFR como un nuevo trombo formado. Durante un periodo de
observacion de 30 minutos se cont6 el nimero de RFC. El nimero también se redonded a la mitad de un ciclo.

[0159] En los grupos pre-lesionados, se proporciond bien solucion salina o fragmento Fab de OM4 a 20 mg/kg
mediante una inyeccion intravenosa en embolada 2 minutos antes de aplicar la lesién mecanica. Después se registraron
las CFR durante 30 minutos.

[0160] En los grupos post-lesionados, las RFC se iniciaron por lesion endotelial y una reduccion de flujo del 50%. Las
RFC se observaron durante 15 minutos seguido de una inyeccion intravenosa en embolada de vehiculo o fragmento
Fab de OM4 a 20 mg/kg. Después, las RFC se registraron durante 30 minutos.

[0161] Se us6d un ensayo de t de Student para muestras no relacionadas para comparar el nimero de RFC en
solucién salina y en los grupos pre o post-tratados con OM4. Se considerd significativo un valor de P<0,05.

[0162] Grupos pre-lesionados. El fragmento Fab de OM4 inyectado a 20 mg/kg antes de lesiébn mecanica redujo el
nimero de RFC de 10,5 + 4,1 (media + DT) a 4,1 + 5,2 (Figura 15A). Esta reduccion fue estadisticamente significativa
(p<0,02, ensayo de t).

[0163] Grupos post-lesionados. El fragmento Fab de OM4 inyectado a 20 mg/kg después del establecimiento de CFR
también redujo el numero de RFC de 12,2 + 3,8 a 3,5 + 3,6 (Figura 15B). Esta reduccién también fue estadisticamente

25




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2389047 T3

significativa (p<0,003, ensayo de t). Este resultado demuestra que el fragmento Fab de OM4 puede inhibir la formacién
de trombo incluso después de iniciar la interaccidon entre las plaquetas y el colageno subendotelial. Ademas, estos
resultados sugieren que los anticuerpos anti-GPVI pueden posiblemente inhibir la formacion de trombosis arterial in vivo
inducida por perturbacion de flujo sanguineo/lesién endotelial que, en situaciones clinicas, son desencadenantes de
enfermedades trombdticas propuestas.

Ejemplo 10
Relacion entre la tasa de ocupacion de GPVIy lainhibicion de la agregacion plaquetaria inducida por colageno

[0164] Se examind la relacion entre la tasa de ocupacion de GPVI sobre la superficie de las plaquetas y el efecto
inhibidor sobre la agregacion plaquetaria inducida por colageno por el fragmento Fab de OM2 biotinilado en plaquetas
humanas in vivo.

[0165] EI fragmento Fab de OM2 se biotinil6 con Sulfo-NHS-LC-Biotina (Pierce). La solucién de biotina (150 nl, 10
mg/ml en agua destilada) se afiadi6 a la solucion del fragmento Fab de OM2 en PBS (5 mg, 2 mg/ml). El tubo de la
reaccion se incub6 en hielo durante 2 horas. Para eliminar la biotina libre, la mezcla de reaccién se dializé con soluciéon
salina en una sala fria durante una noche.

[0166] Se extrajo sangre de 3 donantes sanos en un volumen 1/10 de anticoagulante citrato trisédico al 3,8% y se
obtuvo un plasma rico en plaquetas (PRP) por centrifugacién a 180 x g durante 15 min a temperatura ambiente. Las
plaguetas se contaron y se ajustaron a 3x10° plaquetas/ml con plasma pobre en plaquetas. La medicion de la
agregacion se realizé a las 4 horas de la extraccion de la sangre. Los estudios de agregacion se realizaron en un
agregometro AG10 (Kowa, Japon). El PRP se incub6 con el fragmento Fab de OM2 biotinilado(0, 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 1,3,
10 y 20 pg/ml) durante 10 minutos a 37 °C antes de afiadir el colageno y la agregacion se controld durante 5-10 minutos
mas. La dosis de colageno requerida para inducir un 70-90% de agregacion se determiné para cada donante antes de la
evaluacioén del anticuerpo.

[0167] EIPRP (3x108 plaquetas/ml, 400 pl cada uno) se incub6 con el fragmento Fab de OM2 biotinilado (0, 0,1, 0,3,
0,5,0,7, 1, 3, 10 y 20 pg/ml) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después, las plaquetas lavadas se prepararon
de la siguiente manera. El PRP se complementé con PGE; 1 pg/ml, EDTA y EGTA 1 mM y se centrifugé a 2000 x g
durante 10 minutos. Después desechar el plasma, el sedimento plaquetario se suspendid en tampén de lavado
plaquetario (PWB: solucion salina tamponada con fosfato complementada con EDTA y EGTA 1 mM, NaN;z al 0,1%,
PGE; 100 ng/ml y BSA al 0,35%, pH 7,4). Después, las plaquetas se centrifugaron y se lavaron de nuevo. Las plaquetas
lavadas se suspendieron en un pequefio volumen de PWB vy las plaquetas se contaron. Finalmente, las plaquetas
lavadas (1x108 plaquetas/ml) se disolvieron mezclando con un volumen igual de Triton X-100 al 1% que contenia
solucidn salina tamponada con fosfato.

[0168] EI fragmento Fab de OM2 biotinilado se cuantificoé por el método ELISA usando, como reactivo de captura,
estreptavidina (Pierce, 21125) y como reactivo detector, anticuerpo de cabra anti-lgG de ratéon conjugado con HPR
(American, Qualex, A106PU).

[0169] En los tres donantes, el fragmento Fab de OM2 biotinilado inhibié la agregacién plaquetaria inducida por
colageno més del 75% a una concentracion de 3 pg/ml.

[0170] En el ensayo de tasa de ocupacion, se supuso que la tasa de ocupacioén era al 100% a 20 pg/ml del fragmento
Fab de OM2 biotinilado (cantidad unidad: 26,4 + 5,5 ng/5x107 plaquetas). Como se muestra en la Figura 16, la cantidad
de fragmento Fab de OM2 unida se satur6 a 3 pg/ml (24,3 + 3,5 ng/5x107 plaquetas). La tasa de ocupacion del
fragmento Fab de OM2 biotinilado a 3 ug/ml fue del 92%. Este resultado sugiere que se necesita una tasa de ocupacion
de mas del 90% de GPVI sobre la superficie plaquetaria para ejercer un efecto inhibidor maximo sobre la agregacién
plaquetaria inducida por colageno.

[0171] Como conclusion, los anticuerpos de la presente invencion especificos contra GPVI pueden ser agentes
antitrombético dtiles. Como se ha demostrado anteriormente, los anticuerpos especificos contra GPVI son fuertes
inhibidores de las funciones plaquetarias inducidas por colageno.

[0172] La memoria descriptiva se entenderd méas detalladamente a la luz de las ensefianzas de las referencias citadas
en la memoria descriptiva. Otras realizaciones de la presente invencion seran evidentes para los expertos en la materia
a partir de la consideracion de la memoria descriptiva y la realizacién practica de la presente descripcion descrita en
este documento
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal especifico para un polipéptido, péptido, o variante que se encuentra de manera natural, de
GPVI seleccionado de OM1, OM2, OM3 y OM4

en el que dicho OM1 comprende tres regiones determinantes de complementariedad (CDR) caracterizadas por las
SEC ID Nos: 1-3 en una primera cadena de anticuerpo y tres CDR caracterizadas por las SEC ID Nos: 4-6 en una
segunda cadena de anticuerpo;

en el que dicho OM2 comprende tres CDR caracterizadas por las SEC ID Nos: 7-9 en una primera cadena de
anticuerpo y tres CDR caracterizadas por las SEC ID Nos: 10-12 en una segunda cadena de anticuerpo;

en el que dicho OM3 comprende tres CDR caracterizadas por las SEC ID Nos: 13-15 en una primera cadena de
anticuerpo y tres CDR caracterizadas por las SEC ID Nos: 16-18 en una segunda cadena de anticuerpo;

en el que dicho OM4 comprende tres CDR caracterizadas por las SEC ID Nos: 19-21 en una primera cadena de
anticuerpo y tres CDR caracterizadas por la SEC ID Nos: 22-24 en una segunda cadena de anticuerpo.

2. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal producido
por un hibridoma seleccionado de los hibridomas que tienen los nimeros de acceso PTA-5938, PTA-5939, PTA-5940 y
PTA-5941 de la ATCC.

3. Un anticuerpo monoclonal humanizado especifico para un polipéptido, péptido, o una variante que e encuentra de
manera natural, de GPVI, seleccionado de OM1 humanizado, OM2 humanizado, OM3 humanizado y OM4 humanizado,

en el que dicho OM1 humanizado comprende tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR)
caracterizadas por las SEC ID Nos: 1-3 en una primera cadena de anticuerpo y tres CDR caracterizadas por las
SEC ID Nos: 4-6 en una segunda cadena de anticuerpo;

en el que dicho OM2 humanizado comprende tres CDR caracterizadas por las SEC ID Nos: 7-9 en una primera
cadena de anticuerpo y tres CDR caracterizadas por las SEC ID N°: 10-12 en una segunda cadena de anticuerpo;

en el que dicho OM3 humanizado comprende tres CDR caracterizadas por las SEC ID Nos: 13-15 en una primera
cadena de anticuerpo y tres CDR caracterizadas por las SEC ID Nos: 16-18 en una segunda cadena de
anticuerpo;

en el que dicho OM4 humanizado comprende tres CDR caracterizadas por las SEC ID Nos: 19-21 en una primera
cadena de anticuerpo y tres CDR caracterizadas por las SEC ID Nos: 22-24 en una segunda cadena de
anticuerpo.

4. Un hibridoma seleccionado de los hibridomas que tienen los nimeros de acceso PTA-5938, PTA-5939, PTA-5940 y
PTA-5941 de la ATCC

5. Una composicién antitrombética que comprende una cantidad farmacéuticamente eficaz de al menos un anticuerpo
monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 1y 2.

6. Un método para preparar una composicion antitromboética que comprende mezclar al menos un anticuerpo
monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 1y 2, con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

7. El anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, para su uso en el tratamiento de una
enfermedad vascular en un paciente, en el que el tratamiento inhibe la trombosis.

8. La composicion de la reivindicacion 5 para su uso en el tratamiento de una enfermedad vascular en un paciente, en el
que el tratamiento inhibe la trombosis.

9. Un kit que comprende, en un envase, al menos una dosis de una cantidad farmacéuticamente eficaz de al menos un
anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 1y 2.
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