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DESCRIPCION
Anticuerpos humanizados especificos para el factor von Willebrand
Campo

La presente descripcion se refiere en general a anticuerpos humanizados o fragmentos de fijacion de los mismos
especificos para el factor von Willebrand. Mas especificamente, la descripcion se refiere en general a anticuerpos
humanizados o fragmentos de fijacion de los mismos especificos para el factor von Willebrand, que incluyen los que
comprenden CDRs correspondientes a las CDRs presentes en el anticuerpo murino NMC-4.

Antecedentes

La regulacién de la adhesion de las plaquetas a sitios de lesion vascular implica una interaccion bien orquestada de
varias proteinas y juega un papel importante a la vez en la hemostasis y la trombosis. Una proteina de este tipo que
contribuye a la adhesion de las plaquetas es el Factor von Willebrand (VWF), una glicoproteina multimera de gran
tamafio presente en el plasma sanguineo. Se supone que VWF interacciona con el receptor de las plaquetas GPIb-a
a través de su dominio A1 promoviendo con ello el enrollamiento y la adhesion de las plaquetas (Moake et al. (1986)
J. Clin. Invest. 78: 1456-61). Subsiguientemente al enrollamiento y la adhesion de las plaquetas, puede formarse un
tapon plaquetas/fibrina que da como resultado la cesacion de la hemorragia. Sin embargo, una respuesta excesiva
de las plaquetas y/o de la coagulacién puede conducir a condiciones trombéticas patoldgicas. Variantes de
moléculas de fijacion anti-vWF se describen en WO 2006/046935 que comprenden regiones variables heterémeras
optimizadas por injerto de CDR.

Dado que las terapias actuales dirigidas hacia la inhibicion de la activacion plaquetaria (v.g., GPlIbllla, el receptor
ADP, antagonistas de ciclooxigenasa o fosfodiesterasa) o la coagulacién (v.g., inhibidores de trombina y factor Xa)
estan asociadas con complicaciones hemorragicas, existe necesidad de desarrollar agentes que sean capaces de
inhibir sustancialmente la trombosis sin deteriorar significativamente la hemostasis.

Sumario

La presente descripcion se refiere en general a anticuerpos humanizados o fragmentos de fijacion de los mismos
especificos para el factor von Willebrand (vVWF) humano, métodos para su preparacion y uso, que incluyen métodos
para tratamiento de enfermedades o trastornos mediados por VWF. Los anticuerpos humanizados o fragmentos de
fijacion de los mismos especificos para VWF humano pueden comprender regiones determinantes de la
complementariedad (CDRs) de un anticuerpo no humano (v.g., CDRs murinas) y regiones marco humanas.

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF que comprende una secuencia de region variable de cadena pesada como se expone en SEQ ID NO: 19 y una
secuencia de region variable de cadena ligera como se expone en SEQ ID NO: 28.

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF que comprende una secuencia de cadena pesada como se expone en SEQ ID NO: 237 y una secuencia de
cadena ligera como se expone en SEQ ID NO: 238.

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF que comprende (a) regiones determinantes de la complementariedad de cadenas pesada y ligera (CDRs)
correspondientes a las CDRs presentes en las regiones variables de cadena pesada y ligera del anticuerpo murino
NMC-4 (SEQ ID NO: 1y 2, respectivamente; y (b) una regidon marco de cadena pesada correspondiente a la region
marco presente en la region variable de anticuerpos humanos derivados de VH 4-59, tales como el anticuerpo
AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4) y/o una region marco de cadena ligera correspondiente a la region marco presente en
la region variable del anticuerpo humano AAK94808 (VL 018) (SEQ ID NO: 6).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF que comprende una o mas de las CDRs de cadena pesada siguientes: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO:
7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y/o HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
especifico para VWF que comprende HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS
(SEQ ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9). En algunas realizaciones, el anticuerpo
humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede comprender ademas una regién marco de cadena pesada de
la region variable del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifi-
co para VWF que comprende una o mas de las CDRs de cadena ligera siguientes: LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID
NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y/o LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12).

La presente descripcidon proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
VWF que comprende las CDRs de cadena ligera siguientes: LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2:
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YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12). En algunas realizaciones, el anticuerpo
humanizado o fragmento de fijacién del mismo puede comprender ademas una region marco de cadena ligera de la
region variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
especifico para VWF que comprende: CDRs de cadena pesada, HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7), HCDR2:
MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9); y CDRs de cadena
ligera, LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT
(SEQ ID NO: 12). En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede
comprender ademas una region marco de cadena ligera de la regién variable del anticuerpo humano AAK94808
(SEQ ID NO: 6) y/o una regién marco de cadena pesada de la regién variable del anticuerpo humano AAC18165.1
(SEQ ID NO: 4).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF que comprende una o mas de las regiones variables de cadena pesada siguientes: H2 (SEQ ID NO: 13), H4
(SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 17), H8 (SEQ ID NO: 18), H9 (SEQ ID
NO: 19), H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO: 22), H15 (SEQ ID NO: 145) o H16 (SEQ ID
NO: 146).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado especifico para vVWF que comprende una o mas de
las regiones variables de cadena ligera siguientes: L5 (SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID NO: 24), L6 (SEQ ID NO: 25),
L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ ID NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29) o L11 (SEQ ID NO: 30).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifi-
co para VWF que comprende una o mas de las regiones variables de cadena pesada siguientes: H2 (SEQ ID NO:
13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 17), H8 (SEQ ID NO: 18), H9
(SEQ ID NO: 19), H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO: 22), H15 (SEQ ID NO: 145) o H16
(SEQ ID NO: 146); y una o mas de las regiones variables de cadena ligera siguientes: L5 (SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ
ID NO: 24), L6 (SEQ ID NO: 25), L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ ID NO: 28), L10 (SEQ ID NO:
29) o L11 (SEQ ID NO: 30).

Por ejemplo, anticuerpos humanizados o fragmentos de fijacion de los mismos pueden comprender L5 (SEQ ID NO:
23) y H2 (SEQ ID NO: 13); L5 (SEQ ID NO: 23) y H4 (SEQ ID NO: 14); L5 (SEQ ID NO: 23) y H5 (SEQ ID NO: 15);
L5 (SEQID NO: 23) y H6 (SEQ ID NO: 16); L5 (SEQ ID NO: 23) y H7 (SEQ ID NO: 17); L5 (SEQ ID NO: 23) y H8
(SEQ ID NO: 18); L4 (SEQ ID NO: 24) y H2 (SEQ ID NO: 13); L6 (SEQ ID NO: 25) y H2 (SEQ ID NO: 13); L11 (SEQ
ID NO: 30) y H2 (SEQ ID NO: 13); L7 (SEQ ID NO: 26) y H2 (SEQ ID NO: 13); L9 (SEQ ID NO: 28) y H9 (SEQ ID
NO: 19); L8 (SEQ ID NO: 27) y H9 (SEQ ID NO: 19); L7 (SEQ ID NO: 26) y H9 (SEQ ID NO: 19); L6 (SEQ ID NO:
25) y H9 (SEQ ID NO: 19); L4 (SEQ ID NO: 24) y H9 (SEQ ID NO: 19); L5 (SEQ ID NO: 23) y H9 (SEQ ID NO: 19);
L10 (SEQ ID NO:29) y H9 (SEQ ID NO: 19); L9 (SEQ ID NO: 28) y H9 (SEQ ID NO:19); L9 (SEQ ID NO: 28) y H12
(SEQ ID NO: 20); L9 (SEQ ID NO: 28) y H13 (SEQ ID NO: 21); L9 (SEQ ID NO: 28) y H14 (SEQ ID NO: 22); L11
(SEQ 10 NO: 30) y H9 (SEQ ID NO: 19); o L11 (SEQ ID NO: 30) y H14 (SEQ ID NO: 22).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
especifico para vVWF que comprende una o mas de las CDRs de cadena pesada siguientes: HCDR1: GFSLTDYGVD
(SEQ ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y/o HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO:
9); y una o mas de las CDRs de cadena ligera siguientes: LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2:
YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y/o LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12). En algunas realizaciones, el anticuerpo
humanizado o fragmento de fijacién del mismo puede comprender adicionalmente una regién marco de cadena
ligera de la region variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6) y/o una region marco de cadena
pesada de la regién variable del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion como se describe en esta
memoria, que se fija a VWF con una afinidad (Kd) de 10 nM o menos, preferiblemente 5 nM o menos, mas
preferiblemente 1 nM o menos, y de modo muy preferible al menos aproximadamente 0,2 nM a aproximadamente
0,4 nM. La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacién como se
describe en esta memoria que compite para la fijacion a VWF con una afinidad (Ki) de 100 nM o menos,
preferiblemente 50 nM o menos, mas preferiblemente 10 nM o menos, y de modo muy preferible al menos
aproximadamente 0,2 nM a aproximadamente 5,0 nM.

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacién del mismo que se
fija al dominio A1 de vVWF con una afinidad (Kd) de 10 nM o menos, preferiblemente 5 nM o menos, mas
preferiblemente 1 nM o menos, de modo muy preferible al menos aproximadamente 0,2 nM a aproximadamente 0,4
nM. La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo que
compite respecto a la fijacion al dominio A1 de vVWF con una afinidad (Ki) de 100 nM o menos, preferiblemente 50
nM o menos, mas preferiblemente 10 nM o menos, y de modo muy preferible al menos aproximadamente 0,2 nM a
aproximadamente 5,0 nM.
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La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo que tiene
una temperatura de termoestabilidad del fragmento FAB mayor que 65°C.

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF que comprende: HCDR1 (GFSLTDYGVD; SEQ ID NO: 7), HCDR2 (MIWGDGSTDYNSALKS; SEQ ID NO: 8),
HCDR3 (DPADYGNYDYALDY; SEQ ID NO: 9) y una cadena ligera CDR1, una cadena ligera CDR2 y LCDR3
(QQYEKLPWT; SEQ ID NO: 12), con la salvedad de que al menos una de LCDR1 y/o LCDR2 no es SASQDINKYLN
(SEQ ID NO: 10) o YTSSLHS (SEQ ID NO: 11), respectivamente.

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
especifico para VWF que comprende, HCDR1 (GFSLTDYGVD; SEQ ID NO: 7), HCDR2 (MIWGDGSTDYNSALKS;
SEQ ID NO: 8), HCDR3 (DPADYGNYDYALDY; SEQ ID NO: 9), LCDR1 (SASQDINKYLN; SEQ ID NO: 10), LCDR2
(YTSSLHS; SEQ ID NO: 11) y LCDR3 (QQYEKLPWT; SEQ ID NO: 12); las regiones marco de cadena pesada 1,2y
3 correspondientes a las regiones marco 1, 2 y 3 en la familia VH4 de la linea germinal de anticuerpos humanos; y
regiones marco de cadena ligera 1, 2 y 3 correspondientes a las regiones marco 1, 2y 3 en la familia VK1 de la linea
germinal de anticuerpos humanos.

La presente descripcion se refiere también en general a acidos nucleicos aislados que codifican los presentes
anticuerpos humanizados descritos en esta memoria especificos para VWF humano. En algunas realizaciones, un
vector puede comprender los acidos nucleicos descritos en esta memoria. En ofra realizaciéon, una célula
hospedadora puede comprender los acidos nucleicos descritos.

La presente descripcion se refiere también en general a métodos de produccion de un anticuerpo humanizado
especifico para VWF que comprenden cultivar la célula hospedadora de la presente descripcion de tal modo que el
acido nucleico se exprese y el anticuerpo se produzca. En algunas realizaciones, el método comprende
adicionalmente recuperar el anticuerpo del cultivo de la célula hospedadora. En algunas realizaciones, el anticuerpo
se recuera del medio de la célula hospedara. En algunas realizaciones, antes del cultivo, la célula hospedadora se
co-transfecta con un vector que comprende acido nucleico que codifica una region variable de cadena pesada y con
un vector que comprende acido nucleico que codifica una region de cadena ligera.

La presente descripcion se refiere en general a composiciones que comprenden un anticuerpo humanizado
especifico para VWF y un portador farmacéuticamente aceptable.

Se proporciona n también composiciones que comprenden un primer anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion
del mismo como se describe en esta memoria y un segundo anticuerpo que se fija al dominio A1 de VWF. En
algunas realizaciones, el segundo anticuerpo es AJW-200.

La presente descripcion se refiere también en general a métodos para el tratamiento de una enfermedad o trastorno
mediado por VWF (v.g., una enfermedad o trastorno trombotico) en un individuo (v.g., un paciente) por
administracion al individuo de una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado o fragmento del
mismo especifico para VWF. En algunas realizaciones, el individuo es un humano. En algunas realizaciones, una
cantidad terapéuticamente eficaz es suficiente para inhibir la agregacion de las plaquetas pero insuficiente para
causar signos clinicos significativos de hemorragia.

La presente descripcion proporciona también usos de anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
como se describe en esta memoria como medicamento. La presente descripcién proporciona también usos de un
anticuerpo humanizado o fragmento de fijacién del mismo como se describe en esta memoria en la preparacion de
un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por VWF. En algunas realizaciones,
una cantidad terapéuticamente eficaz es suficiente para inhibir la agregacion plaquetaria, pero insuficiente para
causar signos clinicos significativos de hemorragia.

En algunas realizaciones, la enfermedad o trastorno mediado por VWF es una enfermedad o trastorno tromboético.
En algunas realizaciones, el trastorno trombotico es enfermedad cardiovascular o enfermedad cerebrovascular tal
como ataque isquémico. En algunas realizaciones, la enfermedad cardiovascular es ateroesclerosis, restenosis,
angina, infarto agudo de miocardio, sindrome coronario agudo o trastornos cardiovasculares asociados con
diabetes. En algunas realizaciones, la enfermedad o trastorno trombético es inflamacién vascular, trombosis venosa,
enfermedad de células falciformes, rechazo de xenoinjertos, enfermedad vascular periférica, purpura
trombocitopénica trombdtica, fibrosis quistica, demencia vascular, enfermedad de Raynaud, artritis reumatoide o
diabetes. En algunas realizaciones, la enfermedad cerebrovascular es demencia vascular, ataque isquémico, o
prevencién de ataques recurrentes.

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para VWF carece
de funcion efectora. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado comprende una region Fc derivada de
IgG4.

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para vVWF se fija al
dominio A1 del factor von Willebrand.
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En algunas realizaciones, el fragmento de fijacion de anticuerpo especifico para vVWF es un Fab, Fab’, Fab’-SH, Fv,
scFv, F(ab’)2 o un diacuerpo.

En algunas realizaciones, el fragmento de fijacion de anticuerpo especifico para vVWF no es un Fab.
En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado especifico para vVWF es un anticuerpo de longitud total.

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender una o mas sustituciones, por ejemplo
sustituciones F27G, L29I, T30S y/o V34W en HCDR1. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede
comprender una o mas sustituciones, por ejemplo, sustituciones S61P y/o A62S en HCDR2. En algunas
realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender una o mas sustituciones, por ejemplo, sustituciones
S24Q, N30S y/o K31N en LCDRA1. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender una o
mas sustituciones, por ejemplo, Y50D, T51A, S53N, H55E y/o S56T en LCDR2. En algunas realizaciones, el
anticuerpo humanizado puede comprender una o mas sustituciones, por ejemplo, sustituciones F27G, L291, T30S
y/o V34W en HCDR1; una o mas sustituciones, por ejemplo, sustituciones S61P y/o A62S en HCDR2; una o mas
sustituciones, por ejemplo, sustituciones S24Q, N30S y/o K31N en LCDR1; y una o mas sustituciones, por ejemplo,
sustituciones Y50D, T51A, S53N, H55E y/o S56T en LCDR2.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la actividad inhibidora de un anticuerpo quimérico NMC-4 comparado con el anticuerpo
monoclonal NMC-4 original y un anticuerpo anti-vWF diferente, AJW200, en un ensayo de aglutinacion plaquetaria
mediada por VWF inducida por ristocetina.

La Figura 2A-B muestra la competicion para la fijacion de NMC-4 marcado con Eu por un anticuerpo quimérico
NMC-4 sin marcar (competicion homologa) y AJW200, solos y en combinacion (Figura 2A). La competicion de un
anticuerpo quimérico NMC4 marcado con Eu por el anticuerpo monoclonal NMC-4 sin marcar IgG de control isotipo
AJW200 y un derivado humanizado del anticuerpo NMC4 con regiones variables designadas como H9, L9 (Figura
2A). Grafica de Hill de competicion de NMC-4 en presencia o ausencia de AJW200 20 nM (Figura 2B).

La Figura 3 A-E muestra la capacidad de NMC-4 para bloquear la adhesion plaquetaria al VWF endotelial en
condiciones de flujo de cizalladura, con inclusion de fotomicrografias de plaquetas adherentes a células HUVEC. Se
trataron monocapas de células HUVEC con PBS (Figura A) o histamina 25 yM (Figuras B-E), mas 10 yg/ml de
anticuerpo anti-vWF, NMC-4 (Figura C), 18 uyg/ml de anticuerpo anti-GPIba, AK2 (Figura D), o 18 pug/ml de IgG de
raton (Figura E). Los diferentes anticuerpos se incluian también en las suspensiones de plaquetas correspondientes
inmediatamente antes de la perfusion a través de las monocapas.

La Figura 4 A-C muestra la actividad de la quimera NMC-4 (Figura 4A) y un anticuerpo humanizado con regiones
variables designadas como H14, L10 (Figura 4B) en el modelo de trombosis arterial por cloruro férrico de la rata
comparada con AJW200 (Figura 4C). Los tres anticuerpos se compararon en un estudio de respuesta a la dosis.

La Figura 5 muestra el efecto de dosis crecientes (0,03-10 mg/kg) de GBR600 sobre las reducciones ciclicas de flujo
(CFRs) en los babuinos.

La Figura 6 muestra el efecto de dosis crecientes (0,01-10 mg/kg) de GBR600 sobre las CFRs en los babuinos.
La Figura 7 muestra el efecto de dosis acumuladas (0,005-0,07 mg/kg) de GBR600 sobre las CFRs en los babuinos.

La Figura 8 muestra la curva de respuesta a la dosis de dosis acumuladas de GBR600 sobre las CFRs en los
babuinos.

La Figura 9 muestra el efecto de dosis crecientes (1-10 mg/kg) de clopidogrel en los babuinos.

La Figura 10 muestra una comparacion del efecto de infusion de dosis crecientes de GBR600 y clopidogrel en el test
de hemorragia por incision. Las dosis se han expresado como multiplos de la dosis eficaz (v.g., la dosis acumulada,
a la cual las CFRs se reducen a cero).

La Figura 11 muestra la estabilidad térmica de variantes humanizadas de NMC-4 por calorimetria de barrido
diferencial.

Descripcion detallada

La presente descripcion proporciona anticuerpos humanizados o fragmentos de fijacion de los mismos especificos
para el factor von Willebrand (VWWF) humano, que incluyen aquéllos que comprenden regiones CDR
correspondientes a una o mas las CDRs o porciones de las CDRs presentes en el anticuerpo murino NMC-4. El
anticuerpo NMC-4 se fija al sitio de fijacion en GP1b-a en el dominio A1 de VWF (véase, v.g., Fujimura et al Blood,
77: 113-20, 1999, Shima et al, J Nara Med Assoc. 36:162, 1985). Los anticuerpos humanizados de la presente
descripcion pueden comprender adicionalmente regiones marco humanas modificadas o no modificadas, tales como
una regién marco de cadena pesada correspondiente a la regidon marco en la region variable del anticuerpo humano
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AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4) y una region marco de cadena ligera correspondiente a la region marco en la region
variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6). Una gran diversidad de regiones marco humanas, con
inclusion de aquéllas que han demostrado alta homologia con las subfamilias a las que pertenecian las regiones de
cadena pesada y ligera de NMC-4 murino, se han considerado como moléculas aceptoras potenciales para las
CDRs de NMC-4. Muy sorprendentemente, el injerto de CDRs de NMC-4 en uno de los marcos humanos de region
variable de cadena pesada seleccionados y uno de los marcos humanos de region variable de cadena ligera
seleccionados sin cambios adicionales (v.g., residuos marco mutantes humanos a residuos murinos), es suficiente
para retener la potencia del anticuerpo humanizado en el bloqueo de las respuestas a las plaquetas mediadas por
VWEF.

El término “anticuerpo quimérico” incluye anticuerpos en los cuales las secuencias de region variable se derivan de
una especie y las secuencias de region constante se derivan de otra especie, tales como un anticuerpo en el cual las
secuencias de region variable se derivan de un anticuerpo murino y las secuencias de regidon constante se derivan
de un anticuerpo humano.

El término “anticuerpo humanizado” incluye anticuerpos en los cuales secuencias CDR derivadas de la linea
germinal de otras especies de mamifero, tales como un ratén, se han injertado en secuencias marco humanas.
Modificaciones de la region marco adicionales pueden hacerse dentro de las secuencias marco humanas asi como
dentro de las secuencias CDR derivadas de la linea germinal de otras especies de mamifero.

El término “anticuerpo humano” incluye anticuerpos que tienen regiones variables en las cuales tanto las regiones
marco como las CDR se derivan de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Adicionalmente, si
el anticuerpo contiene una region constante, la regidon constante se deriva también de secuencias de
inmunoglobulina de la linea germinal humana. Los anticuerpos humanos de la invencion pueden incluir residuos de
aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana (v.g., mutaciones
introducidas por mutagénesis en vitro aleatoria o especifica del sitio o por mutacion somatica en vivo). Sin embargo,
el término “anticuerpo humano”, como se utiliza en esta memoria, no pretende incluir anticuerpos en los cuales las
secuencias CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un raton, se han injertado en
secuencias marco humanas.

Como se utiliza en esta memoria, un anticuerpo humano comprende regiones variables de cadena pesada o ligera
que se “deriva de” una secuencia de la linea germinal particular si las regiones variables del anticuerpo se obtienen
de un sistema que utiliza genes de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Tales sistemas incluyen inmuniza-
cion de un ratén transgénico que es portador de genes de inmunoglobulina humana con el antigeno de interés o
cribado de una biblioteca de genes de inmunoglobulina humana presentada en fago con el antigeno de interés. Un
anticuerpo humano que se “deriva de” una secuencia de inmunoglobulina de la linea germinal humana puede identi-
ficarse como tal por comparacion de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo humano con las secuencias de
aminoacidos de inmunoglobulinas de la linea germinal humana y seleccion de la secuencia de inmunoglobulinas de
la linea germinal humana que esta mas préxima en secuencia (es decir, % de identidad maximo) a la secuencia del
anticuerpo humano. Un anticuerpo humano que se “deriva de” una secuencia de inmunoglobulina de la linea germi-
nal humana particular puede contener diferencias de aminoacidos en comparacién con la secuencia de la linea ger-
minal, debido, por ejemplo, a mutaciones somaticas existentes naturalmente o a introduccién intencionada de
mutacioén orientada. Sin embargo, un anticuerpo humano seleccionado o fragmento del mismo tiene tipicamente una
identidad de 80% como minimo en secuencia de aminoacidos respecto a una secuencia de aminoacidos codificada
por un gen de inmunoglobulina de la linea germinal humana y contiene residuos de aminoacidos que identifican
como humano el anticuerpo humano cuando se compara con las secuencias de aminoacidos de inmunoglobulina de
la linea germinal de otras especies (v.g., secuencias de la linea germinal murina). En ciertos casos, un anticuerpo
humano puede ser al menos 90%, o incluso al menos 95%, 96%, 97%, 98%, 6 99% idéntico en secuencia de ami-
noacidos a la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de la linea germinal que incluye,
por ejemplo, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %,
98%, 99%, y 100%.

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo (v.g., Fab, Fab’,
Fab’-SH, Fv, scFv, F(ab’)2, un diacuerpo o un anticuerpo monocatenario) especifico para vVWF que comprende una
secuencia de region variable de cadena pesada como se indica en SEQ ID NO: 19 y una secuencia de region
variable de cadena ligera como se indica en SEQ ID NO: 28. La presente descripcion proporciona también un
anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para vVWF, que comprende una secuencia de
cadena pesada como se indica en SEQ ID NO: 237 y una secuencia de cadena ligera como se indica en SEQ ID
NO: 238.

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifi-
co para VWF que comprende una o mas de las CDRs de cadena pesada siguientes: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ
ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y/o HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9); y
una o mas de las CDRs de cadena ligera siguientes: LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS
(SEQ ID NO: 11) y/o LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12).
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La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifi-
co para VWF que comprende una o mas de las CDRs de cadena pesada siguientes: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ
ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y/o HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9); o
una o mas de las CDRs de cadena ligera siguientes: LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS
(SEQ ID NO: 11) y/o LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
VWF que comprende: CDRs de cadena pesada, HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7), HCDR2:
MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9); y cadena ligera CDRs,
LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID
NO: 12).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
VWF que comprende: CDRs de cadena pesada, HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7), HCDR2:
MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9); o cadena ligera CDRs,
LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID
NO: 12).

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede comprender una
region marco de region variable de cadena pesada en donde la regidon marco comprende una o mas (v.g., una, dos,
tres, y/o cuatro) secuencias marco de cadena pesada (v.g., marco 1 (FW1), marco 2 (FW2), marco 3 (FW3) y/o
marco 4 (FW4)) presentes en un anticuerpo de la familia VH4 humana.

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede comprender una
region marco de region variable de cadena ligera en donde la region marco comprende una o mas (v.g., una, dos,
tres, y/o cuatro) secuencias marco de cadena ligera (v.g., marco 1 (FW1), marco 2 (FW2), marco 3 (FW3) y/o marco
4 (FW4)) presentes en un anticuerpo de la familia VK1 humana.

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado o fragmento de fijacién del mismo puede comprender una o
mas (v.g., una, dos, tres, y/o cuatro) secuencias de region marco de cadena pesada (v.g., marco 1 (FW1), marco 2
(FW2), marco 3 (FW3) y/o marco 4 (FW4)) presentes en un anticuerpo de la familia VH4 humana y una o mas (v.g.,
una, dos, tres, y/o cuatro) secuencias de region marco de cadena ligera (v.g., marco 1 (FW1), marco 2 (FW2), marco
3 (FW3) y/o marco 4 (FW4)) presentes en un anticuerpo de la familia VK1 humana.

Miembros de la familia VH4 y sus regiones marco de cadena pesada 1, 2 y 3 respectivas incluyen: 4-04 (SEQ ID
NO: 147, 148 y 149, respectivamente), 4-28 (SEQ ID NO: 150, 151 y 152, respectivamente), 4-30.1 (SEQ ID NO:
153, 154 y 155, respectivamente), 4-30.2 (SEQ ID NO: 156, 157 y 158, respectivamente), 4-30.4 (SEQ ID NO: 159,
160 y 161, respectivamente), 4-31 (SEQ ID NO: 162, 163 y 164, respectivamente), 4-34 (SEQ ID NO: 165, 166 y
167, respectivamente), 4-39 (SEQ ID NO: 168, 169 y 170, respectivamente), 4-59 (SEQ ID NO: 171, 172 y 173,
respectivamente), 4-61 (SEQ ID NO: 174, 175 y 176, respectivamente) y 4-b (SEQ ID NO: 177, 178 y 179, respecti-
vamente).

Miembros de la familia VK1 y sus regiones marco de cadena ligera 1, 2 y 3 respectivas incluyen: 012 (SEQ ID NO:
180, 181 y 182, respectivamente), 02 (SEQ ID NO: 183, 184 y 185, respectivamente), 018 (SEQ ID NO: 186, 187 y
188, respectivamente), 08 (SEQ ID NO: 189, 190 y 191, respectivamente), A20 (SEQ ID NO: 192, 193 y 194, respec-
tivamente), A30 (SEQ ID NO: 195, 196 y 197, respectivamente), L14 (SEQ ID NO: 198, 199 y 200, respectivamente),
L1 (SEQ ID NO: 201, 202 y 203, respectivamente), L15 (SEQ ID NO: 204, 205 y 206, respectivamente), L4 (SEQ ID
NO: 207, 208 y 209, respectivamente), L18 (SEQ ID NO: 210, 211 y 212, respectivamente), L5 (SEQ ID NO: 213,
214 y 215, respectivamente), L19 (SEQ ID NO: 216, 217 y 218, respectivamente), L8 (SEQ ID NO: 219, 220, y 221,
respectivamente), L23 (SEQ ID NO: 222, 223 y 224, respectivamente), L9 (SEQ ID NO: 225, 226 y 227, respectiva-
mente), L24 (SEQ ID NO: 228, 229 y 230, respectivamente), L11 (SEQ ID NO: 231, 232 y 233, respectivamente) y
L12 (SEQ ID NO: 234, 235 y 236, respectivamente).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF que comprende una o mas de las CDRs de cadena pesada siguientes: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO:
7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y/o HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF que comprende una o mas de las CDRs de cadena pesada siguientes: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO:
7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y/o HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9) y una re-
giéon marco de cadena pesada del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF que comprende una o mas de las CDRs de cadena pesada siguientes: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO:
7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y/o HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9) y una re-
gién marco de cadena pesada del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4), en donde la regidon marco de
cadena pesada no comprende uno o mas residuos murinos.
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La presente descripcidon proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF que comprende una o mas de las CDRs de cadena pesada siguientes: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO:
7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y/o HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9) y una
region marco de cadena pesada del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4), en donde la regiéon marco de
cadena pesada comprende adicionalmente uno o mas residuos murinos.

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifi-
co para VWF que comprende HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID
NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9).

La presente descripcidon proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifi-
co para VWF que comprende HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID
NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9) y una regiéon marco de cadena pesada del anticuerpo hu-
mano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
especifico para VWF que comprende HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS
(SEQ ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9) y una regién marco de cadena pesada del
anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4), en donde la regidon marco de cadena pesada no comprende uno o
mas residuos murinos.

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
especifico para VWF que comprende HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS
(SEQ ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9) y una regién marco de cadena pesada del
anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4), en donde la region marco de cadena pesada comprende ademas
uno o mas residuos murinos.

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmentos de fijacion del mismo especi-
ficos para VWF que comprenden una o mas de las CDRs de cadena ligera siguientes: LCDR1: SASQDINKYLN
(SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y/o LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmentos de fijacion del mismo especi-
ficos para VWF que comprenden una o mas de las CDRs de cadena ligera siguientes: LCDR1: SASQDINKYLN
(SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y/o LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12) y una regién
marco de cadena ligera del anticuerpo humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmentos de fijacion del mismo
especificos para VWF que comprenden una o mas de las CDRs de cadena ligera siguientes: CDRs: LCDR1:
SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y/o LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12)
y una region marco de cadena ligera del anticuerpo humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6), en donde la region marco
de cadena ligera no comprende uno o mas residuos murinos.

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmentos de fijacion del mismo
especificos para VWF que comprenden una o mas de las CDRs de cadena ligera siguientes: LCDR1:
SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y/o LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12)
y una region marco de cadena ligera del anticuerpo humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6), en donde la region marco
de cadena ligera comprende adicionalmente uno o mas residuos murinos.

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
VWF que comprende, las CDRs de cadena ligera LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS
(SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
VWF que comprende, las CDRs de cadena ligera LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS
(SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12), y una regiéon marco de cadena ligera del anticuerpo
humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
VWF que comprende las CDRs de cadena ligera: LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS
(SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12), y una regidon marco de cadena ligera del anticuerpo
humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6), en donde la regidon marco de cadena ligera no comprende uno o mas residuos
murinos.

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
VWF que comprende las CDRs de cadena ligera: LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS
(SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12) y una regién marco de cadena ligera del anticuerpo
humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6), en donde la regidon marco de cadena ligera comprende adicionalmente uno o
mas residuos murinos.
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La presente descripcidon proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
VWF que comprende las CDRs de cadena pesada: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7), HCDR2:
MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9); cadena ligera CDRs:
LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID
NO: 12); y opcionalmente una regiéon marco de cadena ligera de la region variable del anticuerpo humano AAK94808
(SEQ ID NO: 6) y/o una regién marco de cadena pesada de la regién variable del anticuerpo humano AAC18165.1
(SEQ ID NO: 4).

La presente descripcion proporciona también variantes de secuencia de aminoacidos de un anticuerpo humano o
fragmento de fijacion del mismo especificas para vVWF. Usualmente, las variantes de secuencia de aminoacidos de
un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para VWF tendran una secuencia de
aminodacidos de la region marco de cadena pesada y/o ligera, que es idéntica al menos en un 80% (teniendo al
menos 80% de identidad de secuencia de aminoacidos) a la secuencia de aminoacidos de la regién marco de
cadena pesada y/o ligera del anticuerpo humanizado original de la cadena pesada o la cadena ligera, v.g., de las
secuencias de la region variable pesada y/o ligera como en SEQ ID NO: 19 o SEQ ID NO: 28, respectivamente. De
manera preferible, la identidad de secuencia de aminoacidos de la secuencia de la regiéon marco de cadena pesada
y/o ligera es al menos 8%%, mas preferiblemente al menos 90%, y muy preferiblemente al menos 95%, en particular
96%, mas particularmente 97%, de modo aun mas particular 98%, y muy particularmente 99%, incluyendo por
ejemplo, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, y 100%. La identidad u homologia con respecto a esta secuencia se define en esta memoria como el
porcentaje de residuos de aminoacido en la secuencia candidato que son idénticos al anticuerpo humanizado o
fragmento de fijacion del mismo especifico para residuos VWF, después de alineacion de las secuencias e
introduccion de lagunas, en caso necesario, para alcanzar la identidad porcentual maxima de secuencia. Asi, la
identidad de secuencia puede determinarse por métodos estandar que se utilizan cominmente para comparar la
semejanza en posicion de los aminoacidos de dos polipéptidos. La utilizacion de un programa de computadora tal
como BLAST o FASTA, dos polipéptidos se alinean para coincidencia 6ptima de sus aminoacidos respectivos (sea a
lo largo de la longitud total de una o ambas secuencias o a lo largo de una porcién predeterminada de una o mas
secuencias). Los programas proporcionan una penalidad de apertura por defecto y una penalidad de laguna por
defecto, y puede utilizarse una matriz de registro tal como PAM250 (una matriz de registro estandar; véase Dayhoff
et al., en Atlas of Protein Secuencia and Structure, vol. 5, supp. 3 (1978), en conjuncidon con el programa de
computadora. Por ejemplo, la identidad porcentual puede calcularse como: el nimero total de coincidencias
idénticas multiplicado por 100 y dividido luego por la suma de la longitud de la secuencia mas larga dentro del
intervalo de coincidencias y el niUmero de lagunas introducidas en las secuencias mas largas a fin de alinear las dos
secuencias.

Asi pues, la presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
especifico para VWF, en donde el anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo comprende una
secuencia de region variable de cadena pesada que comprende una regiéon marco que es idéntica al menos en un
80% a la regién marco de SEQ ID NO: 19 y/o una secuencia de region variable de cadena ligera que comprende una
region marco que es idéntica al menos en un 80% a la region marco de SEQ ID NO: 28. La presente descripcion
proporciona ademas un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para vVWF, en donde el
anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo comprende una secuencia de region variable de cadena
pesada que comprende una regidon marco que es idéntica al menos en un 80% a la region marco de SEQ ID NO:
237 ylo una secuencia de la region variable de cadena ligera que comprende una regién marco que es idéntica al
menos en un 80% a la region marco de SEQ ID NO: 238.

Opcionalmente, el anticuerpo humanizado puede comprender una o mas sustituciones, por ejemplo, sustituciones
F27G, L29I, T30S y/o V34W, en HCDR1. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender
una o mas sustituciones, por ejemplo, sustituciones S61P y/o A62S, en HCDR2. En algunas realizaciones, el
anticuerpo humanizado puede comprender una o mas sustituciones, por ejemplo, sustituciones S24Q, N30S y/o
K31N en LCDR1. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender una o mas sustituciones,
por ejemplo, sustituciones Y50D, T51A, S53N, H55E y/o S56T en LCDR2. En algunas realizaciones, el anticuerpo
humanizado puede comprender una o mas sustituciones, por ejemplo, sustituciones F27G, L291, T30S y/o V34W en
HCDR1; una o mas sustituciones, con inclusion de sustituciones S61P y/o A62S en HCDR2; una o mas
sustituciones, con inclusién de sustituciones S24Q, N30S y/o K31N en LCDR1; una o mas sustituciones, por
ejemplo, Y50D, T51A, S53N, H55E y/o S65T en LCDR2.

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
especifico para VWF que comprende una o mas de las regiones variables de cadena pesada siguientes: H2 (SEQ ID
NO: 13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 17), H8 (SEQ ID NO: 18),
H9 (SEQ ID NO: 19), H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO: 22), H15 (SEQ ID NO: 145) o
H16 (SEQ ID NO: 146) (los polinucledtidos que codifican las regiones variables de cadena pesada arriba
mencionadas se proporcionan por SEQ ID NOs: 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138 y 139,
respectivamente).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF que comprende una de las regiones variables de cadena ligera siguientes: L5 (SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID
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NO: 24), L6 (SEQ ID NO: 25), L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ ID NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29)
o L11 (SEQ ID NO: 30) (los polinucleétidos que codifican las regiones variables de cadena ligera arriba mencionadas
son proporcionadas por SEQ ID NO: 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126 y 127, respectivamente).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifi-
co para VWF que comprende una de las regiones variables de cadena pesada siguientes: H2 (SEQ ID NO: 13), H4
(SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 17), H8 (SEQ ID NO: 18), H9 (SEQ ID
NO: 19), H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO: 22), H15 (SEQ ID NO: 145) o H16 (SEQ ID
NO: 146); y una de las regiones variables de cadena ligera siguientes: L5 (SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID NO: 24), L6
(SEQ ID NO: 25), L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ ID NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29) o L11 (SEQ
ID NO: 30).

La presente descripcion proporciona anticuerpos humanizados o fragmentos de fijacion de los mismos especificos
para VWF que comprenden L5 (SEQ ID NO: 23) y H2 (SEQ ID NO: 13); L5 (SEQ ID NO: 23) y H4 (SEQ ID NO: 14);
L5 (SEQ ID NO: 23) y H5 (SEQ ID NO: 15); L5 (SEQ ID NO: 23) y H6 (SEQ ID NO: 16); L5 (SEQ ID NO: 23) y H7
(SEQ ID NO: 17); L5 (SEQ ID NO: 23) y H8 (SEQ ID NO: 18); L4 (SEQ ID NO: 24) y H2 (SEQ ID NO: 13); L6 (SEQ
ID NO: 25) y H2 (SEQ ID NO: 13); L11 (SEQ ID NO: 30) y H2 (SEQ ID NO: 13); L7 (SEQ ID NO: 26) y H2 (SEQ ID
NO: 13); L9 (SEQ ID NO: 28) y H9 (SEQ ID NO: 19); L8 (SEQ ID NO: 27) y H9 (SEQ ID NO: 19); L7 (SEQ ID NO:
26) y H9 (SEQ ID NO: 19); L6 (SEQ ID NO: 25) y H9 (SEQ ID NO: 19); L4 (SEQ ID NO: 24) y H9 (SEQ ID NO: 19);
L5 (SEQ ID NO: 23) y H9 (SEQ ID NO: 19); L10 (SEQ ID NO:29) y H9 (SEQ ID NO: 19); L9 (SEQ ID NO: 28) y H9
(SEQ ID NO:19); L9 (SEQ ID NO: 28) y H12 (SEQ ID NO: 20); L9 (SEQ ID NO: 28) y H13 (SEQ ID NO: 21); L9 (SEQ
ID NO: 28) y H14 (SEQ ID NO: 22); L11 (SEQ ID NO: 30) y H9 (SEQ ID NO: 19); o L11 (SEQ ID NO: 30) y H14
(SEQ ID NO: 22).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo como se describe
en esta memoria, que se fija a vVWF con una afinidad (Kd) de 10 nM o menos, preferiblemente 5 nM o menos, mas
preferiblemente 1 nM o menos, y de modo muy preferible al menos aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,4
nM (v.g., desde aproximadamente 0,21, 0,28 6 0,34 a aproximadamente 0,25, 0,32 6 0,38 nM). La presente
descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion como se describe en esta
memoria, que compite en cuanto a fijacion a vVWF con una afinidad (Ki) de 100 nM o menos, preferiblemente 50 nM o
menos, mas preferiblemente 10 nM o menos, y de modo muy preferible al menos aproximadamente 0,2 nM a
aproximadamente 5,0 nM (v.g., 0,22, 0,28 6 0,34 a aproximadamente 2,3, 3,5 6 4,7 nM).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo como se
describe en esta memoria, que se fija al dominio A1 de VWF con una afinidad (Kd) de 10 nM o menos,
preferiblemente 5 nM o menos, mas preferiblemente 1 nM o menos, y de modo muy preferible al menos
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,4 nM (v.g., desde aproximadamente 0,21, 0,28 6 0,34 a
aproximadamente 0,25, 0,32 6 0,38 nM). La presente descripcidon proporciona también un anticuerpo humanizado o
fragmento de fijacion del mismo que compite respecto a la fijacion al dominio A1 de vVWF con una afinidad (Ki) de
100 nM o menos, preferiblemente 50 nM o menos, mas preferiblemente 10 nM o menos, y de modo muy preferible al
menos aproximadamente 0,2 nM a aproximadamente 5,0 nM (v.g., 0,22, 0,28 6 0,34 a aproximadamente 2,3, 3,5 6
4,7 nM).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
especifico para VWF que tiene una temperatura de termoestabilidad del fragmento FAB mayor que 65°C,
preferiblemente mayor que 70°C, mas preferiblemente mayor que 75°C, y muy preferiblemente mayor que 80°C.
Para analisis de la estabilidad térmica del fragmento FAB se utilizan medidas por calorimetria de barrido diferencial,
en donde se identifica una temperatura de fusion de punto medio del fragmento FAB en el contexto de una IgG de
longitud total. Esta clase de medidas calorimétricas son conocidas por las personas expertas y pueden llevarse a
cabo conforme a, v.g. Garber y Demarest (2007) BBRC 355:751-7. Sorprendentemente, se ha encontrado que el
anticuerpo humanizado de la presente invencion tiene una temperatura de termoestabilidad del fragmento FAB
mayor que el anticuerpo no humanizado paterno. El anticuerpo humanizado paterno es usualmente un anticuerpo
murino, en particular un anticuerpo murino NMC-4. Asi, la presente descripcion proporciona también un anticuerpo
humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para VWF que tiene una temperatura de termoestabilidad
del fragmento FAB mayor que el anticuerpo paterno no humanizado.

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF que comprende las secuencias de aminoacidos de la regién hipervariable siguientes: HCDR1 (GFSLTDYGVD;
SEQ ID NO: 7), HCDR2 (MIWGDGSTDYNSALKS; SEQ ID NO: 8), HCDR3 (DPADYGNYDYALDY; SEQ ID NO: 9) y
LCDR3 (QQYEKLPWT; SEQ ID NO: 12), con la salvedad de que al menos una de LCDR1 y/o LCDR2 no es
SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10) o YTSSLHS (SEQ ID NO: 11), respectivamente. Sorprendentemente, los
anticuerpos NMC-4 humanizados que carecen de LCDR1 y/o LCDR2 de NMC-4 retienen afinidad de fijacion
nanomolar para vVWF.

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender ademas regiones marco de cadena pesada
de anticuerpos humanos. En algunas realizaciones, las regiones marco de cadena pesada corresponden a regiones
marco de cadena pesada presentes en un anticuerpo humano derivado de 4-59. En algunas realizaciones, las
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regiones marco de cadena pesada presentes en un anticuerpo humano derivado de 4-59 comprenden ademas uno o
mas residuos murinos. En algunas realizaciones, las regiones marco de cadena pesada presentes en un anticuerpo
humano derivado de 4-59 no comprenden uno o mas residuos murinos.

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender adicionalmente regiones marco de cadena
ligera de anticuerpo humano. En algunas realizaciones, las regiones marco de cadena ligera corresponden a las
regiones marco de cadena ligera presentes en un anticuerpo humano derivado de 018. En algunas realizaciones, las
regiones marco de cadena ligera presentes en un anticuerpo humano derivado de 018 comprenden ademas uno o
mas residuos murinos. En algunas realizaciones, las regiones marco de cadena ligera presentes en un anticuerpo
humano derivado de 018 no comprenden uno o mas residuos murinos.

LCDR1 y/o LCDR2 pueden obtenerse a partir de una fuente humana. En algunas realizaciones, LCDR1 y/o LCDR2
pueden obtenerse a partir del mismo anticuerpo (v.g., un solo anticuerpo humano). En otras realizaciones, el CDR1
y/o el CDR2 pueden obtenerse a partir de anticuerpos diferentes (v.g., dos anticuerpos humanos). Si el CDR2 se
obtiene de una fuente humana, ésta es preferiblemente DASNLET (SEQ ID NO: 118).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifi-
co para VWF que comprende: HCDR1 (GFSLTDYGVD; SEQ ID NO: 7), HCDR2 (MIWGDGSTDYNSALKS; SEQ ID
NO: 8), HCDR3 (DPADYGNYDYALDY; SEQ ID NO: 9), LCDR1 (SASQDINKYLN; SEQ ID NO: 10), LCDR2
(YTSSLHS; SEQ ID NO: 11) y LCDR3 (QQYEKLPWT; SEQ ID NO: 12); las regiones marco de cadena pesada 1,2y
3 correspondientes a las regiones marco presentes en la secuencia 4-59 de la linea germinal de cadena pesada de
anticuerpo humano, en donde la regién marco 1 de cadena pesada es QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS (SEQ
ID NO: 171); la regidon marco de cadena pesada 2 es WIRQPPGKGLEWIG (SEQ ID NO: 172); y la regiéon marco de
cadena pesada 3 es RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEQ ID NO: 173); y la regiéon marco de cadena
ligera 1, 2 y 3 correspondiente a regiones marco presentes en la secuencia 018 de la linea germinal de cadena lige-
ra de anticuerpo humano, en donde la regiéon marco 1 de cadena ligera es DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ
ID NO: 186); la regién marco de cadena ligera 2 es WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 187); y la regién marco de
cadena ligera 3 es GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC (SEQ ID NO: 188).

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF que comprende: HCDR1 (GFSLTDYGVD; SEQ ID NO: 7), HCDR2 (MIWGDGSTDYNSALKS; SEQ ID NO: 8),
HCDR3 (DPADYGNYDYALDY; SEQ ID NO: 9)), LCDR1 (SASQDINKYLN; SEQ ID NO: 10), LCDR2 (YTSSLHS;
SEQ ID NO: 11) y LCDR3 (QQYEKLPWT; SEQ ID NO: 12); y la regidon marco de cadena pesada 1, 2 y 3 correspon-
diente a regiones marco presentes en la secuencia 4-34 de la linea germinal de la cadena pesada de anticuerpo
humano, en donde la regiéon marco 1 de cadena pesada es QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVY (SEQ ID NO:165);
la regidon marco de cadena pesada 2 es WIRQPPGKGLEWIG (SEQ ID NO: 166) y la regién marco de cadena pesa-
da 3 es RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEQ ID NO: 167); y la region marco de cadena ligera 1, 2y
3 correspondiente a regiones marco presentes en la secuencia 018 de la linea germinal de la cadena ligera del anti-
cuerpo humano, en donde la region marco 1 de cadena ligera es DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO:
186); la regién marco de cadena ligera 2 es WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 187); y la region marco de cadena
ligera 3 es GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC (SEQ ID NO: 188).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
especifico para el dominio A1 en VWF que comprende, HCDR1 (GFSLTDYGVD; SEQ ID NO: 7), HCDR2
(MIWGDGSTDYNSALKS; SEQ ID NO: 8), HCDR3 (DPADYGNYDYALD; SEQ ID NO: 9), LCDR1 (SASQDINKYLN;
SEQ ID NO: 10), LCDR2 (YTSSLHS; SEQ ID NO: 11) y LCDR3 (QQYEKLPWT; SEQ ID NO: 12); regiones marco 1,
2 y 3 de cadena pesada correspondientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en un anticuerpo de la familia
VH4 de la linea germinal de anticuerpos humanos; y regiones marco de cadena ligera 1, 2 y 3 correspondientes a
las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en un anticuerpo de la familia VK1 de la linea germinal de anticuerpos
humanos.

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 4-04 de la linea germinal variable de cadena pesada
(v.g., FW1: QVQLQESGPGLVKPSGTLSLTCAVS (SEQ ID NO: 147), FW2: WWRQPPGKGLEWIG (SEQ ID NO: 148)
y FW3: RVTISVDKSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEQ ID NO: 149).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 4-28 de la linea germinal variable de cadena pesada
(v.g., FW1: QVQLQESGPGLVKPSDTLSLTCAVS (SEQ ID NO: 150), FW2: WIRQPPGKGLEWIG (SEQ ID NO: 151)
y FW3: RVTMSVDTSKNQFSLKLSSVTAVDTAVYYCAR (SEQ ID NO: 152).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede comprender las regiones marco 1, 2 y 3 corres-
pondientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 4-30.1 de la secuencia de la linea germinal va-
riable de cadena pesada (v.g., FW1: QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVS (SEQ ID NO: 153), FW2:
WIRQHPGKGLEWIG (SEQ ID NO: 154) y FW3: RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEQ ID NO: 155).
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El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 'y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 4-30.2 de la linea germinal variable de cadena pe-
sada (v.g., FW1: QLQLQESGSGLVKPSQTLSLTCAVS (SEQ ID NO: 156), FW2: WIRQPPGKGLEWIG (SEQ ID NO:
157) y FW3: RVTISVDRSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEQ ID NO: 158).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijacién del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 4-30.4 de la linea germinal variable de cadena pe-
sada (v.g., FW1: QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVS (SEQ ID NO: 159), FW2: WIRQPPGKGLEWIG (SEQ ID NO:
160) y FW3: RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEQ ID NO:161).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 'y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 4-31 de la linea germinal variable de cadena pesada
(v.g., FW1: QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVS (SEQ ID NO: 162), FW2: WIRQHPGKGLEWIG (SEQ ID NO: 163)
y FW3: RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEQ ID NO: 164).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 4-34 de la linea germinal variable de cadena pesada
(v.g., FW1: QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVY (SEQ ID NO: 165), FW2: VIIRQPPGKGLEWIG (SEQ ID NO: 166)
y FW3: RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEQ ID NO: 167).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 'y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 4-39 de la linea germinal variable de cadena pesada
(v.g., FW1: QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS (SEQ ID NO: 168), FW2: WIRQPPGKGLEWIG (SEQ ID NO: 169) y
FW3: RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEQ ID NO: 170).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 'y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 4-59 de la linea germinal variable de cadena pesada
(v.g., FW1: QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS (SEQ ID NO: 171), v.g., FW2: WIRQPPGKGLEWIG (SEQ ID NO:
172) y FW3: RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEQ ID NO: 173).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 4-61 de la linea germinal variable de cadena pesada
(v.g., FW1: QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS (SEQ ID NO: 174), FW2: WIRQPPGKGLEWIG (SEQ ID NO: 175) y
FW3: RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEQ ID NO: 176).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 'y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 4-b de la linea germinal variable de cadena pesada
(v.g., FW1: QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVS (SEQ ID NO: 177), FW2: WIRQPPGKGLEWIG (SEQ ID NO: 178)
y FW3: RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR (SEQ ID NO: 179).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 012 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 180), FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 181) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 182).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-

dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 02 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., (v.g., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 183), FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO:
184) y FW3: GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 185).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijacién del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 018 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 186), FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 187) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC (SEQ ID NO: 188).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia 08 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 189), FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 190) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC (SEQ ID NO: 191).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia A20 de la linea germinal de cadena kappa (v.g.,
FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 192), FW2: WYQQKPGKVPKLLIY (SEQ ID NO: 193) y FW3:
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYC (SEQ ID NO: 194).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia A30 de la linea germinal variable de cadena kappa
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(v.g., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 195), FW2: WYQQKPGKAPKRLIY (SEQ ID NO: 196) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 197).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia L1 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: NIQMTQSPSAMSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 198), FW2: WFQQKPGKVPKHLIY (SEQ ID NO: 199) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 200).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 'y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia L14 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 201), FW2: WFQQKPGKAPKSLIY (SEQ ID NO: 202) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 203).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia L15 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 204), FW2: WYQQKPEKAPKSLIY (SEQ ID NO: 205) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 206).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia L4 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 207), FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 208) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 209).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia L18 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 210), FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 211) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 212).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijacién del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia L5 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 213), FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 214) nd
FW3: GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 215).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia L19 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 216), FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 217) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 218).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijacién del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia L8 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 219), FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 220) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 221).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia L23 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: AIRMTQSPFSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 222), FW2: WYQQKPAKAPKLFIY (SEQ ID NO: 223) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 224).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia L9 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: AIRMTQSPSSFSASTGDRVTITC (SEQ ID NO: 225), FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 226) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTDFTLTISCLQSEDFATYYC (SEQ ID NO: 227).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 'y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia L24 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: VIWMTQSPSLLSASTGDRVTISC (SEQ ID NO: 228), FW2: WYQQKPGKAPELLIY (SEQ ID NO: 229) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTDFTLTISCLQSEDFATYYC (SEQ ID NO: 230).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia L11 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 231), FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 232) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 233).

El anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo puede comprender regiones marco 1, 2 'y 3 correspon-
dientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en la secuencia L12 de la linea germinal variable de cadena kappa
(v.g., FW1: DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 234), FW2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 235) y
FW3: GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYC (SEQ ID NO: 236).
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La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo especifi-
co para el dominio A1 en VWF que comprende: HCDR1 (GFSLTDYGVD; SEQ ID NO: 7), HCDR2
(MIWGDGSTDYNSALKS; SEQ ID NO: 8), HCDR3 (DPADYGNYDYALDY; SEQ ID NO: 9), LCDR1 (SASQDINKYLN;
SEQ ID NO: 10), LCDR2 (YTSSLHS; SEQ ID NO: 11) y LCDR3 (QQYEKLPWT; SEQ ID NO: 12); regiones marco de
cadena pesada 1, 2 y 3 correspondientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presentes en el anticuerpo humano 4-04
(SEQ ID NO: 147, 148 y 149, respectivamente), 4-28 (SEQ ID NO: 150, 151 y 152, respectivamente), 4-30.1 (SEQ
ID NO: 153, 154 y 155, respectivamente), 4-30.2 (SEQ ID NO: 156, 157 y 158, respectivamente), 4-30.4 (SEQ ID
NO: 159, 160 y 161, respectivamente), 4-31 (SEQ ID NO: 162, 163 y 164, respectivamente), 4-34 (SEQ ID NO: 165,
166 y 167, respectivamente), 4-39 (SEQ ID NO: 168, 169 y 170, respectivamente), 4-59 (SEQ ID NO: 171, 172 y
173, respectivamente), 4-61 (SEQ ID NO: 174, 175 y 176, respectivamente) o 4-b (SEQ ID NO: 177, 178 y 179,
respectivamente); y regiones marco de cadena ligera 1, 2 y 3 correspondientes a las regiones marco 1, 2 y 3 presen-
tes en el anticuerpo humano 012 (SEQ ID NO: 180, 181 y 182, respectivamente), 02 (SEQ ID NO: 183, 184 y 185,
respectivamente), 018 (SEQ ID NO: 186, 187 y 188, respectivamente), 08 (SEQ ID NO: 189, 190 y 191, respectiva-
mente), A20 (SEQ ID NO: 192, 193 y 194, respectivamente), A30 (SEQ ID NO: 195, 196 y 197, respectivamente),
L14 (SEQ ID NO: 198, 199 y 200, respectivamente), L1 (SEQ ID NO: 201, 202 y 203, respectivamente), L15 (SEQ ID
NO: 204, 205 y 206, respectivamente), L4 (SEQ ID NO: 207, 208 y 209, respectivamente), L18 (SEQ ID NO: 210,
211y 212, respectivamente), L5 (SEQ ID NO: 213, 214 y 215, respectivamente), L19 (SEQ ID NO: 216, 217 y 218,
respectivamente), L8 (SEQ ID NO: 219, 220, y 221, respectivamente), L23 (SEQ ID NO: 222, 223 y 224, respectiva-
mente), L9 (SEQ ID NO: 225, 226 y 227, respectivamente), L24 (SEQ ID NO: 228, 229 y 230, respectivamente), L11
(SEQ ID NO: 231, 232 y 233, respectivamente) o L12 (SEQ ID NO: 234, 235 y 236, respectivamente).

La presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo como se
describe en esta memoria que retiene la misma actividad que el anticuerpo no humanizado paterno o como un
anticuerpo quimérico que comprende regiones variables del anticuerpo no humanizado paterno y una regién Fc
humana. El anticuerpo no humanizado paterno es usualmente un anticuerpo murino, en particular un anticuerpo
murino NMC-4. El anticuerpo quimérico que comprende regiones variables del progenitor no humanizado es
usualmente un anticuerpo que comprende regiones variables de un anticuerpo murino, en particular de un
anticuerpo murino NMC-4 y una region Fc humana. Como region Fc humana se utilizan preferiblemente las regiones
Fc humanas que se describen en la presente solicitud.

La actividad del anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo como se describe en esta memoria, del
anticuerpo no humanizado paterno y del anticuerpo quimérico puede medirse como actividad de aglutinacion de las
plaquetas inducida por ristocetina por determinacion de la actividad CEsp como se describe en el Ejemplo 1. Un
anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo como se describe en esta memoria puede considerarse
que retiene la misma actividad del anticuerpo paterno no humanizado o del anticuerpo quimérico cuando la actividad
CEsp del anticuerpo humanizado o fragmento del mismo como se describe en esta memoria es idéntica a la actividad
CEso 0 es diferente (v.g., mayor o menor) de la actividad CEsy del anticuerpo no humanizado paterno o del
anticuerpo quimérico.

En una realizacion preferida de la presente descripcion, el anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
como se describe en esta memoria comprende adicionalmente una regién marco de cadena pesada de un
anticuerpo humano, en donde la region marco de cadena pesada humana no comprende uno o mas residuos
murinos.

En una realizacion preferida adicional de la presente descripcion, el anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion
del mismo como se describe en esta memoria comprende adicionalmente una regiéon marco de cadena ligera de un
anticuerpo humano, en donde la region marco de cadena ligera humana no comprende uno o mas residuos murinos.

Una “region marco de cadena pesada humana que no comprende uno o mas residuos murinos” o “una regién marco
de cadena ligera humana que no comprende uno o mas residuos murinos” se refiere a una regiéon marco de cadena
pesada o ligera humana que no comprende uno o mas residuos murinos que existen Unicamente en los murinos,
v.g. no comprende retromutaciones a residuos que existen Unicamente en murinos y que no existen en humanos.
Regiones marco de cadena pesada o ligera humana que contienen residuos humanos que existen también en
murinos no estan excluidas por esta definicion. Asimismo, una region marco de cadena pesada o ligera humana de
la cual un residuo se ha mutado a un residuo humano comun, v.g. a un residuo comun a la mayoria de las regiones
marco humanas pero que existe también en murinos no esta excluida por esta definicion.

En el caso de las realizaciones de la presente descripcion en las que regiones marco de cadena ligera o pesada de
anticuerpos humanos comprenden adicionalmente uno o mas residuos murinos, las mismas comprenden
usualmente 10 o menos, preferiblemente 9 o menos, mas preferiblemente 8 0 menos, alin mas preferiblemente 7 o
menos, muy preferiblemente 6 o menos, en particular 5 o0 menos, de modo mas particular 4 o menos, ain mas
particularmente 3 o menos, muy particularmente 2 o menos, y del modo mas particularmente preferido 1 solo residuo
murino.

La presente descripcion proporciona un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humano o fragmento de
fijaciéon del mismo especifico para VWF que comprende una secuencia de region variable de cadena pesada como
se indica en SEQ ID NO: 19 y una secuencia de region variable de cadena ligera como se indica en SEQ ID NO: 28.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2495092 T3

La presente descripcion proporciona un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humanizado o fragmento
de fijacion del mismo especifico para vVWF que comprende una secuencia de cadena pesada como se indica en SEQ
ID NO: 237 y una secuencia de cadena ligera como se indica en SEQ ID NO: 238.

La presente descripcidon proporciona también un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humanizado o
fragmento de fijacion del mismo especifico para VWF que comprende regiones CDR correspondientes a las CDRs
presentes en el anticuerpo murino NMC-4, una regién marco de cadena pesada correspondiente a la region marco
presente en la region variable del anticuerpo humano AAC8165.1 (SEQ ID NO: 4) y una regién marco de cadena
ligera correspondiente a la regién marco presente en la region variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEQ ID
NO: 6).

La presente descripcidon proporciona también un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humanizado o
fragmento del mismo especifico para VWF humano que comprende: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7),
HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9) y una regién
marco de cadena pesada de la regién variable del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4). Una secuencia
de nucledtidos de una regidon marco de cadena pesada humana ilustrativa se indica en SEQ ID NO: 116.

La presente descripcidon proporciona también un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humanizado o
fragmento de fijacién del mismo especifico para VWF que comprende las CDRs de cadena ligera LCDR1:
SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12) y
una regiéon marco de cadena ligera de la region variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6). Una
secuencia de nucleotidos de una regidon marco de cadena ligera humana ilustrativa se indica en SEQ ID NO: 117.

La presente descripcidén proporciona también un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humanizado o
fragmento de fijacion del mismo especifico para VWF que comprende una de las regiones variables de cadena pe-
sada siguientes: H2 (SEQ ID NO: 13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID
NO: 17), H8 (SEQ ID NO: 18), H9 (SEQ ID NO: 19), H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO:
22), H15 (SEQ ID NO: 145) o H16 (SEQ ID NO: 146).

La presente descripcidén proporciona también un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humanizado o
fragmento de fijacion del mismo especifico para vVWF que comprende una de las regiones variables de cadena ligera
siguientes: L5 (SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID NO: 24), L6 (SEQ ID NO: 25), L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO:
27), L9 (SEQ ID NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29) o L11 (SEQ ID NO: 30).

La presente descripcidén proporciona también un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo humanizado o
fragmento de fijacion del mismo especifico para VWF que comprende una de las regiones variables de cadena pe-
sada siguientes: H2 (SEQ ID NO: 13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID
NO: 17), H8 (SEQ ID NO: 18), H9 (SEQ ID NO: 19), H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO:
22),H15 (SEQ ID NO: 145) 0 H16 (SEQ ID NO: 146) y una de las regiones variables de cadena ligera siguientes : L5
(SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID NO: 24), L6 (SEQ ID NO: 25), L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ ID
NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29) o L11 (SEQ ID NO: 30).

La presente descripcién proporciona también un acido nucleico aislado que comprende la secuencia de acido
nucleico codificante de cadena ligera del vector GS264 tal como fue depositada en un microorganismo con DSMZ en
fecha 23 de enero de 2008, que tiene el No. de acceso DSM 21059.

La presente descripcién proporciona también un acido nucleico aislado que comprende la secuencia de acido
nucleico codificante de cadena pesada del vector GS265 como fue depositada en un microorganismo con DSMZ en
fecha 23 de enero de 2008, que tiene el No. de acceso DSM21060.

Asi pues, la presente descripcion proporciona también un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
especifico para VWF codificado por la secuencia de acido nucleico codificante de cadena ligera del vector GS264 y
por la secuencia de acido nucleico codificante de cadena pesada del vector GS265.

La presente descripcion proporciona un vector que comprende un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo
humanizado o fragmento de fijacién del mismo especifico para VWF que comprende una secuencia de region
variable de cadena pesada como se indica en SEQ ID NO: 19 y una secuencia de regién variable de cadena ligera
como se indica en SEQ ID NO: 28.

La presente descripcidon proporciona un vector que comprende un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo
humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para VWF que comprende una secuencia de cadena
pesada como se indica en SEQ ID NO: 237 y una secuencia de cadena ligera como se indica en SEQ ID NO: 238.

La presente descripcion proporciona también un vector que comprende un acido nucleico que codifica un anticuerpo
humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para VWF humano que comprende regiones CDR
correspondientes a las CDRs presentes en el anticuerpo murino NMC-4, una regién marco de cadena pesada
correspondiente a la regidon marco en la region variable del anticuerpo humano AAC18165-1 (SEQ ID NO: 4) y una
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region marco de cadena ligera correspondiente a la regién marco en la region variable del anticuerpo humano
AAK94808 (SEQ ID NO: 6).

La presente descripcion proporciona también un vector que comprende un acido nucleico que codifica un anticuerpo
humano o fragmento de fijacion del mismo especifico para vVWF humano que comprende: HCDR1: GFSLTDYGVD
(SEQ ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9)
y una region marco de cadena pesada de la region variable del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO 4).

La presente descripcion proporciona también un vector que comprende un acido nucleico que codifica un anticuerpo
humanizado o fragmento de fijacién del mismo especifico para VWF humano que comprende: las CDRs de cadena
ligera LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT
(SEQ ID NO: 12) y una regiéon marco de cadena ligera de la region variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEQ
ID NO: 6).

La presente descripcion proporciona también un vector que comprende un acido nucleico que codifica un anticuerpo
humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para VWF humano que comprende una de las regiones
variables de cadena pesada siguientes: H2 (SEQ ID NO: 13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID
NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 17), H8 (SEQ ID NO: 18), H9 (SEQ ID NO: 19), H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO:
21), H14 (SEQ ID NO: 22), H15 (SEQ ID NO: 145) o H16 (SEQ ID NO: 146).

La presente descripcion proporciona también un vector que comprende un acido nucleico que codifica un anticuerpo
humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para VWF humano que comprende una de las regiones
variables de cadena ligera siguientes: L5 (SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID NO: 24), L6 (SEQ ID NO: 25), L7 (SEQ ID
NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ ID NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29) o L11 (SEQ ID NO: 30).

La presente descripcion proporciona también un vector que comprende un acido nucleico que codifica un anticuerpo
humanizado o fragmento de fijacién del mismo especifico para VWF que comprende una de las regiones variables
de cadena pesada siguientes: H2 (SEQ ID NO: 13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16),
H7 (SEQ ID NO: 17), H8 (SEQ ID NO: 18), H9 (SEQ ID NO: 19), H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14
(SEQ ID NO: 22), H15 (SEQ ID NO: 145) o H16 (SEQ ID NO: 146) y una de las regiones variables de cadena ligera
siguientes : L5 (SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID NO: 24), L6 (SEQ ID NO: 25), L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO:
27), L9 (SEQ ID NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29) o L11 (SEQ ID NO: 30).

La presente descripcion proporciona también un vector que comprende un acido nucleico aislado que comprende la
secuencia de acido nucleico codificante de la cadena ligera del vector GS264 como esta depositado en un
microorganismo con DSMZ en fecha 23 de enero de 2008, que tiene el nimero de acceso DSM 21059.

La presente descripcion proporciona también un vector que comprende un acido nucleico aislado que comprende la
secuencia de acido nucleico codificante de la cadena pesada del vector GS265 como esta depositado en un
microorganismo con DSMZ en fecha 23 de enero de 2008, que tiene el numero de acceso NO DSM 21060.

La presente descripcidon proporciona una célula hospedadora que comprende un acido nucleico que codifica un
anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para VWF que comprende una secuencia de
region variable de cadena pesada como se indica en SEQ ID NO: 19 y una secuencia de region variable de cadena
ligera como se indica en SEQ ID NO: 28.

La presente descripcidon proporciona una célula hospedadora que comprende un acido nucleico que codifica un
anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para VWF que comprende una secuencia de
cadena pesada como se indica en SEQ ID NO: 237 y una secuencia de cadena ligera como se indica en SEQ ID
NO: 238.

La presente descripcion proporciona también una célula hospedadora que comprende un acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para vVWF que comprende regiones
CDR correspondientes a las CDRs presentes en el anticuerpo murino NMC-4, una region marco de cadena pesada
que corresponde a la regidon marco en la region variable del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4) y una
region marco de cadena ligera correspondiente a la regién marco en la region variable del anticuerpo humano
AAK94808 (SEQ ID NO: 6).

La presente descripcion proporciona también una célula hospedadora que comprende un acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de fijaciéon del mismo especifico para vVWF que comprende: HCDR1:
GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY
(SEQ ID NO: 9) y una region marco de cadena pesada de la region variable del anticuerpo humano AAC18165.1
(SEQ ID NO: 4).

La presente descripcion proporciona también una célula hospedadora que comprende un acido nucleico aislado que

codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para vVWF humano que comprende:
cadena ligera CDRs LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y LCDRaS:
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QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12) y una la regién marco de cadena ligera de la region variable del anticuerpo humano
AAK94808 (SEQ ID NO: 6).

La presente descripcion proporciona también una célula hospedadora que comprende un acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacién del mismo especifico para vVWF humano que comprende
una de las regiones variables de cadena pesada siguientes: H2 (SEQ ID NO: 13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID
NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 17), H8 (SEQ ID NO: 18), H9 (SEQ ID NO: 19), H12 (SEQ ID NO:
20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO: 22), H15 (SEQ ID NO: 145) o H16 (SEQ ID NO: 146).

La presente descripcion proporciona también una célula hospedadora que comprende un acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacién del mismo especifico para VWF que comprende una de
las regiones variables de cadena ligera siguientes: L5 (SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID NO: 24), L6 (SEQ ID NO: 25),
L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ ID NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29) o L11 (SEQ ID NO: 30).

La presente descripcion proporciona también una célula hospedadora que comprende un acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacién del mismo especifico para vVWF humano que comprende
una de las regiones variables de cadena pesada siguientes: H2 (SEQ ID NO: 13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID
NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 17), H8 (SECT ID NO: 18), H9 (SEQ ID NO: 19), H12 (SEQ ID NO:
20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO: 22), H15 (SEQ ID NO: 145) o H16 (SEQ ID NO: 146) y una de las
regiones variables de cadena ligera siguientes : L5 (SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID NO: 24), L6 (SEQ ID NO: 25), L7
(SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ ID NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29) o L11 (SEQ ID NO: 30).

La presente descripcion proporciona también una célula hospedadora que comprende un acido nucleico aislado que
comprende la secuencia de acido nucleico codificante de la cadena ligera del vector GS264 como esta depositado
en un microorganismo con DSMZ en fecha 23 de enero de 2008, teniendo el numero de acceso DSM 21059.

La presente descripcion proporciona también una célula hospedadora que comprende un acido nucleico aislado que
comprende la secuencia de acido nucleico codificante de la cadena pesada del vector GS265 como esta depositada
en un microorganismo con DSMZ en fecha 23 de enero de 2008, teniendo el nimero de acceso DSM 21060.

La presente descripcion proporciona también métodos para producir un anticuerpo humanizado o fragmento de
fijacion del mismo especifico para vVWF que comprende cultivar las células hospedadoras de la presente descripcion
de tal manera que el acido nucleico se exprese y se produzca el anticuerpo. Métodos para producir el anticuerpo
vWF humanizado o fragmento de fijacién del mismo de la presente descripcion pueden comprender adicionalmente
recuperar el anticuerpo del cultivo de células hospedadoras. En algunas realizaciones, el anticuerpo puede
recuperarse del medio de células hospedadoras. En algunas realizaciones, antes del cultivo, la célula hospedadora
puede someterse a co-transfeccion con un vector que comprende acido nucleico codificante de una region variable
de cadena pesada y con un vector que comprende acido nucleico codificante de una regién variable de cadena
ligera.

La presente descripcion proporciona composiciones que comprenden un anticuerpo humanizado o fragmento de
fijacion del mismo especifico para vVWF que comprende una secuencia de la region variable de cadena pesada como
se indica en SEQ ID NO: 19, y una secuencia de la region variable de cadena ligera como se indica en SEQ ID NO:
28.

La presente descripcion proporciona composiciones que comprenden un anticuerpo humanizado o fragmento de
fijacion del mismo especifico para VWF que comprende una secuencia de region variable de cadena pesada como
se indica en SEQ ID NO: 19, y una secuencia de region variable de cadena ligera como se indica en SEQ ID NO: 28
y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente descripcion proporciona composiciones que comprenden un anticuerpo humanizado o fragmento de
fijacion del mismo especifico para vVWF que comprende una secuencia de cadena pesada como se indica en SEQ ID
NO: 237, y una secuencia de cadena ligera como se indica en SEQ ID NO: 238.

La presente descripcion proporciona composiciones que comprenden un anticuerpo humanizado o fragmento de
fijacion del mismo especifico para vVWF que comprende una secuencia de cadena pesada como se indica en SEQ ID
NO: 237, y una secuencia de cadena ligera como se indica en SEQ ID NO: 238 y un portador farmacéuticamente
aceptable.

La presente descripcion proporciona composiciones que comprenden un anticuerpo humanizado o fragmento de
fijacion del mismo especifico para el factor von Willebrand humano (VWWF) que comprende regiones CDR
correspondientes a las CDRs presentes en el anticuerpo murino NMC-4, una regién marco de cadena pesada
correspondiente a la region marco en la region variable del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4) y una
region marco de cadena ligera correspondiente a la regién marco en la region variable del anticuerpo humano
AAK94808 (SEQ ID NO: 6) y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente descripcidon proporciona también composiciones que comprenden un anticuerpo humanizado o
fragmento de fijacién del mismo especifico para VWF que comprende: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7),
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HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9), una regién
marco de cadena pesada de la region variable del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4) y un portador
farmacéuticamente aceptable.

La presente descripcion proporciona composiciones que comprenden un anticuerpo humanizado o fragmento de
fijacion del mismo especificos para VWF que comprenden las CDRs de cadena ligera, LCDR1: SASQDINKYLN
(SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12), una regién marco
de cadena ligera de la region variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6) y un portador
farmacéuticamente aceptable.

La presente descripcion proporciona composiciones que comprenden un anticuerpo humanizado o fragmento de
fijacion del mismo especifico para vVWF que comprende: CDRs de cadena pesada: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID
NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9); cadena
ligera CDRs: LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y LCDRS:
QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12); opcionalmente una region marco de cadena ligera de la region variable del
anticuerpo humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6) y/o una region marco de cadena pesada de la region variable del
anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4) y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente descripcion proporciona también composiciones que comprenden un anticuerpo humanizado o fragmen-
to de fijacion del mismo especifico para VWF que comprende una de las regiones variables de cadena pesada si-
guientes: H2 (SEQ ID NO: 13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO:
17), H8 (SEQ ID NO: 18), H9 (SEQ ID NO: 19), H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO: 22),
H15 (SEQ ID NO: 145) o H16 (SEQ ID NO: 146) y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente descripcion proporciona composiciones que comprenden un anticuerpo humanizado o fragmento de
fijacion del mismo especifico para VWF que comprende una de las regiones variables de cadena ligera siguientes:
L5 (SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID NO: 24), L6 (SEQ ID NO: 25), L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ
ID NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29) o L11 (SEQ ID NO: 30) y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente descripcion proporciona también composiciones que comprenden un anticuerpo humanizado o fragmen-
to de fijacion del mismo especifico para VWF que comprende una de las regiones variables de cadena pesada si-
guientes: H2 (SEQ ID NO: 13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO:
17), H8 (SEQ ID NO: 18), H9 (SEQ ID NO: 19), H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO: 22),
H15 (SEQ ID NO: 145) o H16 (SEQ ID NO: 146); una de las regiones variables de cadena ligera siguientes : L5
(SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID NO: 24), L6 (SEQ ID NO: 25), L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ ID
NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29) o L11 (SEQ ID NO: 30) y un portador farmacéuticamente aceptable.

Se proporcionan también composiciones que comprenden un primer anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion
del mismo como se describe en esta memoria y un segundo anticuerpo que se fija al dominio A1 de vVWF. En
algunas realizaciones, el segundo anticuerpo es AJW-200.

La presente descripcion proporciona también métodos para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
VWF (v.g., una enfermedad o trastorno trombético) en un individuo (v.g., un humano), comprendiendo el método
administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion
del mismo especifico para vVWF humano que comprende una secuencia de region variable de cadena pesada como
se indica en SEQ ID NO: 19 y una secuencia de la region variable de cadena ligera como se indica en SEQ ID NO:
28.

La presente descripcion proporciona también métodos para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
VWF (v.g., una enfermedad o trastorno trombético) en un individuo (v.g., un humano), comprendiendo el método
administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion
del mismo especifico para VWF que comprende una secuencia de cadena pesada como se indica en SEQ ID NO:
237 y una secuencia de cadena ligera como se indica en SEQ ID NO: 238.

La presente descripcion proporciona también métodos para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
VWF (v.g., una enfermedad o trastorno trombético) en un individuo (v.g., un humano), comprendiendo el método
administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion
del mismo especifico para VWF que comprende regiones CDR correspondientes a las CDRs presentes en el
anticuerpo murino NMC-4, una regiéon marco de cadena pesada correspondiente a la region marco en la region
variable del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4) y una region marco de cadena ligera correspondiente a
la region marco en la regién variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6).

La presente descripcion proporciona también métodos para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
VWF (v.g., una enfermedad o trastorno trombético) en un individuo (v.g., un humano), que comprende administrar al
individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo
especifico para VWF que comprende: HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS
(SEQ ID NO: 8) y HCDR3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9) y una regidon marco de cadena pesada de la regién
variable del anticuerpo humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4).
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La enfermedad o trastorno trombético puede ser una enfermedad cardiovascular o trastornos cerebrovasculares
tales como ataque isquémico. En algunas realizaciones, la enfermedad cardiovascular es ateroesclerosis,
restenosis, angina, infarto agudo de miocardio, sindrome coronario agudo o trastornos cardiovasculares asociados
con diabetes. En algunas realizaciones, la enfermedad trombdtica es inflamacion vascular, trombosis venosa,
enfermedad de células falciformes, rechazo de xenoinjertos, enfermedad vascular periférica, purpura
trombocitopénica trombdtica, fibrosis quistica, demencia vascular, enfermedad de Raynaud, artritis reumatoide o
diabetes. En algunas realizaciones, los trastornos cerebrovasculares pueden incluir ataque isquémico, resultante de
infartos en las arterias cerebrales asi como infartos lacunares pequefios, y demencia vascular. Los anticuerpos vWF
humanizados pueden utilizarse también para prevencién de ataques recurrentes o iniciacion de ataques
desencadenados por inflamacién cerebrovascular.

En algunas realizaciones, la enfermedad o trastorno trombaético puede incluir cancer.

La presente descripcién proporciona métodos para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por VWF
(v.g., una enfermedad o trastorno trombético) en un individuo (v.g., un humano), que comprende administrar al indi-
viduo una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especi-
fico para VWF que comprende las CDRs de cadena ligera LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2:
YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12) y una la regiéon marco de cadena ligera de la
region variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6) y una regidon marco de cadena ligera de la region
variable del anticuerpo humano AAK94808 (SEQ ID NO: 6).

La presente descripcion proporciona también métodos para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
vWF (v.g., una enfermedad o trastorno trombético) en un individuo (v.g., un humano), que comprende: administrar al
individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado o fragmento del mismo especifico para
vWF que comprende una de las regiones variables de cadena pesada siguientes: H2 (SEQ ID NO: 13), H4 (SEQ ID
NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 17), H8 (SEQ ID NO: 18), H9 (SEQ ID NO: 19),
H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO: 22), H15 (SEQ ID NO: 145) o H16 (SEQ ID NO:
146).

La presente descripciéon proporciona métodos para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por VWF
(v.g., una enfermedad o trastorno trombotico) en un individuo (v.g., un humano), que comprende: administrar al indi-
viduo una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especi-
fico para VWF que comprende una de las regiones variables de cadena ligera siguientes: L5 (SEQ ID NO: 23), L4
(SEQ ID NO: 24), L6 (SEQ 10 NO: 25), L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ ID NO: 28), L10 (SEQ ID
NO: 29) o L11 (SEQ ID NO: 30).

La presente descripcion proporciona también métodos para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
vWF (v.g., una enfermedad o trastorno trombético) en un individuo (v.g., un humano), que comprende: administrar al
individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado o fragmento del mismo, especifico
para VWF que comprende una de las regiones variables de cadena pesada siguientes H2 (SEQ ID NO: 13), H4
(SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ 10 NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 17), H8 (SEQ ID NO: 18), H9 (SEQ ID
NO: 19), H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO: 22), H15 (SEQ ID NO: 145) o H16 (SEQ ID
NO: 146); y una de las regiones variables de cadena ligera siguientes : L5 (SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID NO: 24), L6
(SEQ ID NO: 25), L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ ID NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29) o L11 (SEQ
ID NO: 30).

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado carece de funcién efectora. En algunas realizaciones, el
anticuerpo humanizado comprende una region Fc derivada de IgG 4.

La presente descripcion proporciona un anticuerpo humano o fragmento de fijacion del mismo especifico descrito
para el factor von Willebrand (VWF), que puede administrarse en una cantidad terapéuticamente eficaz desde
aproximadamente 1 a aproximadamente 250 veces el valor DEqg sin causar signos clinicos significativos de
hemorragia. Preferiblemente, el anticuerpo humano o fragmento de fijacién del mismo es especifico para el dominio
A1 de VWF humano. Mas preferiblemente, el anticuerpo humano o fragmento de fijacion del mismo especifico para
vWF es un anticuerpo humanizado o un fragmento de fijacion del mismo especifico para vWF.

La presente descripciéon proporciona también un método para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado
por VWF por administracion a un individuo, preferiblemente un humano, de una cantidad terapéuticamente eficaz del
anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo como se describe en esta memoria desde
aproximadamente 0,001 a aproximadamente 100 mg/kg, con preferencia desde aproximadamente 0,002 a
aproximadamente 20 mg/kg, de modo mas preferible desde aproximadamente 0,002 a aproximadamente 10 mg/kg,
de modo mas preferible desde aproximadamente 0,002 a aproximadamente 0,4 mg/kg, de modo mas preferible
desde aproximadamente 0,005 a aproximadamente 0,2 mg/kg, y de modo muy preferible desde aproximadamente
0,01 a aproximadamente 0,1 mg/kg.

La presente descripciéon proporciona también un método para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado
por VWF por administracién a un individuo que se encuentra en necesidad de ello, de una cantidad terapéuticamente
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eficaz del anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo descrito en esta memoria de una cantidad que
oscila desde aproximadamente 1 a aproximadamente 250 veces el valor DEig, con preferencia desde
aproximadamente 1 a aproximadamente 200 veces el DE1qo, y de modo mas preferible desde aproximadamente 1 a
aproximadamente 100 veces el DE 1.

La presente descripcion proporciona también un método para tratar una enfermedad o trastorno mediado por VWF
por administracién de una o multiples sub-dosis de una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo humanizado
o fragmento de fijacion del mismo descrito en esta memoria a un individuo que se encuentra en necesidad de dicho
tratamiento.

La presente descripciéon proporciona también un método para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado
por VWF por administracién subcutanea de una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo humanizado o
fragmento de fijacion del mismo descrito en esta memoria a un individuo que se encuentra en necesidad de dicho
tratamiento.

La presente descripciéon proporciona también un método para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado
por VWF por administracién intravenosa de una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo humanizado o
fragmento de fijacion del mismo descrito en esta memoria a un individuo que se encuentra en necesidad de dicho
tratamiento.

La presente descripciéon proporciona también un método para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado
por VWF por administracién intravenosa de una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo humanizado o
fragmento de fijacion del mismo descrito en esta memoria en serie 0 en combinaciéon con tratamientos radiolégicos
(v.g., irradiacion o introduccion de sustancias radiactivas - tales como aquéllas a las que se hace referencia en UICC
(Ed.), Klinische Onkologie, Springer-Verlag (1982)) a un individuo que se encuentra en necesidad de dicho
tratamiento.

Aunque cualesquiera métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en esta memoria pueden
utilizarse en la practica o los ensayos de la presente descripcion, se describen los métodos y materiales preferidos.

Producciéon de Anticuerpos del Factor von Willebrand Humanizados

Se proporcionan métodos para producir un anticuerpo del factor von Willebrand (vVWF) humanizado (v.g., NMC-4
murino) o fragmento de fijacion del mismo. Un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacién del mismo especifico
para VWF puede producirse por transferencia de una o mas CDRs o porciones de las mismas de las regiones VH y/o
VL de un animal no humano (v.g., ratén) a una o mas regiones marco de regiones VH y/o VL humanas.
Opcionalmente, los residuos marco humanos asi presentes en las regiones VH y/o VL pueden reemplazarse por
residuos no humanos (v.g., de raton) correspondientes cuando se necesitan o se desean para mantener afinidad de
fijacion. Opcionalmente, los residuos de aminoacidos no humanos presentes en las CDRs pueden reemplazarse con
residuos humanos.

Las clasificaciones de marcos y CDRs que se describen en esta memoria (excepto HFR1 y HCDR1) estan basadas
en el sistema de numeracion de Kabat. En esta definicién, las CDRs de la cadena pesada contienen los residuos 31-
35 (HCDR1), 50-65 (HCDR2) y 95-102 (HCDRS3); las de la cadena ligera se definen como constituidas por los
residuos 24-34 (LCDR1), 50-56 (LCDR2) y 89-97 (LCDR3). Las regiones marco en VH (v.g., regién marco 1 de
cadena pesada (HFR1), regién marco 2 de cadena pesada (HFR2), regién marco 3 de cadena pesada (HFR3) y/o
region marco 4 de cadena pesada (HFR4)) se definen estando constituidas por los residuos 1-30 (HFR1), 36-49
(HFR2), 66-94 (HFR3); y 103-113 (HFRA4); las que se encuentran en VL contienen los residuos 1-23 (LFR1), 35-49
(LFR2), 57-88 (LFR3) y 98-107 (LFR4) (Wu y Kabat, 1970 J. Exp. Med. 132: 211). Sin embargo, basandose en la
estructura de las CDRs, Chothia definié la CDR1-H indicando que comprendia los residuos 26-32 (Chothia et al.,
1992 J. Mol. Biol. 227: 799). La definicion de AbM (modelizacion de anticuerpo) es un compromiso entre las dos
utilizadas por el software de modelizacién de anticuerpos AbM de Oxford Molecular, en el cual la CDR1-H contiene
los residuos 26-35. Esta es la definicion utilizada para los métodos de humanizacion descritos en esta memoria que
utilizan NMC-4.

Un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo especifico para el factor von Willebrand (VWF) puede
producirse por transferencia de regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) de la cadena pesada de
NMC-4 a una regién marco de cadena pesada correspondiente a la regién marco en la regién variable del anticuerpo
humano AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4); y transferencia las CDRs de la cadena ligera de NMC-4 a una regidon marco
de cadena ligera correspondiente a la regiéon marco en la region variable del anticuerpo humano AAK24808 (SEQ ID
NO: 6).

Un anticuerpo humanizado especifico para vVWF puede producirse también por transferencia de una o mas CDRs de
cadena pesada (v.g., HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y
HCDRS3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9)) desde la NMC-4 murina a una regiéon marco humana (v.g., de la
regién variable de AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4).
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Un anticuerpo humanizado especifico para VWF puede producirse también por transferencia de una o mas CDRs de
cadena ligera (v.g., LCDR1: SASQDINKYLN (SEQ ID NO:10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO:11) y LCDRaS:
QQYEKLPWT (SEQ ID NO:12) a una regidon marco humana (v.g., de la regién variable de AAK94808 (SEQ ID NO:

6)).

Un anticuerpo humanizado especifico para VWF puede producirse también por transferencia de una o mas CDRs de
cadena pesada (v.g., HCDR1: GFSLTDYGVD (SEQ ID NO: 7), HCDR2: MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) y
HCDRS3: DPADYGNYDYALDY (SEQ ID NO: 9)) de NMC-4 murino a una regién marco humana (v.g., la region varia-
ble de ACC18165.1.1 (SEQ ID NO: 4)), y transferencia de una o mas CDRs de cadena ligera (v.g., LCDR1:
SASQDINKYLN (SEQ ID NO: 10), LCDR2: YTSSLHS (SEQ ID NO: 11) y LCDR3: QQYEKLPWT (SEQ ID NO: 12)) a
una region marco humana (v.g., de la region variable de AAK93808 ( SEQ ID NO: 6)).

Un anticuerpo humanizado especifico para vVWF puede producirse por transferencia de una region variable de cade-
na pesada modificada que comprende CDR’s presentes en NMC-4 y regiones marco humanas (v.g., (v.g., H2 (SEQ
ID NO: 13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 17), H8 (SEQ ID NO:
18), H9 (SEQ ID NO: 19), H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO: 22), H15 (SEQ ID NO:
145) 0 H16 (SEQ ID NO: 146)) a una region constante humana.

Un anticuerpo humanizado especifico para VWF puede producirse también por transferencia de una region variable
de cadena ligera modificada que comprende las CDR’s presentes en NMC-4 y regiones marco humanas (v.g., L5
(SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID NO: 24), L6 (SEQ ID NO: 25), L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ ID
NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29) o L11 (SEQ ID NO: 30) a una region constante humana.

Un anticuerpo humanizado especifico para vVWF puede producirse por transferencia de una region variable de cade-
na pesada modificada que comprende CDRs presentes en NMC-4 y regiones marco humanas (v.g., H2 (SEQ ID NO:
13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 17), H8 (SEQ ID NO: 18), H9
(SEQ ID NO: 19), H12 (SEQ ID NO: 20), H13 (SEQ ID NO: 21), H14 (SEQ ID NO: 22), H15 (SEQ ID NO: 145) o H16
(SEQ ID NO: 146) a una regién constante humana; y una regién variable de cadena ligera modificada que compren-
de CDR’s presentes en NMC-4 y regiones marco humanas (v.g., L5 (SEQ ID NO: 23), L4 (SEQ ID NO: 24), L6 (SEQ
ID NO: 25), L7 (SEQ ID NO: 26), L8 (SEQ ID NO: 27), L9 (SEQ ID NO: 28), L10 (SEQ ID NO: 29) o L11 (SEQ ID NO:
30) a una region constante humana.

En un intento para reducir adicionalmente la antigenicidad de los anticuerpos humanizados, pueden cambiarse (v.g.,
sustituirse) los residuos en las CDRs (v.g., residuos murinos) en lugar de un residuo de aminoacido humano. Por
ejemplo, el anticuerpo humanizado puede comprender una o mas sustituciones F27G, L29I, T30S y/o V34W en
HCDR1. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender una o mas sustituciones S61P y/o
A62S en HCDR2. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender una o mas sustituciones
S24Q, N30S y/o K31N en LCDRA1. En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender una o
mas sustituciones, por ejemplo Y50D, T51A, S53N, H55E y/o S56T, en LCDR2. En algunas realizaciones, el
anticuerpo humanizado puede comprender una o mas sustituciones F27G, L29I, T30S y/o V24W en HCDR1; una o
mas sustituciones E61P y/o A62S en HCDRZ2; una o mas sustituciones S24Q, N30S y/o K31N en LCDR1; y una o
mas sustituciones Y50D, T51A, S53N, H55E y/o S56T, en LCDR2.

Se contemplan diversas formas del anticuerpo humanizado. Por ejemplo, el anticuerpo humanizado puede ser un
fragmento de anticuerpo, tal como un Fab, que esta conjugado opcionalmente con uno o mas agentes citotoxicos a
fin de generar un inmunoconjugado. Alternativamente, el anticuerpo humanizado o anticuerpo madurado por afinidad
puede ser un anticuerpo intacto, tal como un anticuerpo IgG1 intacto.

Se han desarrollado diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo de anticuerpos humanizados.
Tradicionalmente, estos fragmentos se derivaban por digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véase, v.g.,
Morimoto et al., Journal of Biochemical y Biophysical Methods, 24: 107-117 (1992); y Brennan et al., Science, 229:81
(1985)). Sin embargo, estos fragmentos pueden ser producidos ahora directamente por células hospedadoras
recombinantes. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo pueden aislarse a partir de las bibliotecas de fago de
anticuerpos expuestas anteriormente. Alternativamente, pueden recuperarse directamente fragmentos Fab'-SH a
partir de E. coliy acoplarse quimicamente para formar fragmentos F(ab'), (Carter et al., Bio/Technology, 10: 163-167
(1992)). De acuerdo con otro enfoque, pueden aislarse fragmentos F(ab'), directamente a partir de cultivo de células
hospedadoras recombinantes. Otras técnicas para la produccién de fragmentos de anticuerpo seran evidentes para
el técnico experto. En ofras realizaciones, el anticuerpo de eleccion es un fragmento Fv monocatenario (scFv).
Véase WO 1993/16185; Patente U.S. No 5.571.894; y Patente U.S. No 5.587.458. El fragmento de anticuerpo puede
ser también un "anticuerpo lineal", v.g., como se describe en la Patente U.S. No 5.641.870, por ejemplo.

De acuerdo con un enfoque diferente, dominios variables de anticuerpo con las especificidades de fijacion deseadas
(sitios de combinacion anticuerpo-antigeno) pueden fusionarse a las secuencias de dominio constante de
inmunoglobulinas. La fusion tiene lugar preferiblemente con un dominio constante de cadena pesada de
inmunoglobulina, que comprende al menos parte de las regiones bisagra, CH2 y CH3. Se prefiere tener la primera
region constante de cadena pesada (CH1) que contiene el sitio necesario para la fijacién de la cadena ligera,
presente en al menos una de las fusiones. DNAs que codifican las fusiones de cadena pesada de inmunoglobulina y,
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en caso deseado, la cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresion separados, y se co-
transfectan a un organismo hospedador adecuado. Esto proporciona flexibilidad en el ajuste de las proporciones
mutuas de los tres fragmentos polipeptidicos en realizaciones en las que ratios desiguales de las tres cadenas
polipeptidicas utilizadas en la construccién proporcionan rendimientos optimizados. No obstante, es posible insertar
las secuencias codificantes para las dos o tres cadenas polipeptidicas en un solo vector de expresion cuando la
expresion de al menos dos cadenas polipeptidicas en ratios iguales da como resultado rendimientos altos o cuando
las ratios no tienen significacion particular alguna.

La descripcion se refiere también a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo conjugado a un agente
citotoxico tal como un agente quimioterapéutico, toxina (v.g., una toxina de molécula pequefia o una toxina
enzimaticamente activa de procedencia bacteriana, fungica, vegetal o animal, con inclusion de fragmentos y/o
variantes de las mismas), o un isétopo radiactivo (es decir, un radioconjugado).

La presente descripcion contempla adicionalmente un inmunoconjugado formado entre un anticuerpo y un
compuesto con actividad nucleolitica (v.g., una ribonucleasa o una DNA-endonucleasa tal como una
desoxirribonucleasa; DNasa).

Estan disponibles una diversidad de is6topos radiactivos 1para la g)roduccic')n de anticuerpos de VWF humanizados
radioconjugados. Ejemplos incluyen AtZ”, Im, I125, Ygo, Re'® Re'® , Sm153, Bim, P¥2e isétopos radiactivos de Lu.

Conjugados del anticuerpo y un agente citotoxico pueden producirse utilizando una diversidad de agentes de
acoplamiento de proteinas bifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridiltitiol)-propionato (SPDP), succinimidil-4-
(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato, iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de iminoésteres (tales como
adipimidato de dimetilo HCI), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como
aldehido glutarico), compuestos bis-azido (tales como bis(p-azidobenzoil)-hexanodiamina), derivados de bis-diazonio
(tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilenodiamina), diisocianatos (tales como tolileno-2,6-diisocianato), vy
compuestos de fluor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, puede prepararse una
inmunotoxina de ricina como se describe en Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-
3-metildietileno-triaminapentaacético marcado con carbono 14 (MX-DTPA) es un agente quelante ilustrativo para
conjugacion de un radionucleido al anticuerpo (véase WO 1994/11026). El enlazador puede ser un "enlazador
escindible" que facilita la liberacion del farmaco citotdxico en la célula. Por ejemplo, pueden utilizarse un enlazador
labil en medio acido, enlazador sensible a peptidasas, enlazador dimetilico, o enlazador que contiene disulfuro
(Chari et al. Cancer Research, 52:127-131 (1992)).

Alternativamente, puede producirse una proteina de fusion que comprende el anticuerpo vVWF humanizado y agente
citotoxico, v.g., por técnicas recombinantes o sintesis de péptidos.

En otra realizacion adicional, el anticuerpo VWF humanizado puede conjugarse a un "receptor" (tal como
estreptavidina) para utilizacién en pre direccionamiento a tumores, en donde se administra al paciente el conjugado
anticuerpo-receptor, seguido por retirada de la circulacion del conjugado no fijado utilizando un agente de
aclaramiento, y seguido después por administracién de un "ligando" (v.g., avidina) que esta conjugado a un agente
citotoxico (v.g., un radionucleotido).

Los anticuerpos de la presente descripcion pueden utilizarse también en ADEPT por conjugacion del anticuerpo vWF
humanizado a una enzima activadora de profarmacos que convierte un profarmaco (v.g., un agente
quimioterapéutico peptidilico, véase WO 1981/01145) en un farmaco anti-cancer activo (véase v.g., WO 1988/07378
y la Patente U.S. No 4.975.278).

El componente enzimatico del inmunoconjugado util para ADEPT incluye cualquier enzima capaz de actuar sobre un
profarmaco de tal manera que convierta el mismo en su forma citotdxica, mas activa.

Enzimas que son utiles incluyen, pero sin caracter limitante, fosfatasas alcalina Utiles para convertir profarmacos que
contienen fosfato en farmacos libres; arilsulfatasas Utiles para convertir profarmacos que contienen sulfato en
farmacos libres; citosina-desaminasas Utiles para convertir 5-fluorocitosina no téxica en el farmaco anticancer, 5-
fluorouracilo; proteasas, tales como proteasa de Serratia, termolisina, subtilisina, carboxipeptidasas y catepsinas
(tales como las catepsinas D y L), que son utiles para convertir profarmacos que contienen péptidos en farmacos
libres; D-alanilcarboxipeptidasas, Utiles para convertir profarmacos que contienen sustituyentes de -aminoacidos;
enzimas que escinden carbohidratos tales como (-galactosidasa y neuroaminidasa utiles para convertir profarmacos
glicosilados en farmacos libres; B-lactamasas utiles para convertir farmacos derivatizados con (-lactamas en
farmacos libres; y penicilin-amidasas, tales como penicilin-amidasa V o penicilin-amidasa G, utiles para convertir
farmacos derivatizados en sus nitrégenos aminicos con grupos fenoxiacetilo o fenilacetilo, respectivamente, en
farmacos libres. Alternativamente, pueden utilizarse anticuerpos con actividad enzimatica, conocidos también en la
técnica como "abzimas", para convertir los profarmacos de la descripciéon en farmacos activos libres (véase, v.g.,
Massey, Nature, 328: 457-458 (1987)). Conjugados anticuerpo-abzima pueden prepararse como se describe en esta
memoria para suministro de la abzima a una poblacién de células tumorales.

Las enzimas pueden unirse covalente a los anticuerpos VWF humanizados por métodos bien conocidos en la técnica
tales como el uso de los reactivos de reticulacion heterobifuncionales arriba expuestos. Alternativamente, pueden
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construirse proteinas de fusiéon que comprenden al menos la region de fijacion de antigeno de un anticuerpo de la
descripcion enlazado a al menos una porcion funcionalmente activa de una enzima adecuada utilizando métodos de
DNA recombinante bien conocidos en la técnica (véase, v.g., Neuberger et al., Nature, 312: 604-608 (1984)).

Otras modificaciones de los anticuerpos se contemplan en esta memoria. Por ejemplo, un anticuerpo puede
enlazarse a uno de una diversidad de polimeros no proteinaceos, v.g., polietilenglicol, polipropilenglicol,
polioxialquilenos, o copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol. El anticuerpo puede atraparse también en
microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion o por polimerizacion interfacial (por ejemplo,
hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y microcapsulas de poli-(metacrilato de metilo), respectivamente),
en sistemas coloidales de suministro de farmacos (por ejemplo liposomas, microesferas de albumina,
microemulsiones, nano-particulas y nanocapsulas), o en macroemulsiones. Dichas técnicas se describen en
Remington's Pharmaceutical Sciences, edicion 162, Oslo, A., Ed., (1980).

Los anticuerpos de VWF humanizados descritos en esta memoria pueden formularse también como
inmunoliposomas. Liposomas que contienen el anticuerpo se preparan por métodos conocidos en la técnica, tales
como los descritos en Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci.
USA, 77:4030 (1980); Patentes de EE.UU. Nums. 4,485,045 and4,544,545; y WO 1997/38731 publicado en 23 de
octubre 1997. Liposomas con tiempo circulacion mejorado se dan a conocer en la Patente U.S. No 5.013.556.

Liposomas particularmente Utiles pueden generarse por el método de evaporacion en fase inversa con una
composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-
PE). Los liposomas se extruden a través de filtros de tamafio de poro definido para producir liposomas con el
diametro deseado. Fragmentos Fab' del anticuerpo de la presente descripcion pueden conjugarse a los liposomas
como se describe en Martin ef al. J. Biol. Chem., 237: 286-288 (1982) por una reaccion de intercambio de disulfuro.
Un agente quimioterapéutico esta contenido opcionalmente en el liposoma. Véase Gabizon et al., J. National Cancer
Inst., (1 (19):1484 (1989).

Vectores, Células Hospedadoras y Métodos Recombinantes

La presente descripcién proporciona acidos nucleicos aislados que codifican anticuerpos humanizados especificos
para VWF y fragmentos de fijacion de los mismos, vectores y células hospedadoras que comprenden el acido
nucleico, y técnicas recombinantes para la produccién de un anticuerpo o fragmento de fijacién del mismo.

Para la producciéon recombinante de un anticuerpo, el acido nucleico que codifica el mismo puede aislarse e
insertarse en un vector replicable para clonacién ulterior (amplificacién del DNA) o para expresion. DNA que codifica
un anticuerpo monoclonal puede aislarse y secuenciarse utilizando procedimientos convencionales (v.g., por
utilizacion de sondas oligonucleotidicas que son capaces de fijarse especificamente a genes que codifican cadenas
pesada y ligera de un anticuerpo). Estan disponibles muchos vectores. Componentes de los vectores incluyen
generalmente, pero sin caracter limitante, uno o mas de los siguientes: una secuencia sefial, un origen de
replicacion, uno o mas genes marcadores, un elemento intensificador, un promotor, y una secuencia de terminacion
de la transcripcion.

(i) Componente de Secuencia Sefial

Anticuerpos VWF humanizados como se describe en esta memoria pueden producirse recombinantemente no sélo
de modo directo, sino también como un polipéptido de fusidn con un polipéptido heterélogo, que es preferiblemente
una secuencia sefal u otro polipéptido que tiene un sitio de escision especifico en el término N de la proteina o
polipéptido maduro. Una secuencia sefial heteréloga puede ser preferiblemente una que es reconocida y procesada
(es decir, escindida por una peptidasa sefial) por la célula hospedadora. Para células hospedadoras procariotas que
no reconocen y procesan la secuencia sefial del anticuerpo VWF humanizado nativa, la secuencia sefial puede
sustituirse por una secuencia sefial procariota seleccionada, por ejemplo, del grupo de la fosfatasa alcalina,
penicilinasa, Ipp, o conductores termoestables de enterotoxina Il. Para secrecion de levadura, una secuencia sefal
nativa puede sustituirse por, v.g., un conductor de invertasa de levadura, un conductor de factor a (con inclusion de
conductores del factor a de Saccharomyces y Kluyveromyces), un conductor de fosfatasa acida, un conductor de
glucoamilasa de C. albicans, o una sefial descrita en WO 1990/13646. En la expresion de células de mamifero,
estan disponibles secuencias sefial de mamifero asi como conductores secretorios virales, por ejemplo, la sefial gD
del herpes simple.

El DNA para dicha regién precursora puede ligarse en marco de lectura a DNA codificante de un anticuerpos VWF
humanizado.

(ii) Componente Origen de Replicacion

Los vectores tanto de expresiéon como de clonacién contienen una secuencia de acido nucleico que hace posible que
el vector se replique en una o mas células hospedadoras seleccionadas. Generalmente, en los vectores de
clonacion esta secuencia puede hacer posible que el vector se replique con independencia del DNA cromosémico
del hospedador, e incluye origenes de replicacion o secuencias de replicacién auténomas. Tales secuencias son
bien conocidas para una diversidad de bacterias, levaduras, y virus. El origen de replicacion del plasmido pBR322 es
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adecuado para la mayoria de las bacterias Gram-negativas, el origen del plasmido 2u es adecuado para levadura, y
diversos origenes de replicacion (SV40, polioma, adenovirus, VSV o BPV) son Utiles para vectores de clonacion en
células de mamifero. Generalmente, el componente origen de replicaciéon no es necesario para vectores de
expresion de mamifero (el origen de replicacion de SV40 puede utilizarse sélo tipicamente debido a que contiene el
promotor precoz).

(iii) Componente del Gen de Seleccion

Los vectores de expresion y clonacién pueden contener un gen de seleccién, denominado también marcador
seleccionable. Genes de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibidticos u otras
toxinas, v.g., ampicilina, neomicina, metotrexato, o tetraciclina, (b) complementan deficiencias auxotréficas, o (c)
suministran nutrientes necesarios o deseados no disponibles de medios complejos, v.g., el gen codificante de D-
alanina-racemasa para Bacilli.

Un ejemplo de un esquema de seleccion utiliza un farmaco para detener el crecimiento de una célula hospedadora.
Aquellas células que son transformadas con éxito con un gen heterélogo producen una proteina que confiere
resistencia a los farmacos y sobreviven por tanto al régimen de seleccion. Ejemplos de dicha seleccion dominante
utilizan los farmacos neomicina, acido micofendlico e higromicina.

Otro ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamifero son aquéllos que hacen posible la
identificacion de células competentes para absorber el acido nucleico codificante del anticuerpo VWF humanizado,
tal como DHFR, timidina-quinasa, metalotioneina-l y -ll, preferiblemente genes de metalotioneina de primate,
adenosina-desamidasa, ornitina-descarboxilasa, etc.

Por ejemplo, las células transformadas con el gen de seleccion DHFR se identifican primeramente por cultivo de
transformantes en un medio de cultivo que contiene metotrexato (Mix), un antagonista competitivo de DHFR. Una
célula hospedadora apropiada cuando se emplea DHFR de tipo salvaje es la linea de células de ovario de hamster
chino (CHO) deficiente en actividad de DHFR.

Alternativamente, células hospedadoras (particularmente hospedadores de tipo salvaje que contienen DHFR
enddgena) transformadas o co-transformadas con secuencias de DNA que codifican un anticuerpo VWF
humanizado, proteina DHFR de tipo salvaje, y otro marcador seleccionable tal como aminoglicosido-3'-
fosfotransferasa (APH) pueden seleccionarse por crecimiento de las células en medio que contiene un agente de
seleccion para el marcador seleccionable tal como un antibiético aminoglicosidico, v.g., kanamicina, neomicina, o
G418 (véase, v.g., la patente U.S. No 4.965.199).

Un gen de seleccidon adecuado para uso en levadura puede ser el gen trp1 presente en el plasmido de levadura
YRp7 (Stinchcomb et al., Nature, 282: 39 (1979)). El gen trp1 proporciona un marcador de seleccion para una cepa
mutante de levadura que carece de la capacidad para crecer en triptéfano, por ejemplo ATCC No. 44076 o PEP4-1.
Jones, Genetics 85: 12 (1977). La presencia de la lesion trp1 en el genoma de la célula hospedadora de levadura
proporciona luego un ambiente eficaz para deteccion de la transformacion por crecimiento en ausencia de triptéfano.
Analogamente, cepas de levadura deficientes en Leu2 (ATCC 20.622 6 38...626) pueden complementarse por
plasmidos conocidos portadores del gen Leu2.

Adicionalmente, vectores derivados del plasmido circular de 1,6 um pKD1 pueden utilizarse para transformacion de
levaduras Kluyveromyces. Alternativamente, un sistema de expresion para produccion en gran escala de quimosina
recombinante de ternero ha sido consignado para K. lactis. Van den Berg, Bio/Technology, 8:135 (1990). Vectores
de expresion multi-copia estables para secrecion de seroalbimina humana recombinante madura por cepas
industriales de Kluyveromyces han sido descritos también. Fleer et al., Bio/Technology, 9: 968-975 (1991).

(iv) Componente Promotor

Los vectores de expresion y clonacion contienen usualmente un promotor que puede ser reconocido por el
organismo hospedador y puede estar enlazado operativamente al acido nucleico codificante de anticuerpos de VWF
humanizados. Promotores adecuados para uso con hospedadores procariotas incluyen un promotor phoA, sistemas
promotores de B-lactamasa y lactosa, fosfatasa alcalina, un sistema promotor de triptéfano (trp), y promotores
hibridos tales como un promotor lac. Sin embargo, son adecuados otros promotores bacterianos conocidos. Los
promotores para uso en sistemas bacterianos pueden contener también una secuencia Shine-Dalgarno (S.D.)
enlazada operativamente al DNA codificante de un anticuerpo VWF humanizado.

Se conocen secuencias promotoras para eucariotas. Los genes eucariotas tienen una region rica en AT localizada
aproximadamente 25 a 30 bases aguas arriba del sitio en el que puede iniciarse la transcripcion. Otra secuencia
encontrada 70 a 80 bases aguas arriba del comienzo de la transcripcion de muchos genes es una region CNCAAT
(SEQ ID NO: 31) donde N puede ser cualquier nucleétido. En el extremo 3' de la mayoria de los genes eucariotas se
encuentra una secuencia AATAAA (SEQ ID NO: 32) que puede ser la sefial para adicion de la cola poli-A al extremo
3' de la secuencia codificante. Estas secuencias pueden insertarse convenientemente en vectores de expresion
eucariotas. Ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para uso como hospedadores de levadura incluyen los
promotores para 3-fosfoglicerato-quinasa u otras enzimas glicoliticas, tales como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato-
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deshidrogenasa, hexoquinasa, piruvato-descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa-6-fosfato-isomerasa, 3-
fosfoglicerato-mutasa, piruvato-quinasa, triosafosfato-isomerasa, fosfoglucosa-isomerasa, y glucoquinasa.

Otros promotores de levadura, que son promotores inducibles que tienen la ventaja adicional de transcripcion
controlada por las condiciones de crecimiento, pueden ser las regiones promotoras para alcohol-deshidrogenasa, 2-
isocitocromo C, fosfatasa acida, enzimas degradantes asociadas con el metabolismo del nitrdgeno, metalotioneina,
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, y enzimas responsables de la utilizacion de maltosa y galactosa. Vectores
y promotores adecuados para uso en la expresion de levadura se describen ulteriormente (véase, v.g., la Patente
Europea 73.657). Se utilizan también ventajosamente intensificadores de levadura con promotores de levadura.

La transcripcién de anticuerpos VWF humanizados a partir de vectores en células hospedadoras de mamifero puede
ser controlada, por ejemplo, por promotores obtenidos de los genomas de virus tales como virus de polioma, virus de
la viruela aviar, adenovirus (tales como Adenovirus 2), virus del papiloma de los bovinos, virus del sarcoma aviar,
citomegalovirus, un retrovirus, virus de la hepatitis B y muy preferiblemente el Virus 40 de los Simios (SV40),
promotores heterélogos de mamifero, v.g., el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, y promotores
del choque térmico, con tal que dichos promotores sean compatibles con los sistemas de la célula hospedadora.

Los promotores precoz y tardio del virus SV40 pueden obtenerse convenientemente como un fragmento de
restriccion de SV40 que contiene también el origen de replicacion viral de SV40. El promotor inmediato precoz del
megalovirus humano se obtiene convenientemente como un fragmento de restriccion HindllIE. Un sistema para
expresion de DNA en hospedadores de mamifero que utiliza el virus del papiloma de los bovinos como vector
(véase, v.g., la Patente U.S. No 4.419.446). Una modificacion de este sistema se describe, por ejemplo, en la
Patente U.S. No 4.601.978. Reyes et al., Nature, 297: 598-601 (1982) describe la expresion de cDNA del interferén 3
humano en células de ratdon bajo el control de un promotor de timidina-quinasa del virus del herpes simplex.
Alternativamente, puede utilizarse como promotor la repeticion del terminal largo del virus del sarcoma de Rous.

(v) Componente del Elemento Intensificador

La transcripcién de un DNA que codifica los anticuerpos VWF humanizados de esta descripcién por eucariotas
superiores puede aumentarse por insercion de una secuencia intensificadora en el vector. Se conocen ahora
secuencias intensificadoras utiles de genes de mamifero (globina, elastasa, albumina, a-fetoproteina, e insulina).
Tipicamente, son utiles también, sin embargo, y pueden utilizarse secuencias intensificadoras de un virus de célula
eucariota. Ejemplos incluyen el intensificador de SV40 en el lado tardio del origen de replicacion (pares de bases
100-270), el intensificador del promotor precoz del citomegalovirus, el intensificador de polioma en el lado tardio del
origen de replicacion, e intensificadores de adenovirus. Yaniv, Nature 197: 17-18 (1982) describe también elementos
intensificadores para activacion de promotores eucariotas. Un intensificador puede remodelarse en el vector en una
posicion 5' o 3' respecto a la secuencia codificante del anticuerpo VWF humanizado, si bien esta localizado
preferiblemente en el sitio 5' respecto del promotor.

(vi) Comprenden de Terminacion de la Transcripcion

Los vectores de expresion utilizados en células hospedadoras eucariotas (por ejemplo, levaduras, hongos, insectos,
plantas, animales, humanos, o células nucleadas de otros seres vivos multicelulares) pueden contener secuencias
necesarias para la terminacion de la transcripcion y para estabilizacion del mRNA. Tales secuencias estan
disponibles comunmente del extremo 5', ocasionalmente del extremo 3', de regiones no traducidas de DNAs o
cDNAs eucariotas o virales. Estas regiones contienen segmentos nucleotidicos transcritos como fragmentos
poliadenilados en la porcién no traducida del mMRNA que codifica el anticuerpo vVWF humanizado. Un componente (til
de terminacién de la transcripcion es una region de poliadenilacion de la hormona del crecimiento de los bovinos
(véase, v.g., WO 1994/11026 y los vectores de expresion descritos en dicho lugar).

(vii) Seleccion y Transformacion de Células Hospedadoras

Células hospedadoras adecuadas para clonacion o expresion del DNA en vectores incluyen diversas células proca-
riotas, de levadura, o de eucariotas superiores. Procariotas adecuados para este propdsito incluyen eubacterias,
tales como organismos Gram-negativos o Gram-positivos, por ejemplo, Enterobacteriaceas tales como Escherichia,
v.g. E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, v.g., Salmonella typhimurium, Serratia, v.g., Se-
rratia marcescens, y Shigella, asi como Bacilli tales como B. subtilis y B. licheniformis, pseudomonas tales como P.
aeruginosa, y Streptomyces. Hospedadores de clonacion de E. coliincluyen E. coli 294 (ATCC 31,446), E. coli B, E.
coli X1776 (ATCC 31,537), y E. coliWw3110 (ATCC 27,325).

Ademas de procariotas, microbios eucariotas tales como hongos filamentosos o levaduras son hospedadores ade-
cuados de clonacién o expresion para vectores codificantes de anticuerpos de VWF humanizados. Saccharomyces
cerevisiae, o levadura comun de los panaderos, es util para expresion. Adicionalmente, numerosos otros géneros,
especies y cepas estan disponibles cominmente y pueden ser utiles, tales como Schizosaccharomyces pombe;
hospedadores de Kluyveromyces tales como, v.g., K. lactis, K. fragilis (ATCC 12,424), K. bulgaricus (ATCC
16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178), K. waltii (ATCC 56,500), K. drosophilarum (ATCC 36,906), K. thermotolerans,
y K. marxianus; yarrowia (EP 402,226); Pichia pastoris (EP 183,070); Candida; Trichoderma reesia (EP
244 .234); Neurospora crassa; Schwanniomyces tales como Schwanniomyces occidentalis; y hongos filamentosos
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tales como, v.g., Neurospora, Penicillium, Tolypocladium, y hospedadores de Aspergillus tales como A. nidulans y
A. niger.

Células hospedadoras adecuadas para la expresion de anticuerpo VWF humanizado glicosilado se derivan de
organismos multicelulares. Ejemplos de células eucariotas incluyen células de plantas, insectos y vertebrados.
Numerosas cepas y variantes de baculovirus y células hospedadoras permisivas correspondientes de insectos tales
como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila
melanogaster (mosca de los frutos), y Bombyx mori han sido identificadas. Una diversidad de células virales para
transfeccion estan disponibles publicamente, v.g., la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de
Bombyx mori NPV, y tales virus pueden utilizarse en esta memoria como el virus conforme a la presente descripcion,
particularmente para transfeccion de células de Spodoptera frugiperda.

Cultivos de células vegetales de algoddn, maiz, patata, soja, petunia, tomate, y tabaco pueden utilizarse también
como hospedadores.

Sin embargo, el interés maximo se ha puesto en células de vertebrados, y la propagacion de células de vertebrado
en cultivo (cultivo de tejido) se ha convertido en un procedimiento rutinario. Ejemplos de lineas de células
hospedadoras de mamifero utiles incluyen células ChK2 (Chromos Molecular Systems, Inc.); la linea CV1 de rifion
de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la linea de rifion de embrién humano (células 293 6 293
subclonadas para crecimiento en cultivo de suspensién, Graham et al., J. Gen Virol., 36:59 (1977)); células de rifion
de cria de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células 293 de rifidn de embrién humano (HEK) (Simmons, 1990 Exp
Physiol. 75:309); células de fusién b SP2 (Haas y Wabl, 1984, PNAS 81:7185); células de ovario de hamster chino/-
DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980), con inclusion de las lineas de células DG44
(Urlaub et al., Som. Cell y Mol. Gen., 12: 555-566 (1986)) y DP12); células Sertoli de raton (TM4, Mather, Biol.
Reprod., 23:243-251 (1980)); células de rifidn de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de riidn de mono verde
africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rifidn
canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmdn
humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de raton (MMT
060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68 (1982)); células MRC 5;
células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2). Las células hospedadoras se transforman con los vectores
de expresion o clonacion arriba descritos para produccion de anticuerpos VWF humanizados y se cultivan en medios
nutrientes convencionales modificados como apropiados para induccion de promotores, seleccion de
transformantes, o amplificacion de los genes que codifican las secuencias deseadas.

Lineas de células estables que expresan niveles altos de anticuerpo pueden utilizarse también para producir el
anticuerpo humanizado de la presente descripcion. Por ejemplo, un sistema de expresion de proteinas de mamifero
de alta produccion que esta basado en una plataforma murina de Expresion de Cromosomas Atrtificiales (ACE) que
ha sido modificado por ingenieria a fin de contener sitios aceptores de recombinacion multiples especificos del sitio
puede cargarse con secuencias de genes heterdlogos utilizando una integrasa lambda mutante (v.g., integrasa ACE
en combinacion con un vector lanzadera de direccionamiento (Lindenbaum et al, (Nucl. Acid Res. 32 (21):e172
(2004); Solicitudes de Patente de EE.UU. Nums. 2003/0119104A1 y 2006/0246586 A1). Este sistema puede
utilizarse para generar lineas de células estables para expresién de variantes humanizadas seleccionadas y la
quimera NMC-4.

(viii) Cultivo de las Células Hospedadoras

Células hospedadoras utiles para producir un anticuerpo VWF humanizado pueden cultivarse en una diversidad de
medios. Medios disponibles comercialmente tales como Ham's F10 (Sigma), Medio Esencial Minimo ((MEM),
(Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y Medio de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM), Sigma) son adecuados para
cultivar las células hospedadoras. Adicionalmente, cualquiera de los medios descritos, por ejemplo, en Ham et al.,
Meth. Enz. 58:44 (1979); Barnes et al., Anal. Biochem., 102:255 (1980); Patentes de EE.UU. Nums.
4,767,704; 4,657,866; 4,927,762; 4,560,655; o 5,122,469; WO 1990/03430; WO 1987/00195; o Patente U.S. Re.
30,985 puede utilizarse como medio de cultivo para las células hospedadoras. Cualquiera de estos medios puede
suplementarse en caso necesario con hormonas y/u otros factores de crecimiento (v.g., insulina, transferrina, o
factor de crecimiento epidérmico), sales (v.g., cloruro de sodio, calcio, magnesio, y fosfato), tampones (v.g., HEPES),
nucleodtidos (v.g., adenosina y timidina), antibioticos (v.g., el farmaco GENTAMICINA™), elementos traza (definidos
como compuestos inorganicos presentes usualmente a concentraciones finales en el intervalo micromolar), y
glucosa o una fuente de energia equivalente. Cualesquiera otros suplementos necesarios pueden incluirse también
a concentraciones apropiadas que serian conocidas por los expertos en la técnica. Una diversidad de condiciones
de cultivo, tales como temperatura y pH, pueden utilizarse con la célula hospedadora seleccionada para expresion.

(ix) Purificacion del Anticuerpo vVWF Humanizado

Cuando se utilizan técnicas recombinantes, un anticuerpo puede producirse intracelularmente o en el espacio
periplasmico, o secretarse directamente en el medio. Si un anticuerpo se produce intracelularmente, como primer
paso, los residuos particulados, se trate de células hospedadoras o fragmentos lisados, pueden separarse, por
ejemplo, por centrifugacion o ultrafiltracion. (Carter et al., BiolTechnology, 10: 163-167 (1992)) describe un
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procedimiento para aislamiento de anticuerpos que se secretan al espacio periplasmico de E. coli. Resumidamente,
se descongela una pasta de células en presencia de acetato de sodio (pH 3,5), EDTA, y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante aproximadamente 30 min. Los residuos de células pueden separarse por
centrifugacion. Cuando se secreta un anticuerpo en el medio, los sobrenadantes de tales sistemas de expresion se
concentran primeramente por regla general, con inclusion de la utilizacién de un filtro de concentracion de proteinas
disponible comercialmente, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracion AMICON™ o MILLIPORE PELLICON™. Puede
incluirse un inhibidor de proteasas tal como fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) en cualquiera de los pasos
anteriores a fin de inhibir la protedlisis, y pueden incluirse antibiéticos a fin de prevenir el crecimiento de
contaminantes adventicios.

Una composicion de anticuerpos preparada a partir de células puede purificarse utilizando, por ejemplo,
cromatografia con hidroxilapatito, electroforesis en gel, dialisis, y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia
de afinidad la técnica de purificacion preferida. La idoneidad de la proteina A como ligando de afinidad depende de
la especie y el isotipo de cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que esté presente en el anticuerpo. La proteina A
puede utilizarse para purificar anticuerpos que estan basados en las cadenas pesadas humanas y1, y2 o v4
(Lindmark et al., J. Immunol. Meth., 62: 1-13 (1083)). Puede utilizarse proteina G para isotipos de ratén y para y3
humana (Guss et al., EMBO J. 5: 1567-1575 (1986)). La matriz a la que se fija un ligando de afinidad puede ser
agarosa, pero estan disponibles otras matrices. Matrices mecanicamente estables tales como vidrio de poro
controlado o poli(estirenodivinil)benceno permiten tasas de flujo mas rapidas y tiempos de procesamiento mas
breves que los que pueden conseguirse con agarosa. Donde un anticuerpo comprende un dominio Cy3, puede
utilizarse para purificacion la resina BAKERBOND ABX™ (J.T. Baker, Phillipsburg, L.J.). Otras técnicas para
purificacién de proteinas tales como fraccionamiento en una columna de intercambio i6nico, precipitacion con etanol,
HPLC de fase inversa, cromatografia sobre silice, cromatografia sobre heparina-SEPHAROSE™, cromatografia
sobre una resina de intercambio de aniones o cationes (tal como una columna de acido poliaspartico),
cromatoenfoque, SDS-PAGE, y precipitacion con sulfato de amonio estan disponibles también dependiendo del
anticuerpo a recuperar.

Formulaciones Farmacéuticas

Se proporcionan formulaciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo humanizado especifico para VWF. Las
formulaciones de anticuerpos VWF humanizados pueden prepararse para almacenamiento por mezcla de un
anticuerpo que tenga el grado de pureza deseado con portadores, excipientes o estabilizadores opcionales
farmacéuticamente aceptables (Remington's Pharmaceutical Sciences, edicion 162, Osol, A. Ed. (1980)), en la forma
de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Portadores, excipientes o estabilizadores aceptables son no
toxicos para los receptores a las dosis y concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato,
citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes con inclusion de acido ascoérbico y metionina; conservantes (tales
como cloruro de octadecildimetilbencil-amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de
bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil-parabenes tales como metil- o propil-parabén; catecol,
resorcinol, ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de peso molecular bajo (menor que aproximadamente
10 residuos); proteinas, tales como seroalbumina, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina; glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina;
monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos con inclusion de glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes
tales como EDTA; azlcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; iones de carga opuesta formadores
de sales tales como sodio; complejos metalicos (v.g. complejos Zn-proteina); y/o surfactantes no iénicos tales como
TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG). Formulaciones de VWF humanizado liofilizadas preferidas se
describen en WO 1997/04801, que se incorpora expresamente en esta memoria por referencia.

La formulacion de esta memoria puede contener también mas de un compuesto activo en caso necesario para la
indicacion particular de que se trate, preferiblemente aquéllas con actividades complementarias que no afectan
desfavorablemente unas a otras. Alternativa o adicionalmente, la composicién puede comprender ademas un agente
quimioterapéutico, agente citotoxico, citocina, agente inhibidor del crecimiento, agente antihormonal, farmaco de
vWG humanizado, agente antiangiogénico, y/o cardioprotector. Tales moléculas estan presentes adecuadamente en
combinacién en cantidades que son eficaces para el propdsito deseado.

Los ingredientes activos pueden estar atrapados también en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de
coacervacion o por polimerizacién interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y
microcapsulas de poli-(metacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas de suministro de farmacos coloidales
(por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Tales técnicas se exponen en Remington's Pharmaceutical Sciences, edicion 162, Osol, A. Ed.
(1980).

Pueden fabricarse preparaciones de liberacion sostenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofobos sélidos que contienen el anticuerpo, matrices
que se encuentran en forma de articulos conformados, v.g. films, o microcapsulas. Ejemplos de matrices de
liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (v.g., poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), o poli(alcohol vinilico)),
polilactidas (Patente U.S. No 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y L-glutamato de etilo, etileno-acrilato de
vinilo no degradable, copolimeros degradables acido lactico-acido glicélico tales como el LUPROL DEPO™
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(microesferas inyectables compuestas de copolimero acido lactico-acido glicdlico y acetato de neuprolida), y acido
poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

Las formulaciones a utilizar para administracién en vivo tienen que ser estériles. Esto puede realizarse por filtracion
a través de membranas de filtracion estériles.

Tratamiento con Anticuerpos vVWF Humanizados

Los anticuerpos VWF humanizados o fragmentos de fijacion de los mismos pueden utilizarse para tratar diversas
enfermedades o trastornos relacionados con VWF. Afecciones o trastornos ilustrativos incluyen enfermedades o
trastornos tromboéticos. Las enfermedades o trastornos tromboéticos pueden incluir enfermedad cardiovascular o
trastornos cerebrovasculares tales como ataque isquémico. En algunas realizaciones, una enfermedad
cardiovascular puede ser ateroesclerosis, restenosis, angina, infarto agudo de miocardio, sindrome coronario agudo
o trastornos cardiovasculares asociados con diabetes. En algunas realizaciones, una enfermedad trombdtica puede
ser inflamaciéon vascular, trombosis venosa, enfermedad de células falciformes, rechazo de xenoinjertos,
enfermedad vascular periférica, purpura trombocitopénica trombética, fibrosis quistica, demencia vascular,
enfermedad de Raynaud, artritis reumatoide o diabetes. En algunas realizaciones, los trastornos cerebrovasculares
incluyen ataque isquémico, resultante de infartos de las arterias cerebrales asi como infartos lacunares pequefios, y
demencia vascular. Los anticuerpos VWF humanizados pueden utilizarse también para prevenciéon de ataques
recurrentes o iniciacion de ataques desencadenados por inflamacién cerebrovascular. En el caso del sindrome
coronario agudo, los anticuerpos VWF humanizados o fragmentos de fijacién de los mismos son particularmente
adecuados para el tratamiento de individuos diagnosticados del segmento ST. Los anticuerpos VWF humanizados o
fragmento de fijacion de los mismos pueden utilizarse también para tratamiento post-quirtirgico a fin de evitar
formacion de coagulos.

Ademas, la sobreexpresion o amplificacion de VWF puede evaluarse utilizando un ensayo de diagndstico en vivo,
v.g. por administracion de una molécula (tal como un anticuerpo) que fija la molécula a detectar y estd marcado con
una etiqueta detectable (v.g. un isétopo radiactivo) y escaneo externo del paciente para localizacion del marcador.

En ciertas realizaciones, puede administrarse al paciente un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo VWF
humanizado conjugado con un agente citotoxico. Preferiblemente, un inmunoconjugado y/o anticuerpo VWF
humanizado al que esta fijado aquél es/son internalizado(s) por la célula, dando como resultado una eficacia
terapéutica incrementada del inmunoconjugado en la destruccion de la célula cancerosa a la que se fija el mismo. En
una realizacion preferida, un agente citotoxico (incluyendo por ejemplo, maitansinoides, calicheamicinas,
ribonucleasas, y DNA-endonucleasas) se direcciona a o interfiere con acido nucleico en la célula de cancer. En otra
realizacion, un agente citotéxico (v.g. taxanos o epotilonas) puede estar direccionado a o interferir con los
microtubulos y la mitosis dependiente de microtubulos en la célula de cancer.

Los anticuerpos o inmunoconjugados de VWF humanizados se pueden administrar a un paciente humano de
acuerdo con métodos conocidos, tales como administracion intravenosa, v.g., como un bolo o por infusién continua a
lo largo de un periodo de tiempo, por rutas intramuscular, intraperitoneal, intracerebroespinal, subcutanea,
intraarticular, intrasinovial, intratecal, oral, tépica, o de inhalaciéon. Se prefiere la administracion intravenosa,
intraperitoneal o subcutanea del anticuerpo, siendo particularmente preferidas las rutas subcutanea o intraperitoneal.
Un protocolo de administracion preferido puede ser una sola dosis para un trastorno agudo o aproximadamente una
vez cada 3 a 4 semanas para un trastorno crénico, dependiendo del mamifero particular que se esté tratando, el tipo
de anticuerpo, y otros factores bien conocidos por el especialista. Sin embargo, son operativos en esta invencion
otros protocolos de administracion.

Otros regimenes terapéuticos pueden combinarse con la administracion de anticuerpo VWF humanizado. Una
administracion combinada incluye co-administracion, utilizando formulaciones separadas o una sola formulacion
farmacéutica, y administracion consecutiva en cualquier orden, en donde preferiblemente puede existir cierto periodo
de tiempo mientras ambos (o todos) los agentes activos ejercen simultaneamente sus actividades bioldgicas.

En una realizacién, el tratamiento puede implicar la administracion combinada de un anticuerpo anti-vWF
humanizado con agentes fibrinoliticos tales como alteplasa, desmoteplasa o microplasmina y/o agentes
antiplaquetarios tales como aspirina, dipiridamol o clopidogrel para el tratamiento de la isquemia inducida por infarto
de miocardio o infarto cerebral u otros trastornos cerebrovasculares.

Puede ser deseable también combinar la administracién de un anticuerpo o anticuerpos VWF humanizados con
administracion de un anticuerpo dirigido contra otro antigeno asociado con tumores.

En una realizacion, el tratamiento de la presente descripcion implica la administracion combinada de un anticuerpo
(o anticuerpos) VWF humanizado(s) y uno o mas reguladores de la funcion inmune en un mamifero, tales como
citocinas, asi como agentes quimioterapéuticos o agentes inhibidores del crecimiento, que incluyen Ila
coadministracion de cocteles de diferentes agentes quimioterapéuticos. Agentes quimioterapéuticos preferidos
incluyen taxanos (tales como paclitaxel y docetaxel) y/o antibiéticos de antraciclina. Los programas de preparacion y
dosificacion para tales agentes quimioterapéuticos pueden utilizarse de acuerdo con las instrucciones de los
fabricantes o como sea determinado empiricamente por el técnico experto. Protocolos de preparacion y dosificacion
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para dicha quimioterapia se describen también en Chemotherapy Service, Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins,
Baltimore, Md. (1992).

Un anticuerpo VWF humanizado puede combinarse con un compuesto anti-hormonal, v.g. un compuesto anti-
estrogenos tal como tamoxifeno o un inhibidor de las aromatasas tal como anastrozol; una anti-progesterona tal
como onapristona (véase, EP 616812); o un anti-andrégeno tal como flutamida, en dosis conocidas para tales
moléculas. En el caso en que el cancer a tratar es un cancer independiente de hormonas, un paciente puede haber
sido sometido previamente a terapia anti-hormonal y, después que el cancer se hace independiente de las
hormonas, el anticuerpo VWF humanizado (y opcionalmente otros agentes como se describen en esta memoria)
puede administrarse al paciente.

Para la prevenciéon o tratamiento de una enfermedad, la dosis apropiada de anticuerpo dependera del tipo de
enfermedad a tratar, como se define anteriormente, la gravedad y el curso de la enfermedad, si el anticuerpo puede
administrarse para propositos preventivos o terapéuticos, la terapia previa, la historia clinica del paciente y la
respuesta al anticuerpo, y la discrecién del médico encargado del caso. El anticuerpo puede administrarse
adecuadamente al paciente en una sola vez o a lo largo de una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y
gravedad de la enfermedad, asi como de la tasa de aclaramiento del anticuerpo, aproximadamente 1 ug/kg a 15
mg/kg (v.g. 0,1-20 mg/kg) de anticuerpo es una dosis candidato inicial para administracién al paciente, sea, por
ejemplo por una o mas administraciones separadas o por infusiéon continua. Una dosis diaria tipica podria estar
comprendida entre aproximadamente 1 ug/kg y 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores arriba mencionados.
Para administraciones repetidas a lo largo de varios dias o mas, dependiendo de la afeccion, el tratamiento puede
prolongarse hasta que se produce una supresion deseada de los sintomas de la enfermedad.

Una dosis preferida de un anticuerpo VWF humanizado puede estar comprendida en el intervalo que va desde
aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. Asi, pueden administrarse al paciente una o mas dosis
de aproximadamente 0,3 mg/kg, 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg (o cualquier combinacién de las
mismas). Tales dosis pueden administrarse intermitentemente, v.g., cada semana, cada dos semanas, cada tres
semanas o cada cuatro semanas (v.g. tal que el paciente reciba desde aproximadamente 2 a aproximadamente 20,
v.g. aproximadamente 6 dosis, del anticuerpo VWF humanizado). Puede administrarse una dosis de carga inicial
mayor, seguida por una o mas dosis menores,. Un régimen de dosificacion ilustrativo comprende administrar una
dosis de carga inicial de aproximadamente 4 mg/kg, seguida por una dosis de mantenimiento semanal de
aproximadamente 2 mg/kg de un anticuerpo VWF humanizado o fragmento de fijacién del mismo. Sin embargo,
pueden ser Utiles otros regimenes de dosificacion. El progreso de esta terapia puede ser monitorizado facilmente por
técnicas y ensayos convencionales.

En estudios para evaluar la eficacia y seguridad de un anticuerpo VWF humanizado o fragmento de fijacion del
mismo como se describe en esta memoria en los babuinos, se ha encontrado, sorprendentemente, que un
anticuerpo humanizado de esta clase es eficaz en la prevencion (v.g., reduccién, disminucién o mejora) de la
agregacion plaquetaria en vivo a una dosis muy baja, v.g. en el intervalo de pocos ug/kg, lo cual es un resultado
inesperado y sin precedentes para tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por VWF. Signos clinicos de
hemorragia, con la excepcion de un aumento hemorragico por pequefios cortes (v.g. prolongacion del tiempo de
sangrado del modelo y/o volumen de hemorragia tal como se mide en el ensayo de sangrado incisional), no se
observan a estas concentraciones. AlUn mas sorprendentemente, a dosis de aproximadamente 1 a
aproximadamente 250 veces la DEjq, no se observan signos clinicos significativos de hemorragia, aunque se
observa un aumento de las hemorragias producidas por cortes pequefios. Por consiguiente, un anticuerpo VWF
humanizado o un fragmento de fijacion del mismo como se describe en esta memoria parece ser eficaz para el
tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por vVWF en humanos.

Un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo como se describe en esta memoria puede
administrarse por tanto a un individuo, preferiblemente un humano, en una cantidad terapéuticamente eficaz que
oscila desde aproximadamente 0,001 a aproximadamente 100 mg/kg. Preferiblemente, una cantidad
terapéuticamente eficaz que oscila desde aproximadamente 0,002 a aproximadamente 20 mg/kg, mas
preferiblemente una cantidad terapéuticamente eficaz que oscila desde aproximadamente 0,002 a aproximadamente
10 mg/kg, y en particular desde aproximadamente 0,002 a aproximadamente 0,4 mg/kg, de modo mas particular
desde aproximadamente 0,005 a aproximadamente 0,2 mg/kg, y de modo muy particular desde aproximadamente
0,01 a aproximadamente 0,1 mg/kg se administra a un individuo, preferiblemente un humano. Una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo puede administrarse a un
individuo en una o mas dosis terapéuticamente eficaces. Una cantidad terapéuticamente eficaz administrada es
usualmente insuficiente para causar signos clinicos significativos de hemorragia, pero suficiente para inhibir la
agregacion plaquetaria, es decir puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz sin causar signos
clinicos significativos de hemorragia (v.g. sin causar signos clinicos de hemorragia excepto por un sangrado
incrementado por cortes pequefios).

Un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo como se describe en esta memoria puede
administrarse a un individuo, preferiblemente un humano, en una dosis terapéuticamente eficaz que oscila desde
aproximadamente 0,002 a aproximadamente 0,4 mg/kg o en particular desde aproximadamente 0,005 a
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aproximadamente 0,2 mg/kg, de modo mas particular desde aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,1 mg/kg
para producir un efecto terapéutico (v.g., una reduccion en la formacion de trombos) en un individuo.

Un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del mismo como se describe en esta memoria puede
administrarse en una cantidad terapéuticamente eficaz que oscila entre aproximadamente 1 y aproximadamente 250
veces la DE1qo, con preferencia entre aproximadamente 1 y aproximadamente 200 veces la DE1qo, y de modo mas
preferible entre aproximadamente 1 y aproximadamente 100 veces la DE4qo sin causar signos clinicos significativos
de hemorragia (v.g., sin causar signos clinicos de hemorragia excepto por un pequefio aumento de hemorragia por
cortes pequefios). Una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado o fragmento de fijacion del
mismo como se describe en esta memoria puede administrarse como una sola subdosis o multiples subdosis al
individuo. Las dosis terapéuticamente eficaces anteriores se prefieren para administracion intravenosa. En la
administracion por la ruta subcutanea, la cantidad total administrada preferida puede estar comprendida en el
intervalo de aproximadamente 1 a 3 veces la cantidad administrada por la ruta intravenosa, con preferencia
aproximadamente 2 veces.

Signos clinicos de hemorragia pueden referirse a la clasificacion BleedScore como se describe por Serebruany y
Atar (American Journal of Cardiology, 2007, Volumen 99, Numero 2, 15 de enero 2007, paginas 288-290) y aplicarse
a modelos animales. El BleedScore ha sido desarrollado especificamente para registrar el tipo de hemorragia que es
caracteristico para las terapias antiplaquetarias. El BleedScore esta basado en la asignacion de puntos a hallazgos
clinicos que dependen de la gravedad de la hemorragia. Por suma de los puntos de todos los hallazgos, se obtiene
un registro resultante. Los sintomas de hemorragia se dividen en tres categorias de gravedad creciente: 1)
hemorragia superficial (un punto de registro por suceso), 2) hemorragia interna (3 puntos de registro por suceso), 3)
hemorragia alarmante, o una combinacién de éstas (6 puntos de registro por evento). Este enfoque es
particularmente util en la determinacién e informacién de eventos hemorragicos leves a moderados asociados con
las modernas terapias antiplaquetarias y antitrombéticas, si bien tiene en cuenta asimismo las complicaciones
hemorragicas mas graves. La hemorragia superficial comprende los criterios siguientes: contusion natural,
hemorragia por pequefios cortes (v.g. tiempo de hemorragia prolongado del modelo), petequia, equimosis. La
Hemorragia Interna comprende los siguientes criterios: hematoma, epistaxis, pérdida de sangre por boca, vagina,
melena, hemorragia oftalmica, hematuria, hematemesis. La hemorragia alarmante comprende los criterios
siguientes: necesidad de transfusion, intracraneal, y amenazante para la vida.

La inhibicion de la agregacion plaquetaria (que inhibe la agregacion de las plaquetas o que es suficiente para inhibir
la agregacion de las plaquetas) puede indicar que la cantidad terapéuticamente eficaz administrada es suficiente
para inhibir la formacién de un trombo oclusivo en una arteria lesionada artificialmente en un modelo animal de
tension arterial como se mide por la monitorizacion del flujo de sangre a través de la arteria. Un enfoque para
determinar la inhibicion en vivo de la agregacion plaquetaria de una manera cuantitativa es por la medida de
reducciones ciclicas de flujo (CFRs) en un modelo de lesién arterial. Asi, por ejemplo, la inhibicion de la agregacion
plaquetaria puede indicar que la cantidad terapéuticamente eficaz administrada es suficiente para reducir el nimero
de CFRs en un animal.

Cantidad terapéuticamente eficaz o cantidad eficaz pueden hacer referencia a una cantidad eficaz para mejorar o
prevenir los sintomas, o prolongar la supervivencia del individuo que se esté tratando. La determinacion de una
cantidad terapéuticamente eficaz esta perfectamente dentro de la capacidad de los expertos en la técnica,
especialmente en vista de la descripcion detallada proporcionada en esta memoria. Una cantidad terapéuticamente
eficaz como se describe en esta memoria incluye una cantidad de un anticuerpo VWF eficaz para tratar una
enfermedad o trastorno mediado por VWF en un individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo
vWF incluye una cantidad necesaria para tratar o inhibir la agregacion plaquetaria (v.g. durante trombosis en arterias
principales, arterias periféricas, arteriolas o venas).

Dosis terapéuticamente eficaz o dosis eficaz puede hacer referencia a una dosis que es eficaz para mejorar o
prevenir los sintomas o prolongar la supervivencia de un individuo objeto de tratamiento. Una dosis
terapéuticamente eficaz como se describe en esta memoria incluye una dosis de un anticuerpo VWF eficaz para
tratar una enfermedad o trastorno mediado por VWF en un individuo. Una dosis terapéuticamente eficaz como se
describe en esta memoria incluye una dosis que inhibe la agregacion de las plaquetas (v.g. durante trombosis en
arterias principales, arterias periféricas, arteriolas o venas). Una dosis terapéuticamente eficaz incluye una DEqg que
es la dosis eficaz suficiente para reducir en un 100% la formacion de un trombo como se mide por la reduccién del
flujo de sangre en un vaso sanguineo. La DE1p como se describe en esta memoria incluye una cantidad de
anticuerpo VWF suficiente para reducir a 0 el numero de reducciones de flujo a lo largo de un periodo de 30 minutos.
Dosis terapéuticamente eficaces incluyen aquellas dosis que producen una reduccién en la formacion de trombos,
por ejemplo, una dosis suficiente para reducir al menos en aproximadamente un 15%, preferiblemente al menos en
un 30%, mas preferiblemente en al menos 50%, muy preferiblemente en al menos 80%, en particular en al menos
100% la formacion de un trombo como se mide por la reduccién del flujo sanguineo en un vaso sanguineo o por
tests ex vivo adecuados que miden la reduccion de la agregacion plaquetaria.

Alternativamente, un anticuerpo VWF humanizado puede administrarse convenientemente en serie o en combinacion
con tratamientos radioldgicos (v.g., irradiacién o introduccién de sustancias radiactivas tales como las que se
consignan en UICC (Ed.), Klinische Onkologie, Springer-Verlag (1982)).
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La presente descripcion proporciona por tanto un anticuerpo humano o fragmento de fijacion del mismo especifico
para el factor von Willebrand (VWF), que puede administrarse en una cantidad terapéuticamente eficaz comprendida
entre 1 vez y aproximadamente 250 veces la DEqg sin causar signos clinicos significativos de hemorragia.
Preferiblemente, el anticuerpo humano o fragmento de fijacién del mismo es especifico para el dominio A1 de vVWF
humano. Con preferencia, el anticuerpo humano o fragmento de fijacion del mismo especifico para VWF es un
anticuerpo humanizado o un fragmento de fijacién del mismo especifico para vWF.

Articulos de Fabricacion

En otra realizacién de la descripcion, se proporciona un articulo de fabricacion que contiene materiales Utiles para el
tratamiento de los trastornos arriba descritos (v.g. un anticuerpo VWF humanizado). El articulo de fabricacion puede
comprender un recipiente y una etiqueta o prospecto en el paquete o asociado con el recipiente. Recipientes
adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales o jeringuillas. Los recipientes pueden estar hechos de una
diversidad de materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composiciéon que puede ser eficaz
para tratar la afeccion y puede tener una abertura de acceso estéril (v.g., €l recipiente puede ser una bolsa de
solucion intravenosa o un vial que tiene un tapon perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un
agente activo en la composicion puede ser el anticuerpo VWF humanizado descrito en esta memoria. La etiqueta o
prospecto en el paquete puede indicar que la composicién puede utilizarse para el tratamiento de la afecciéon de
eleccioén, tal como cancer. En una realizaciéon, la etiqueta o prospecto en el paquete puede indicar que la
composicién que comprende el anticuerpo humanizado vVWF puede ser utilizada para tratar un trastorno relacionado
con VWF.

Ademas, el articulo de fabricacion puede comprender (a) un primer recipiente con una composicioén contenida en él,
en donde la composicion comprende el anticuerpo humanizado de esta invencion, y (b) un segundo recipiente con
una composicion contenida en él, en donde la composicién comprende un agente terapéutico distinto del anticuerpo
humanizado. El articulo de fabricacién en esta realizacion de la descripcion puede comprender adicionalmente un
prospecto en el paquete que indique que las composiciones primera y segunda pueden utilizarse en combinacion
para tratar una enfermedad o trastorno relacionada con vVWF. Dicho agente terapéutico puede ser cualquiera de las
terapias adjuntas descritas en la seccidon que antecede (v.g. un agente trombolitico, un agente antiplaquetario, un
agente quimioterapéutico, un agente anti-angiogénico, un compuesto anti-hormonal, un cardioprotector, y/o un
regulador de la funcion inmune en un mamifero, con inclusion de una citocina. Alternativa o adicionalmente, el
articulo de fabricacion puede comprender ademas un segundo (o tercer) recipiente que comprende un tampdn
farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), solucion salina tamponada con
fosfato, solucion de Ringer y soluciéon de dextrosa. El mismo puede contener ademas otros materiales deseables
desde un punto de vista comercial y del usuario, con inclusién de otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, y
jeringuillas.

Usos no Terapéuticos para el Anticuerpo vVWF Humanizado

Los anticuerpos VWF humanizados o fragmentos de fijacion de los mismos tienen adicionalmente aplicaciones no
terapéuticas. Por ejemplo, los anticuerpos pueden utilizarse como agentes de purificacion por afinidad. En este
proceso, los anticuerpos pueden estar inmovilizados sobre una fase soélida tal como por ejemplo, una resina
SEPHADEX™ o papel de filtro, utilizando métodos bien conocidos en la técnica. El anticuerpo inmovilizado puede
estar en contacto con una muestra que contiene la proteina vVWF humanizada (o fragmento de la misma) a purificar,
y después de ello el soporte puede lavarse con un disolvente adecuado que eliminara sustancialmente la totalidad
del material en la muestra excepto la proteina VWF humanizada, que puede fijarse al anticuerpo inmovilizado.
Finalmente, el soporte puede lavarse con otro disolvente adecuado, tal como tampdn de glicina, pH 5,0, que liberara
la proteina VWF humanizada del anticuerpo.

Los anticuerpos VWF humanizados pueden ser Utiles también en ensayos de diagndstico para la proteina VWF
humana, v.g. detectando su expresion en células, tejidos o suero especificos. Para aplicaciones de diagndstico, el
anticuerpo puede estar marcado con un resto detectable. Estan disponibles numerosos marcadores que pueden
agruparse generalmente en las categorias siguientes:

(a) Radioisotopos, tales como 353, 14C, 125I, °H y ¥ gl anticuerpo puede marcarse con el radioisétopo utilizando las
técnicas descritas en Current Protocols en Immunology, Volumenes 1 y 2, Coligen et al., Ed. Wiley-Interscience,
Nueva York, N.Y., Pubs. (1991), por ejemplo, y la radiactividad puede medirse utilizando recuento de centelleo.

(b) Estan disponibles marcadores fluorescentes tales como quelatos de tierras raras (quelatos de europio) o
fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansil, lissamina, ficoeritrina y Rojo Texas. Los marcadores
fluorescentes pueden estar conjugados al anticuerpo utilizando las técnicas descritas en Current Protocols en
Immunology, supra, por ejemplo. La fluorescencia puede cuantificarse utilizando un fluorimetro.

(c) Estan disponibles diversos marcadores enzima-sustrato (véase, v.g., la Patente U.S. No 4.275.149). Estas enzi-
mas catalizan generalmente una alteracion quimica del sustrato cromégeno que puede medirse utilizando diversas
técnicas. Por ejemplo, la enzima puede catalizar un cambio de color en un sustrato, que puede medirse espectrofo-
tométricamente. Alternativamente, la enzima puede alterar la fluorescencia o quimioluminiscencia del sustrato. Téc-
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nicas para cuantificar un cambio de fluorescencia se han descrito anteriormente. El sustrato quimioluminiscente llega
a excitarse electronicamente por una reaccién quimica y puede emitir luego luz que puede medirse (v.g., utilizando
un quimioluminémetro) o cede energia a un aceptor fluorescente. Ejemplos de marcadores enzimaticos incluyen
luciferasas (v.g., luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana; Patente U.S. No 4.737.456), luciferina, 2,3-
dihidroftalazinadionas, malato-deshidrogenasa, ureasa, peroxidasas tales como peroxidasa de rabano picante
(HRPO), fosfatasa alcalina, $-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, sacarido-oxidasas (v.g. glucosa-oxidasa, galac-
tosa-oxidasa, y glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (v.g. uricasa y xantina-oxidasa), lactope-
roxidasa y microperoxidasa. Técnicas para conjugacion de enzimas a anticuerpos se describen en O'Sullivan et al,
"Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use en Enzyme Immunoassay," en Methods en
Enzym. (Ed., J. Langone & H. Van Vunakis), Academic Press, Nueva York, 73:147-166 (1981).

Ejemplos de combinaciones enzima-sustrato incluyen, por ejemplo:

(i) peroxidasa de rabano picante (HRP) con hidrogeno-peroxidasa como sustrato, en donde la hidrogeno-peroxidasa
oxida un precursor de tinte (v.g., ortofenileno-diamina (OPD) o hidrocloruro de 3,3',5,5'-tetrametil-bencidina (TMB));

(ii) fosfatasa alcalina (AP) con fosfato de para-nitrofenilo como sustrato cromégeno; y

(iii) B-D-galactosidasa (B-D-Gal) con un sustrato cromégeno (v.g., p-nitrofenil-B-D-galactosidasa) o el sustrato
fluorégeno 4-metilumbeliferil-p-B-galactosidasa.

Numerosas otras combinaciones enzima-sustrato estan disponibles para los expertos en la técnica (véanse, v.g.,
Patentes U.S. Nums. 4.275.149 y 4.318.980).

A veces, el marcador puede estar conjugado indirectamente con el anticuerpo. El profesional experto sera
conocedor de diversas técnicas para conseguir esto. Por ejemplo, el anticuerpo puede estar conjugado con biotina, y
cualquiera de las tres categorias amplias de marcadores arriba mencionados puede estar conjugada con avidina, o
viceversa. La biotina se fija selectivamente a avidina, y por tanto, el marcador puede conjugarse con el anticuerpo de
esta manera indirecta. Alternativamente, para conseguir la conjugacion indirecta del marcador con el anticuerpo, el
anticuerpo puede conjugarse con un pequefio hapteno (v.g., digoxina) y uno de los diferentes tipos de marcadores
arriba mencionados puede conjugarse con un anticuerpo anti-hapteno (v.g., anticuerpo anti-digoxina). Asi, puede
conseguirse una conjugacion indirecta del marcador con el anticuerpo.

En otra realizaciéon de la descripcion, el anticuerpo vVWF humanizado no precisa estar marcado, y la presencia del
mismo puede detectarse utilizando un anticuerpo marcado que se fije al anticuerpo vVWF humanizado.

Los anticuerpos de la presente descripcion pueden emplearse en cualquier método de ensayo conocido, tal como
ensayos de fijacion competitiva, ensayos sandwich directos o indirectos, y ensayos de inmunoprecipitacion. Zola,
Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC Press, Inc. 1987).

Para inmunohistoquimica, la muestra de tumor puede ser reciente o estar congelada o puede incrustarse en parafina
y fijarse con un conservante tal como formalina, por ejemplo.

Los anticuerpos pueden utilizarse también para ensa\éos de diagnéstico en vivo. Generalmente, el anticuerpo puede
estar marcado con un radionucleido (tal como 111In, o Tc, 14C, ! 1I, 125I, 3H, 32p o 35S), de tal modo que, por ejemplo,
un tumor puede localizarse utilizando inmunoescintigrafia.

Por razones de conveniencia, los anticuerpos de la presente descripcion pueden proporcionarse en un kit (v.g., una
combinacién empaquetada de reactivos en cantidades predeterminadas con instrucciones para realizacion del
ensayo de diagnostico). Si el anticuerpo estda marcado con una enzima, el kit puede incluir sustratos y cofactores
requeridos por la enzima (v.g., un precursor de sustrato que proporciona el croméforo o fluoréforo detectable).
Adicionalmente, pueden incluirse otros aditivos tales como estabilizadores, tampones (v.g., un tampén de bloqueo o
tampon de lisis) y analogos. Las cantidades relativas de los diversos reactivos pueden modificarse ampliamente a fin
de proporcionar las concentraciones en solucién de los reactivos que optimizan sustancialmente la sensibilidad del
ensayo. Particularmente, los reactivos pueden proporcionarse como polvos secos, usualmente liofilizados, con
inclusion de excipientes que al disolverse proporcionaran una solucion de reactivos que tenga la concentracion
apropiada.

Los anticuerpos VWF humanizados pueden ser Utiles también para obtencién de imagenes en vivo, donde el
anticuerpo marcado puede administrarse a un hospedador, preferiblemente el torrente sanguineo, y la presencia y
localizacion del anticuerpo marcado en el hospedador puede ensayarse. Esta técnica de obtencion de imagenes
puede utilizarse convenientemente en la localizacién de émbolos vasculares o la estadificacion y el tratamiento de
neoplasmas. El anticuerpo puede marcarse convenientemente con cualquier resto que sea detectable en un
hospedador, con inclusion, por ejemplo, de indicadores no radiactivos detectables por, v.g., resonancia magnética
nuclear, u otros medios conocidos en la técnica. Preferiblemente, sin embargo, el marcador puede ser un
radiomarcador, con inclusiéon de yodo, v.g. 125I, 131I, selenio, quelatos bifuncionales, cobre, v.g. 67Cu, tecnecio (v.g.,
9mTe y renio (v.g., '%Re y 188Re). El radioisotopo puede estar conjugado con la proteina por cualquier medio,
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incluyendo por ejemplo compuestos formadores de quelatos con metales o lactoperoxidasa, o técnicas lodogen para
yodacion.

Depésito del Material:

Los materiales siguientes han sido depositados con la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ), Inhoffenstr. 7B, 38124 Braunschweig, Alemania:

Un microorganismo (E. coli) depositado con DSMZ en fecha 23 de enero 2008, que tiene el No. de acceso DSM
21059), comprendiendo el vector GS264 que comprende acido nucleico aislado que comprende la secuencia de
acido nucleico codificante de la cadena ligera de la variante H9L9IgG4 de NMC-4 humanizado. Un microorganismo
(E. coli) depositado con DSMZ en fecha 23 de enero de 2008, que tiene el No. de acceso DSM 21060, que
comprende el vector GS265 que comprende acido nucleico aislado que comprende la secuencia de acido nucleico
codificante de la cadena pesada de NMC-4, variante HIL9IgG4. Estos depdsitos se prepararon conforme a las
estipulaciones del Tratado de Budapest acerca del Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos
para el Proposito de Procedimiento de Patentes y las Regulaciones Incluidas en el mismo (Tratado de Budapest).

Sin descripciéon adicional, se cree que una persona con experiencia ordinaria en la técnica puede, utilizando la
descripcion que antecede y los ejemplos ilustrativos que siguen, producir y utilizar los agentes de la presente
descripcion y practicar los métodos reivindicados. Los ejemplos practicos siguientes se proporcionan a fin de facilitar
la practica de la presente descripcion, y no deben interpretarse como limitantes del resto de la descripcion en modo
alguno.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Construcciéon de Anticuerpos Quiméricos

Generacion de una quimera NMC-4-Fc Humana: Se construye un anticuerpo quimérico que comprende regiones
variables del anticuerpo de ratén NMC-4 y una region Fc humana como se describe a continuacion. En un método
ilustrativo, el anticuerpo anti-vWF, NMC-4 (v.g., una IgG1k con secuencias de aminoacidos de la region variable que
han sido publicadas) se utiliza como modelo para generar secuencias génicas sintéticas para las regiones VH y VL
de NMC-4 (Celikel et al., 1997, Blood Cells, Molecules and Diseases 23: 123-134). Por ejemplo, secuencias de
genes sintéticos para VH y VL de NMC-4 se generan por captura de las secuencias de aminoacidos descritas en
Celikel et al., y generacién de una secuencia de nucleétidos correspondiente utilizando el software VECTOR NTI.

Tabla 1. Cebadores utilizados para generar los plasmidos de expresion de la quimera NMC-4

Cebador Directo Secuencia Cebador Inverso Secuencia

Cadena Pesada

A ar A GTGCAG 5-CGGATGGGCCCTTGGTGGAAG
NMC-VH-EcoRI-F (SEQ ID NO: 34) -3 NMC-VH-IgG1-R CGCTGCTCACGGTCACGCTGGT -3
' (SEQ ID NO: 35)

&-GCTTCCACCAAGGGCC 5-CCAGAGACAGGGAGAGGC
higG-F CATCCG -3' higG-R TCTTCTG -3’
(SEQID NO: 36) (SEQ ID NO: 37)

§-ATTAGGATCCTTATCATTTACC
CAGAGACAGGGAGAGGCT -3'

IlgG1-BamHI-R
5-CTCGAGGGGGGACCGTCAGTCT 5-AAGAGGAAGACTGACGGTCCCCC

hFc-L235E-F TCCTCTT -3’ hFc-L235E-R CTCGAG -3

(SEQID NO: 39) (SEQ ID NO: 40)

5-GGCGTACGCGTGCGCGGTCT §-.CCGCGCACGCGTACGCCTTGC

CH2-C1q(-)-F CCAACAAAGC -3' CH2-C1q(-)-R CATTCAGCCA-3'

(SEQ ID NO: 41) (SEQ ID NO: 42)

5-ATTAAGCTTGCCGCCACCATGAAA X
CATCTGTGGTTCTTCCTTCTCCTGGTG 5- TAAGGATCCTTATCATTTAC
4-59 conductora- GCAGCTCCCAGGTGGGTCCTGTCCCA IgG1-BamHI-R CCGGAGACAGGGAGAG-3'

HindllI-NMC-4 GGTGCAGCTGAAGGAGAGC -3

I 144
(SEQ ID NO: 43) (SEQ ID NO: 44)
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Cadena Ligera

5-GACGCGAATTCGGACATCCA 5-GAAGACAGATGGTGCAGCCACAGT
NMC-VL-EcoRI-F GATGACCCAGAGCC -3’ NMC-VL-Kappa-R TCGCTTCACCTCCAGCTTGGTGCC -3
(SEQID NO: 45) (SEQ ID NO: 46)
5-CGAACTGTGGCTGCACCAT
-AATTCGGATCCTTACTAACACT
!
Kappa-F GTGTCTT -3 Kappa-BamHI-R CTCCCCTGTTGAAGCTCTT -3'

(SEQ ID NO: 48)

En un método ilustrativo, pueden llevarse a cabo reacciones PCR utilizando el KIT PFX DNA POLYMERASE de
Accuprime (Invitrogen). Por ejemplo, se ensambla una mezcla de reaccion de 50 pl que incluye: 1xPFX tampon, 0,2
pm de mezcla dNTP, 1 unidad de PFX polimerasa, 1 uM de cebador directo, 1 yM de cebador inverso y 100 ng de
modelo(s) de DNA. Un programa PCR estandar consiste en la desnaturalizacion inicial a 94°C durante 1 minuto,
seguido por 30 ciclos, teniendo cada ciclo 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos, 68°C durante 1
minuto y un paso de extension final a 68°C durante 10 minutos. Los productos PCR se purifican por electroforesis en
gel de garosa sobre un gel de 0,8% TAE y una o mas bandas del tamafio deseado se escinden y se purifican con un
KIT de EXTRACCION de GEL Qiagen. Los fragmentos de DNA se ligan durante 30 minutos a la temperatura
ambiente en un volumen de 10 pl que incluye 1xtampoén de ligasa T4-DNA (NEB), 0,5 ul de NDA-ligasa T4 (NEB) y
100 ng de cada DNA. A continuacion, se utiliza 1 pl de la reaccion de ligacion para transformar células E. coli JM109
y los insertos generados por la PCR se comprueban por secuenciacion utilizando un Analizador de DNA Beckman
CEQ 8000.

Tales anticuerpos quiméricos que comprenden una VH y una VL del anticuerpo murino NMC-4 y una Fc humana se
sintetizan por PCR de acuerdo con protocolos estandar conocidos en la técnica. En un método ilustrativo, una VH
y/o una VL de NMC-4 se fusiona a una Fc humana por realizaciéon de la PCR con un cebador especifico para NMC-4
y un cebador especifico para Fc humana.

Opcionalmente, se introducen sustituciones (v.g., mutaciones) de aminoacidos en la region Fc de IgG1 para anular
la Fc y complementar los sitios de fijacion para eliminar la citotoxicidad que se supone esta mediada por la region
constante Fc de tipo salvaje y1 (véase, por ejemplo, SEQ ID NO: 143). Por ejemplo, una regiéon constante de 1gG1
humana (v.g., Fc) derivada del clon de cDNA I.M.A.G.E. #4764579 (ATCC) (SEQ ID NO: 33), se amplifica utilizando
los cebadores higG-F (SEQ ID NO: 36) y higG-R (SEQ ID NO: 37) (Tabla 1). Las sustituciones de aminoacidos (v.g.
L235E (el sitio de fijacion de FcR), y E318A, K320A, K332A (en el sitio de fijacion del complemento C1q)) se
introducen en la region Fc de 1gG1 realizando, por ejemplo, mutagénesis orientada (Duncan y Winter; Nature, 332
(6166): 738-40 (1988). Por ejemplo, la mutacién L235E se introduce en la regién constante utilizando el par de
cebadores hFc-L235E-F (SEQ ID NO: 39) y hFc-L325E-R 46 (SEQ ID NO: 40); y las mutaciones del sitio de
complemento se introducen utilizando el par de cebadores CH2-C1q(-)-F (SEQ ID NO: 41) y CH2-C1q(-)-R) (SEQ ID
NO: 42) (Tabla 1). Los productos PCR resultantes que comprenden las cuatro mutaciones se enlazan utilizando dos
cebadores externos, higG-F (SEQ ID NO: 36) e IgG1-BamHI-R (SEQ ID NO: 38) para obtener un producto PCR que
codifica una region Fc de IgG1 modificada (denominada IgG1 (dm)).

En un método ilustrativo, la region variable de la cadena pesada de NMC-4 se fusiona a una regiéon Fc de IgG1
modificada (v.g. 1IgG1(dm)) por métodos recombinantes conocidos en la técnica. Por ejemplo, la secuencia de
nucledtidos que codifica la region variable de la cadena pesada de NMC-4 (SEQ ID NO: 1) se amplifica con los
cebadores NMC-VH-EcoRI-F (SEQ ID NO: 34) y NMC-VH-IgG1-R (SEQ ID NO: 35) que introducen un sitio de
clonacion EcoRI aguas arriba del término N de NMC-VH. Resumidamente, el producto PCR se enlaza con una
region constante de cadena pesada (v.g., IgG1(dm)), por PCR recombinante en dos pasos, utilizando primeramente
el par de cebadores NMC-VH-EcoRI-F (SEQ ID NO: 34) e higG-R (SEQ ID NO: 37) seguido por una reaccién PCR
que utiliza el par de cebadores NMC-VH-EcoRI-F (SEQ ID NO: 34) e IgG1-BamHI-R (SEQ ID NO: 38). El producto
PCR final se digiere con EcoRIl y BamHI y se somete a clonacion en los sitios EcoR1 y BamH1 del vector pIRES2-
EGFP-Igk (Clontech, Palo Alto, California), que esta modificado para comprender una secuencia conductora de Igk
(METDTLLLWVLLLWVPGSTGD) (SEQ ID NO: 107) codificada por el polinucleétido de SEQ ID NO: 140) clonado en
los sitios Xhol y EcoRl.

En un método ilustrativo, la region variable de la cadena ligera de NMC-4 se fusiona a una region Fc de 1gG1
modificada (v.g., 1IgG1(dm)) por técnicas recombinantes como se describe mas adelante. Por ejemplo, la region
constante de cadena ligera Igk (v.g., KC1 (SEQ ID NO: 141) se amplifica a partir del DNA producido a partir del clon
I.M.A.G.E. #4704496 (ATCC (SEQ ID NO: 108) utilizando cebadores, Kappa-F (SEQ ID NO: 47) y Kappa-BamHI-R
(SEQ ID NO: 48), lo que induce ulteriormente un sitio de restriccion BamHI en el extremo 3' de la region constante
de la cadena ligera de Igk. Analogamente, la region variable de la cadena ligera se amplifica a partir del gen VL
sintetizado con los cebadores NMR-VL-EcoRI-F (SEQ ID NO: 45) y NMC-VL-Kappa-R (SEQ ID NO: 46) (Tabla 1) lo
que introduce un sitio EcoRI en el extremo 5'. A continuacion, la regiéon variable NMC-4 y fragmentos de kC1 se
enlazan por PCR recombinante utilizando cebadores NMC-VL-EcoRI-F (SEQ ID NO: 45) y Kappa-BamHI-R (SEQ ID
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NO: 48). El producto PCR final se digiere con EcoRl y BamHI y se clona en el vector pIRES-DsRed2-Igk en los
mismos sitios.

El nivel de expresion de la cadena pesada en el vector pIRES2EGFP puede ser bajo en comparacion con el
plasmido pIRES-DsRed que expresa la quimera de cadena ligera ratdbn-humana, a pesar del hecho de que se utiliza
la misma secuencia conductora Igk para ambas cadenas ligera y pesada. De acuerdo con ello, a fin de mejorar el
nivel de expresion de la cadena pesada, la secuencia Igk conductora se reemplaza por la secuencia conductora de
la linea germinal humana 4-59 VH (MKHLWFFLLLVAAPRWVLS) (SEQ ID NO: 109) utilizando el par de cebadores
conductora 4-59 HindllI-NMC-4 (SEQ ID NO: 43) e IgG1-BamHI-R (SEQ ID NO: 38) con el vector pIRES2-EGFP-
NMC-4-1gG (mut) que sirve como el modelo (Tabla 1). El fragmento se digiere con Hindlll y Pmel y se subclona en
los sitios Hindlll y Pmel del vector pcDNAG-cMyC-A (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Construccion de un Anticuerpo de Referencia AJW200. AJW200 es otro anticuerpo dirigido contra el dominio A1
de VWF, con capacidad para bloquear la interaccion del dominio A1 de vVWF con GPlba. Se genera un anticuerpo
AJW200 de referencia por modificaciéon mediante ingenieria de la secuencias VH y VL descritas en la Patente U.S.
No 6.228.360 para comprender, por ejemplo, una secuencia Kozak funcional adicional para expresién mejorada. Por
ejemplo, el gen VH sintético de AJW200 se amplifica utilizando los cebadores Hindlll-Ko-AJW-F (SEQ ID NO: 49) y
HuFab-H-R (SEQ ID NO: 50) (Tabla 2) y se clona en el sitio Hindlll y Apal del vector pcDNAG-cMyc-A digerido con
Hindlll-Apal que comprende la region constante de la cadena pesada de IgG1 humana (dm) (reemplazando por
tanto la VH de NMC-4). La VL de AJW200 se amplifica utilizando el par de cebadores Xhol-Ko-AJW-F (SEQ ID NO:
51) y Kappa-BamHI-R (SEQ ID NO: 48) y se subclona en los sitios Xhol y BamHI del vector pIRES-DsRed portador
de la quimera de cadena ligera NMC (reemplazando con ello la VL de la NMC-4).

Tabla 2. Cebadores Utilizados para Generar los Plasmidos de Expresion AJV200

Cebador Directo Secuencia Cebador Inverso Secuencia
5’-GTTAAGCTTGCCGCCACCATGGA 5'- GAATGGGCCCTTGGTGGAAGCGG
Hind lll-Ko-AJW-F TTTTGGGCTGATTTTTTTTATTGTT -3’ HuFab-H-R AGGAAACGGTCACGAGGGTA -3’
(SEQ ID NO: 49) (SEQ ID NO: 50)
5'.AATCTCGAGGCCGCCACCATGA 5'- AATTCGGATCCTTACTAACACT
Xhol-Ko-AJW-F GTGTGCCCACTCAGGTCCTGG -3’ Kappa-BamHI-R CTCCCCTGTTGAAGCTCTT -3°

(SEQ ID NO: 51) (SEQ ID NO: 48)

Produccioén de anticuerpos: Pueden producirse anticuerpos quiméricos por cualesquiera métodos conocidos en la
técnica. En un método ilustrativo, se cultivan células HEK293F en medio de expresion Freestyle 293 (Invitrogen) en
matraces de sacudidas a 120 rpm, 37°C, 8% CO.. Las células se reducen a un sedimento a 100xg, se resuspenden
en 30 ml de MEDIO DE EXPRESION FREESTYLE 293, y se agitan vorticialmente durante 20 segundos para
alcanzar una suspension de células simples. Las células se someten a recuento y se siembra un matraz de
sacudidas de 2 | con 3,3x‘|08 células en un volumen total de 330 ml de MEDIO FREESTYLE 293. La mezcla de
transfeccion se compone de partes iguales de DNA/OptiMEM (v.g., 165 ug de plasmido de expresion HC, 165 ug de
plasmido de expresion LC, y OptiMEM (Invitrogen) a la temperatura ambiente hasta un volumen total de 11 ml) y
293fectin/OptiMEM (v.g., 433 pl de 293fectin (Invitrogen) y OptiMEM (Invitrogen) a la temperatura ambiente hasta un
volumen total de 11 ml). La mezcla de DNA se afiade a la mezcla de 293fectin, se mezcla luego y se incuba durante
20 minutos a la temperatura ambiente, después de lo cual se anade al medio existente que contiene las células
293F. Las células se incuban a 37°C, 8% CO, con sacudidas a 120 rpm. Al cabo de 72 horas después de la
transfeccion, la suspension se centrifuga durante 5 minutos a 100xg para reduccion de las células a un sedimento y
el sobrenadante que contiene Mab se filtra a través de un filtro de 0,2 uym y se purifica utilizando una columna de
afinidad de Proteina-A.

Volumenes pequefios de medio acondicionado (CM) de células HEK-293F transfectadas transitoriamente se aplican
a una columna de goteo con 0,3 ml de Proteina A SEPHAROSE que se ha equilibrado con PBS. La columna se lava
con 10 ml de PBS y las proteinas se eluyen con glicina 0,1 M, pH 2,7. Se recogen fracciones de 1 mililitro en 0,1 ml
de Tris-HCI 1 M, pH 8,0, eluyéndose la mayor parte del anticuerpo en las dos primeras fracciones de eluato. Estas
dos fracciones se agrupan y se concentran a un volumen final (v.g. 0,2-0,3 ml) utilizando, por ejemplo, un dispositivo
centrifugo Vivaspin de 0,5 ml. Durante este paso de concentracion, se realizan diluciones intermedias con PBS para
intercambiar el tampoén de Tris-glicina a PBS. El concentrado final se esteriliza por filtracion a través, por ejemplo, de
un filtro de jeringuilla de 0,2 ym y la concentracion de proteinas de la muestra que contiene el anticuerpo se
determina utilizando un ensayo de proteinas Lowry (BioRad DC Protein Assay).

Para purificacién en gran escala, se concentran 2 litros de medio acondicionado (CM) procedente de células
adherentes transfectadas transitoriamente (v.g. HEK-293T) por ultrafiltracién en un cartucho de fibra hueca (v.g.,
Amersham Biosciences 30.000 NMWC/290 cmz, columna de fibra hueca USP-30-C-3X2MA) hasta que el volumen
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se reduce a ~ 200 ml. Este material concentrado o, para transfecciones mas pequeinas, CM simple se bombea a una
columna de 12 ml de Proteina A SEPHAROSE que se ha equilibrado con Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0. La columna se lava
con Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, hasta que la lectura UV2go ha establecido una linea base. El anticuerpo se eluye con
glicina 0,1 M, pH 2,7 y se recogen fracciones de 3 ml. El pH de las fracciones que contienen la proteina pico se
ajusta por adicion de Tris-HCI de pH 8,0 a una concentracion final de 0,1 M. Las fracciones pico se agrupan, se
concentran a un volumen inferior a 7 ml por ultrafiltracion (v.g., en un dispositivo de centrifugacion Amicon Ultra de
15 ml), y se desalan luego en PBS utilizando dos operaciones separadas en una columna PD-10 (Amersham
Biosciences/GE-Healthcare).

Las proteinas obtenidas de los sobrenadantes de cultivo se cuantifican y analizan por cualquier método conocido en
la técnica (v.g., el ensayo de proteinas Lowry (BioRad DC Protein Assay). En un método ilustrativo, se analizan
sobrenadantes de cultivo por SDS-PAGE. Resumidamente, las proteinas se transfieren a una membrana de
nitrocelulosa, se bloquean con 5% leche/PBS durante 1 hora a la temperatura ambiente, y se incuban con IgG anti-
humana de ratén conjugada con HRP (v.g., especifica de cadena y, 1:10.000) y kappa antihumana de ratén (v.g.,
especifica de cadena kappa, 1:1000) (Southern Biotech, Cat #9042-05 y #9220-05, Birmingham, AL) y las sefiales
se detectan con un kit ECL.

Actividad inhibidora en vitro en el ensayo de aglutinacion de las plaquetas inducida por ristocetina: En un
método ilustrativo, se ensayan anticuerpos Fc humanos NMC-4 quiméricos respecto a actividad, incluyendo por
ejemplo, la fijacion especifica para VWF. Por ejemplo, se realizan ensayos de aglutinacién de plaquetas con un
agregometro estandar (Bio/Data, modelo PAP-4) utilizando plaquetas humanas liofilizadas (Bio/Data, Horsham, PA).
Resumidamente, se afiaden 50 pl de ristocetina (v.g., concentracion stock = 15 mg/ml) (Bio/Data) y 48,5 yl de TBS o
anticuerpo de test a un tubo que contiene 1x10° plaquetas liofilizadas en un volumen de 400 pl. La lectura de la linea
base se registra durante 10 segundos antes de afadir 1,5 pyl de VWF purificado (v.g., concentracion final de 1,5
pg/ml) al tubo para iniciar la aglutinacién. El valor CEsg del anticuerpo de test se estima como la concentracion que
inhibe el 50% de la aglutinacion plaquetaria. En una comparacion con el anticuerpo monoclonal paterno, la quimera
demostré una potencia equivalente a la del anticuerpo NMC4 paterno de murino.

Adicionalmente, para determinar mas exactamente los valores CEsg, se ensayan anticuerpos quiméricos utilizando,
por ejemplo, un método de lector de placas adaptado del método de microplacas. En un método ilustrativo, se
afiaden 4,5x10’ plaquetas fijadas con paraformaldehido en 150 yl de TBS (pH 7,5) por pocillo utilizando una placa
COSTAR 3603 de 96 pocillos y se afiade vVWF humano purificado (Calbiochem, San Diego, CA) a una concentracion
final de 1,5 pg/ml por pocillo. Se afiaden concentraciones seriadas de anticuerpos de test seguido por la adicion de
ristocetina a una concentracion final de 1,5 pg/ml por pocillo para iniciar la aglutinacion y se monitoriza la turbidez
(v.g., absorbancia a 405 nm) utilizando un Lector de Placas SPECTRAMAX PLUS (Molecular Devices) ajustado a
37°C durante 6 minutos con 20 segundos de agitacion en situ entre los ciclos de lectura. Se afiade el compuesto
inhibidor (v.g., 20 ul/pocillo) o el MAb de referencia (v.g., AVW-3) y las mezclas se incuban y se monitorizan durante
2 minutos. Finalmente, se afiade ristocetina o botrocetina (20 pl/pocillo) y las mezclas se incuban y se monitorizan
durante 40 minutos. La sefial de aglutinacion se monitoriza como la magnitud de la disminucién de absorbancia (v.g.,
-/ absorbancia).

La quimera Fc NMC-4-humanoa se compara con el anticuerpo monoclonal NMC-4 original y con el anticuerpo
AJW200 clonado. Como se muestra en la Figura 1, la quimera NMC-4 es similar en actividad al mAb NMC-4 original
y ligeramente mas potente que AJW200 en el seno de aglutinacién de las plaquetas inducido por ristomicina, con
valores CEsg de 0,1, 0,17 y 0,27 nM, respectivamente.

Ejemplo 2: Construccion de Anticuerpos Humanizados

Seleccion de marcos aceptores humanos: Bases de datos (v.g., una base de datos de linea germinal humana,
base V, o la base de datos Kabat) o publicaciones (v.g., Kabat et al., Secuencias of Proteins of Immunological
Interest, 1992) pueden utilizarse para identificar las subfamilias a las que pertenecen las regiones V de cadena
pesada y ligera murinas, y determinar el marco de linea germinal humana mas adecuado para utilizacion como
molécula aceptora. La seleccion de las secuencias VH y VL que pueden utilizarse dentro de estas subfamilias como
secuencias aceptoras puede basarse en homologia de secuencia y/o en un apareamiento de la estructura candnica
de las regiones CDR1 y CDR2 para ayudar a preservar la presentacion relativa apropiada de las 6 CDRs después
de injerto.

Por ejemplo, el uso de la base V indica que la cadena ligera k de NMC-4 es de la subfamilia kappa 1, dado que se
identifica una buena homologia entre el marco VL de NMC-4 y los miembros de la subfamilia k 1 (VK1). La
homologia maxima y la preservacion 6ptima de las estructuras canonicas de los bucles CDR se observa para la
secuencia 018 de la linea germinal (SEQ ID NO: 5), que tienen una identidad de secuencia de 78% para la
secuencia entera hasta CDR3 y una identidad de secuencia de 84% para las regiones marco. La alineacién de la
cadena ligera de NMC-4 y la cadena ligera humana 018 (SEQ ID NO: 5) y AAK94808 (un anticuerpo maduro
derivado de 018, utilizado para proporcionar una LCDR3 y secuencia marco 4 para comparacion con NMC-4 en esta
region) (SEQ ID NO: 6) se muestra en la Tabla 3, indicandose las diferencias entre la NMC y el anticuerpo humano
como letras en negrita (con numeracion basada en el esquema de numeracion de Kabat (Kabat, 1978)).
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Analogamente, el uso de la base V indica que la secuencia VH hasta el marco 3 cae dentro de la subfamilia IV de
VH. Dentro de la subfamilia IV de VH humana, la VH de NMC-4 muestra la homologia maxima de secuencia con la
secuencia de la linea germinal 4-59 (SEQ ID NO: 3) que exhibe una identidad de secuencia de 56% con la VH
murina para la VH entera hasta CDR3, y 67% de identidad para las regiones marco solas (Tabla 4). Sin quedar
ligados por una teoria de la descripcion, se selecciona AAC18165.1 (SEQ ID NO: 4) para proporcionar una
secuencia comparadora de HCDR3 y el marco 4 dado que comparte secuencias de aminoacidos idénticas en los
marcos 1 a 3 y HCDR1 y HCDR2 con VH 4-59 de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 3). HCDR3 y las 4
regiones marco no se incluyen en las secuencias de la linea germinal VH en la base de datos V base, dado que las
regiones HCDR3 son sumamente divergentes y FW4 es un dominio distinto derivado de un producto génico
separado (J). Las diferencias de aminoacidos entre la VH de NMC-4 y las secuencias AAC18156.1 (SEQ ID NO: 4)
estan resaltadas en negrita y sus posiciones por los asteriscos en la Tabla 4.

Tabla 3. Alineacidon de la VL de NMC-4 con el anticuerpo humano AAK94808 que tiene secuencias marco de
aminodacidos y CDR1 y CDR2 idénticas a la VL de la linea germinal humana, 018.

Nombre FW1 CDR1 FW2 CDR2
_________ Qoo e Qehe Fem e nBk e e mem ek k koo ok Ghokokk
Kabat No: 12345678901234567890123 45678901234 567890123456789 0123456
NMC-4 VL

(SEQIDNO:2) DIQMTQSPSSLSASLGDRVTISC SASQDINKYLN WYQQKPDGAVKLLIF YTSSLHS
018 (AAK94808)
(SEQIDNO: 6) DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC QASQDISNYLN WYQQKPGKAPKLLIY DASNLET

Nombre FW3 CDR3 Fi4
..__6 _________ 7***_.__*_*8 __________ 9_**.__*_
Kabat No: 78901234567890123456789012345678 901234567 8901234567
NMC-4 VL, GVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEPEDIATYYC QQYEKLPWT FGGGTKLEVK
018 (AAK94808) GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATYYC QQYDNLPLT FGGGTKVEIK

Tabla 4. Alineacion de la VL de NMC-4 con el anticuerpo humano, AAC18165.1, que tiene secuencias marco
de aminodcidos y CDR1 y CDR2 idénticas a la linea germinal humana 4-59.

Nombre FW1l CDR1 FW2 CDR2
B 3 EL2uE T2 Yy iy D ) s iy L T g
Kabat No: 12345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345
NMC-4 VH

(SEQIDNO: 1) QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTDYGVD WWRQPPGKGLEWLGMIWGDGSTDYNSALKS
4-59(ACC18165.1) .
(SEQIDNO:4) QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWS WIRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTNYNPSLKS

Nomb FW3 CDR3 FW4
ombre L R - T L e B L L. R NN L L.k L S Up U 11--
Kabat No: 67890123456789012abc345678901234 567890abedefl2 34567890123
NMC-4 VH RLSITKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTARYYCVR DPADYGNYDYALDY WGQGTSVTVSS

4-59(AAC18165.1) RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR GYRPGVAAHSPFDY WGQGTLVTVSS

Dado que se supone que el injerto directo de CDRs de un anticuerpo de raton a marcos de anticuerpo humano da
como resultado pérdida de afinidad para la fijacion de antigeno (Foote y Winter J. Mol. Biol. 224: 487-499
(1992); Xiang et al. J Mol Biol. 253:385-90 (1995); Homes et al, J. Immunol. 167:296-301 (2001)), puede ser
deseable mutar de nuevo ciertos residuos en los marcos a los residuos de ratén en dichas posiciones, un proceso
denominado retromutacion. Por ejemplo, la Tabla 5 muestra los residuos que pueden afectar a las conformaciones
de CDRs y que pueden ser candidatos potenciales para retromutacion al residuo murino (v.g., las diferencias de
aminoacidos entre la NMC-4 y los marcos humanos en estas posiciones se han resaltado en letras negritas
cursivas).
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Tabla 5.Residuos marco que afectan a la confirmacion de las CDRs; comparacion de NMC-4 y las regiones
variables de aceptores humanos

VL VH

Posicion Kabat NMC-4 |018 FW | Posicion Kabat NMC-4 4-5 FW

2 I I 2 Vv Vv

4 M M 47-49 W,LG|W,IG
35-36 W, Y W, Y 67 L v
46-49 LLILFLLIY®69 I I

64 G G 71 K v

66 G G 73 N T
68-69 G T GT 78 v F

71 Y F 93-94 V,R AR
98 F F 103 w w

Los residuos de aminoacidos que pueden estar implicados en el apareamiento de las cadenas pesada y ligera para
coordinar la presentacion de CDRs han sido identificados (Holmes et al., J. Immunol. 167: 296-301 (2001)) y pueden
ser candidatos para retromutacién. Sin quedar ligados por una teoria de la descripcién, dentro de la region VL, se
consideran importantes los residuos 44, 96 y 98, con contribuciones adicionales de los residuos 34, 36, 38, 46, 87,
89 y 91. De estos residuos, el Unico que difiere acusadamente entre NMC-4 y el aceptor 018 para la region VL es el
residuo 44, que es una valina en NMC-4 VL y una prolina en el marco humano 018. Sin quedar ligados por una
teoria de la descripcion, para la VH, son importantes los residuos 45 y 103, contribuyendo también los residuos 35,
37, 39, 47, 91, 93 y 95 al empaquetamiento de la interfaz de la VH con la VL. Las Unicas diferencias en estos
residuos de interfaz para NMC-4 VH y los marcos aceptores 4-59 se encuentran en el residuo 93, en el que existe
una diferencia conservadora de una valina en NMC-4 comparada con alanina en 4-59 (Tabla 5).

La comparacién de las secuencias marco de la secuencia murina y la secuencia VH 4-59 de la linea germinal
humana revela que muchas de las diferencias en los residuos que se suponen importantes para la presentacion de
CDR y el empaquetamiento de interfaz estan agrupadas en el marco 3 (residuos 67, 71, 73, 78, 93), con diferencias
adicionales en los residuos 37 y 48 en el marco 2. Estos residuos son candidatos supuestos para retromutacion en
la secuencia humanizada prototipo. Sin embargo, las diferencias para los dos residuos marco 2 (37V frente a 371y
48L frente a 481) son conservadoras; por tanto la primera secuencia VH prototipo puede enfocarse en las
diferencias en la region marco 3 y llevar las retromutaciones siguientes de humano a ratén: V67L, V71K, T73N,
F78V y A93V (Tabla 6). El gen sintético es sintetizado habitualmente por Retrogen (San Diego, CA) y designado H2,
y esta clonado en los sitios Nhe1 y Xho1 del vector bacteriano pRSFDuet (Novagen, Madison, WI) y utilizado como
modelo para amplificar la insercién utilizando los cebadores 4-59-huNMC-F (SEQ ID NO: 54) y hu-VH-R (SEQ ID
NO: 55) (Tablas 7 y 9). El fragmento resultante se digiere con Apa1. El plasmido pcDNA6-NMC-HC, que contiene la
cadena pesada quimérica de NMC-4 generada en el Ejemplo 1, se digiere con Hindlll y Apa1 y el fragmento de DNA
que contiene el fragmento pcDNA-IgG1dm se termina en extremos romos con fragmento Klenow en presencia de
NTPs. El producto PCR que contiene el VH se ligera al fragmento de extremos romos pcDNA-IgG1dm. EI DNA
plasmidico se utiliza luego para transformar la cepa hospedadora E. coli, JM109. Los clones individuales se
secuencian utilizando un secuenciador de DNA Beckman CEQ 8000 para identificar un clon que expresa la insercion
en la orientacidon correcta y con la secuencia correcta (clon pcDNA-huVH-IgG1dm). Este vector se utiliza como
modelo para las variantes H4, H5, H6, H7 y H8 que estan disefiadas para evaluar el efecto de invertir
individualmente cada residuo al residuo humano (resumido en la Tabla 6). Estas variantes se construyen utilizando
los pares de cebadores indicados en la Tabla 7 (las secuencias correspondientes se muestran en la Tabla 9).
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Tabla 6.Mutaciones de residuos marco incorporadas en las secuencias aceptoras de la linea germinal 4-59 y 018
para las diferentes variantes de VL y VH.

VH |Retromutaciones (Humana a Murina) |VL |Retromutaciones (Humana a Murina) |(Humana a humana comun)
H2 |V67L, V71K, T73N, F78V, A93V L5 | P44V, Y49F, F71Y F73L, G100Q

H4 |V67L, V71K, T73N, F78V L4 | Y49F, F71Y F73L, G100Q

H5 | V71K, T73N, F78V, A93V L6 P44V, F71Y F73L, G100Q

H6 | V67L, T73N, F78V, A93V L7 | P44V, Y49F F73L, G100Q

H7 (V67L, V71K, F78V, A93V L8 | Sin retromutaciones F73L, G100Q

H8 |V67L, V71K, T73N, A93V L9 | Sin retromutaciones F73L, 183F, G100Q

H9 | Sin retromutaciones

Tabla 7. Sumario de modelos y cebadores utilizados para construir las variantes humanizadas de cadena pesada.

Variantes |Modelo Cebadores PCR Cebadores PCR | Cebadores PCR|Vector Sitios de

de VH del Fragmento 1 | del Fragmento 2 |de VH Finales clonacion

Ho DNA Sintetizado 4-59-huNMC-F y | pcDNAG- Hindlll Apal
de Retrogen hu-VH-R IgG1(dm)

H4 H2 en pcDNAG- pcDNA6-F y VH-|VH-VO93A-For  y|pcDNAG-F y hFc- pcDNAG- Hindlll Apal
IgG1(dm) VI93A-Rev hFc-L235E-R L235E-R IgG1(dm)

H5 H2 en pcDNAB- pcDNA6-F y HC- HC-L67V-F y hFc- pcDNA6-F y hFc- pcDNA6- Hindlll Apal
IgG1(dm) L67V-R L235E-R L235E-R IgG1(dm)

H6 H2 en pcDNAB- pcDNA6-F y HC- HC-K71V-F y hFc- pcDNA6-F y hFc- pcDNA6- Hindlll Apal
IgG1(dm) K71V-R L235E-R L235E-R IgG1(dm)

H7 H2 en pcDNAB- pcDNA6-F y HC- HC-N73T-F y hFc- pcDNA6-F y hFc- pcDNA6- Hindlll Apal
IgG1(dm) N73T-R L235E-R L235E-R IgG1(dm)

H8 H2 en pcDNAB- | pcDNA6-F y HC- HC-V78F-F y hFc- pcDNA6-F y hFc- pcDNA6- Hindlll Apal
IgG1(dm) V78F-R L235E-R L235E-R IgG1(dm)

H9 DNA Sintetizado 4-59-huNMC-F y | pcDNAG- Hindlll Apal
de Retrogen hu-VH-R IgG1(dm)

Se supuso que la comparacion de residuos afectaba la estructura canoénica, y el empaquetamiento de la interfaz
indica que existen tres diferencias entre la NMC-4 VL y el marco aceptor VL humano 018 (v.g., residuos 44, 49y 71).
Por tanto, puede disefarse una variante humanizada prototipo, L5, que lleva 3 retromutaciones en el residuo murino
(v.g., P44V, Y49F y F71Y) (Tabla 6). Adicionalmente, esta variante esta disefiada de modo que tiene el residuo 73
cambiado de fenilalanina a leucina, dado que la leucina es un residuo mas comun en esta posicién en el repertorio
de anticuerpos humanos. Para generar esta variante, una variante designada VL4, que lleva cambios de marco (v.g.,
Y49F, F71Y y F73V), se sintetiza habitualmente (Retrogen) y se clona en el vector pETDuet utilizando los pares de
cebadores indicados en la Tabla 8. El vector L4-pETDuet resultante se utiliza como modelo para introducir la
mutacion p44V de L5 utilizando los pares de cebadores enumerados en la Tabla 8. La variante L5 se somete luego a
subclonacion en los sitios EcoR1y BamH1 del vector pIRES DsRed2 en lugar del NMC-4 VL murino. El vector L5-
pIRES DsRed se utiliza luego como modelo para generar los vectores L6 y L7 utilizando los cebadores indicados en
la Tabla 8.
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Tabla 8. Sumario de modelos y cebadores utilizados para construir las variantes de cadena ligera humanizadas

Variantes
de VL

L4

L5

L5

L6

L7

L8

L9

Modelo Cebadores PCR

del Fragmento 1

DNA Sintetizado
de Retrogen

L4 en pETDuet- Fab-L-For y LC-
1 P44V-R

L5 en pETDuet-
1

NMC4-VL-EcoRI-
F y LC-F49Y-R

L5 en pIRES-
DsRed2-1gk

NMC4-VL-EcoRI-
FyLC-Y71F-R

L5 en pIRES-
DsRed2-1gk

L7 en pIRES-
DsRed2-1gk

51RES y HulLC-
V44P-F49Y-R

DNA Sintetizado
de Retrogen

Cebadores

del Fragmento 2

LC-P44V-F y Fab-

L-Rev

LC-F49Y-F y

Kappa-BamHI-R

LC-Y71F-F y

Kappa-BamHI-R

HuLC-V44PF49Y-
Fy 31RES

PCR | Cebadores

de VL Finales

NMC4-VL-EcoRI-F
y Kappa-BamHI-R

Fab-L-For y Fab-L-

Rev

NMC4-VL-EcoRI-F
y Kappa-BamHI-R

NMC4-VL-EcoRI-F
y Kappa-BamHI-R

NMC4-VL-EcoRI-F
y Kappa-BamHI-R

5'RES y 3'IRES

NMC4-VL-EcoRI-F
y Kappa-BamHI-R

PCR |Vector

pIRES-
DsRed2-1gk

pETDuet-1

pIRES-
DsRed2-1gk

pIRES-
DsRed2-1gk

pIRES-
DsRed2-1gk

pIRES-
DsRed2-1gk

pIRES-
DsRed2-1gk

Tabla 9. Secuencias de los cebadores utilizados para construir las diversas regiones variables.

Cebador Directo

4-59-huNMC-F

pcDNAG-F

VH-93A-For

HC-L67V-F

HC-N73T-F

HC-V78F-F

HC-K71V-F

Secuencia

5'- GTTAAGCTTGCCGCCACCATGAA
ACATCTGTGGTTCTTCCTTCTCCTGGT
GGCAGCTCCCAGGTGGGTCCTGTCCC

AGGTGCAGCTGCAGGAATCCGG-3'
(SEQ ID NO: 54)

5’ CACTGCTTACTGGCTTATCG
AAATTA-3’
(SEQ ID NO: 56)

5’-GACACCGCTGTTTACTACT
GCGCTCGTGACCCGGCTGACT -3’

(SEQ ID NO: 57)

§’-CTGAAATCCCGTGTTACCATC
TCCAAAGAC -3

(SEQ ID NO: 59)

5’-ACCATCTCCAAAGACACCTCC
AAAAAC-Y
(SEQID NO: 61)

5'-AACTCCAAAAACCAGTTCT
CCCTGAAAC -3’
(SEQID NO: 63)

5'-CTTACCATCTCCGTAGACAA
CTCCAAAAAC -3’
(SEQ ID NO: 65)

Cebador Inverso

Hu-VH-R

hFc-L235E-R

VH-V93A-Rev

HC-L67V-R

HC-N73T-R

HC-V78F-R

HC-K71V-R

40

Secuencia

Sitios
clonacion

de

EcoRl

BamHlI

Ndel Xhol

EcoRl

BamHlI

EcoRl
BamHlI

EcoRl
BamHlI

EcoRl
BamHlI

EcoRl
BamHlI

5'-GGATGGGCCCTTGGTGGAAGC
GGAGGAAACGGTCACGAGGGTA-3’

(SEQ ID NO: 55)

5’-AAGAGGAAGACTGACGGTCCCCC

CTCGAG -3’

(SEQ ID NO: 40)

5’-AGTCAGCCGGGTCACGACCGCA

GTAGTAAACAGCGGTGTC -3’
(SEQ ID NO: 58)

S'-GTCTTTGGAGATGGTAACACGGG

ATTTCAG -3’
(SEQ ID NO: 60)

5-GTTTTTGGAGGTGTCTTTGGA

GATGGT -3’

(SEQID NO: 62)

5’-GTTTCAGGGAGAACTGGTTTTT

GGAGTT -3’
(SEQ ID NO: 64)

5-GTTTTTGGAGTTGTCTACGGA
GATGGTAAG -3’
(SEQ ID NO: 66)
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hu-VH-K71V-F 5"-CGTGTTACCATCTCCGTAGA
(H9) CACCTCCAAA -3

(SEQID NO: 67)
Fab-L-For 5'- ATACATATGGACATCCAGATG

ACCCAGAGC -3’
(SEQID NO: 69)

NMC4-VL-EcoRI- | 5*-GACGCGAATTCGGACATCCA
F GATGACCCAGAGCC -3’

(SEQID NO: 71)

5-IRES 5-AGCTGGTTTAGTGA -3' (SEQ

ID NO: 72)

LC-Y49F-F 5'.CCAAGCTGCTGATCTTCTAC
ACCA -3’

(SEQID NO: 74)

5*-CAGCCCGAGGACATCGCCAC
CTACTACTGC -3’
(SEQ ID NO: 76)

LC-F83I-F

5"-AAGCCCGGCAAGGCCGTC
AAGCTGCTGATC -3’
(SEQ ID NO: 78)

LC-P44V-F

5’-GCCGTCAAGCTGCTGATCTA
CTACACCAG -3’
(SEQ ID NO: 80)

LC-F49Y-F

5’-GGCAGCGGCACCGACTTCA
CCCTGACCATC -3'

(SEQ ID NO: 82)

LC-Y71F-F

5’-GGCAAGGCCCCCAAGCTGCT
GATCTACTACACCAG -3’

(SEQ ID NO: 84)

HuLC-V44P,
F49Y-F

5’-TTTGGAGGTGTCTACGGAGAT
GGTAACACG -3’

(SEQ ID NO: 68)

hu-VH-K71V-R (H9)

Fab-L-Rev 5- AGACTCGAGTTATCAACACTCTCC
CCTGTTGAAGCT -3°
(SEQ ID NO: 70)
Fab-L-Rev 5'- AGACTCGAGTTATCAACACTCTCC

CCTGTTGAAGCT -3’
(SEQ ID NO: 70)

3-IRES 5-CAAGCGGCTTCGGCCAG -3

(SEQ ID NO: 73)

5'-TGGTGTAGAAGATCAGCAG
CTTGG -3
(SEQ ID NO: 75)

LC-Y49F-R

5'-GCAGTAGTAGGTGGCGATGTCCT
CGGGCTG -3’
(SEQ ID NO: 77)

LC-F83I-R

5.GATCAGCAGCTTGACGGCCTTGC
CGGGCTT -3’
(SEQ ID NO: 79)

LC-P44V-R

5'-CTGGTGTAGTAGATCAGCAGCT
TGACGGC -3’
(SEQ ID NO: 81)

LC-F49Y-R

5’-GATGGTCAGGGTGAAGTCGGTG
CCGCTGCC -3°

(SEQ ID NO: 83)

LC-Y71F-R

5’-CTGGTGTAGTAGATCAGCAGC
TTGGGGGCCTTGCC -3’

(SEQ ID NO: 85)

HuLC-V44P, F49Y-R

En paralelo con la clonacién de estos primeros conjuntos de variantes, un modelo tridimensional generado por
computadora de la secuencia de la linea germinal aceptora 4-59 se genera utilizando la estructura 1DNO.pdb (v.g.,
con resolucion de 2,3 A (Angstrom)) identificada en una busqueda BLAST por tener la identidad de secuencia
maxima (88%) para la secuencia entera hasta HCDR3 y una identidad de secuencia de 89% para las regiones
marco. La estructura 1AOK.pdb se selecciona como el modelo para la secuencia humanizada VH con una identidad
de secuencia de 81%. Estan disponibles dos estructuras cristalograficas de la NMC-4 Fv murina: 10AK.pd (v.g., con
resolucion de 2,2 A) que tiene un antigeno fijado (Cellikel et al., Nat. Struct. Biol. 5: 189-194 (1988)) y se selecciona
también como el ajuste 6ptimo en el dominio VH para la variante humanizada prototipo, y 1FNS.pdb (resolucion de
2,0 A), que tiene un antigeno mutante unido. Tanto 10AK.pdb como 1 FNS.pdb tienen angulos de interfaz VH/VL
virtualmente idénticos, por lo que se utiliza 1OAK.pdb para superposicion de los modelos del aceptor humano y las
secuencias VH y VL humanizadas.

Cuando las estructuras de cadena principal de NMC-4 VH y 4-59 se superponen, pueden observarse 3 areas de
diferencia. En primer lugar, existen diferencias entre los residuos H27 y H33, que incluyen parte de la HCDR1. Sin
quedar ligados por una teoria de la descripcion, estos residuos ponen en contacto HCDR2 y HCDR3, los cuales
forman parte juntos del sitio de fijacion de antigeno. El residuo 34, Val en la NMC-4 VH murina y Trp en la secuencia
4-59, se predice que es potencialmente responsable de la conformacion alterada del bucle H27-33 y por tanto un
candidato para retromutacion. En segundo lugar, existen diferencias entre los residuos H52 y H55, que forman parte
del bucle CDR2. El residuo marco 71 (Lys en el raton, Val en 4-59) se considera que juega posiblemente un papel
en esta diferencia y por tanto es candidato para retromutacion. Tres residuos adicionales se identifican en la
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estructura 4-59 por tener el potencial para impedir la fijacion de antigeno. H37, que es un cambio conservador de lle
comparado con Val en el ratén; H73 (que representaba un cambio moderado Thr en

4-59 comparado con Asp en el ratén) y H78, que representaba un cambio grande (Phe en 4-59 comparado con Val
en el ratdn). En tercer lugar, existen diferencias en CDR3, donde se espera diversidad.

Para modelizacién de la linea germinal 018 y los dominios VL humanizados prototipo, la estructura 11GM.pdb (v.g.,
resolucion de 2,3 A) tiene una identidad de secuencia excelente (v.g., 95%) con 018, con 4 diferencias en los
residuos L34, L45, L47 y L92. La estructura 01BJ1.p (v.g., resolucion de 2,4 A) se selecciona como el modelo para el
prototipo humanizado VL, dado que la misma coincide en los residuos 97/107 (v.g., identidad de secuencia de 91%).

El ajuste satisfactorio de las cadenas principales VL de las estructuras NMC-4 y 018 VL es coherente con la
identidad de secuencia. La unica diferencia estructural significativa se encuentra en el bucle comprendido por los
residuos L39-L45, que ponen en contacto la VH y podrian influir por tanto en el empaquetamiento y a su vez en la
forma de la bolsa de fijacion. Sin quedar ligados por una teoria de la descripcion, el residuo 44 (v.g. Val en el raton,
Pro en 4-59) es probablemente responsable de esta diferencia y es por tanto un candidato probable para
retromutacion basado en modelizaciéon por computadora.

Actividad inhibidora en vitro en el ensayo de aglutinacion de las plaquetas inducida por ristocetina: Para
ensayar si las predicciones de modelizacién por computadora podrian predecir exactamente los efectos sobre la
actividad, la variante prototipo VH2 se aparea con una variante VL, (v.g., L4, 5, 6 y 7) y el prototipo L5 se combina
con una variante VH (v.g., H2, H4, H5, H6, H7 y H8). Las variantes de anticuerpos se producen por transfeccion
transitoria de células HEK293T y se purifican a partir del sobrenadante de cultivo filtrado como se describe para el
anticuerpo quimérico NMC-4 en el Ejemplo 1.

Se realizan los ensayos de aglutinacion de plaquetas inducida por ristocetina utilizando plaquetas liofilizadas como
se describe en el Ejemplo 1. El cambio en absorbancia (v.g. turbidez) se mide para diluciones seriadas del
anticuerpo por duplicado utilizando un lector de placas Spectromax (Molecular Devices) y los datos se analizan
utilizando software Prism a fin de detectar los valores CEsy para las diversas variantes de anticuerpos purificadas
(véase, v.g., Tabla 9).

La primera version del anticuerpo humanizado, constituido por H2 y L5, exhibia una actividad equivalente (v.g., CEso
de 0,13) a la quimera paterno ((v.g., CEsp de 0,18 nM) (Tabla 10). Las variantes de cadena pesada con
retromutaciones puntuales sucesivas a los residuos marco humanos se ensayaron luego (v.g., variantes H2 hasta
H6). Las variantes exhibian actividad muy similar, excepto para la variante L5-H8, que exhibia una CEsg 1,5 veces
menor (Tabla 9). Es interesante que el rendimiento de esta variante era bajo (v.g., 1/10 de otras variantes), lo que
sugiere que la interaccion entre la cadenas pesada y ligera humanizadas podria haberse visto afectada
desfavorablemente por esta combinacién de mutaciones, dado que la estabilidad del anticuerpo depende del
ensamblaje correcto de las cadenas pesada y ligera. Andlogamente, se generaron y se ensayaron los anticuerpos
de la variante L5, y analogamente, ninguno de los cambios de retroceso a los humanos parecia afectar a la
actividad, lo que sugeria que, sorprendentemente, no era necesario cambio de marco alguno. Estos resultados
indicaban que ninguna de las diferencias entre los marcos aceptores y los marcos de la region variable NMC-4 que
se preveia serian problematicas, tenia efecto alguno sobre la potencia, incluyendo las diferencias mas acusadas que
se creia eran subyacentes a las diferencias estructurales observadas por modificacién en computadora, incluyendo
las diferencias sefializadas como inductoras de las diferencias de conformacion maximas (v.g., V71K'y T73N de la
VH y P44V de la VL). Dados estos resultados, se construyd una variante de cadena pesada que era portadora de un
marco completamente humano (v.g., H9), que representaba una VH simple injertada en CDR. Esta variante se testo
luego en combinacién con las variantes de cadena ligera asi como una variante adicional, L9, que representaba
injerto simple de CDR en un marco completamente humano. Sorprendentemente, el anticuerpo injertado
directamente en la CDR retenia actividad plena (CEsp de 0,08 nM; Tabla 10). Estos datos demostraban que,
inesperadamente, el injerto directo de las CDRs del anticuerpo murino en los marcos humanos seleccionados
conservaba la actividad plena del anticuerpo murino original aun cuando los datos cristalograficos publicados indican
que CDRs muiltiples contribuyen a la fijacion de antigeno (Celikel et al., Blood Cells Vol Dis. 23: 123; Celikel et al.,
Nat. Struct Biol 5:189) y por tanto podia anticiparse que cualquier perturbacion en la presentacion relativa de las 6
CDRs afectaria a la afinidad.
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Tabla 10: Comparacion de los valores CEsy para la quimera NMC-4 paterno comparada con las variantes
humanizadas en el ensayo de aglutinacion de las plaquetas mediado por vWF inducida por ristocetina

Anticuerpo (Conjunto 1°) | CEsp (nM) Anticuerpo (Conjunto 2°) | CEsp (nM)
NMC4 quimera 0,18+0,03 (n=9) H9, L4 0,11

LS5, H2 0,13 (n=2) H9, L5 0,14

LS5, H4 0,15 H9, L6 0,13

L5, H5 0,18 H9, L7 0,11

L5, H6 0,18 H9, L8 0,08

LS, H7 0,16 H9, L9 0,12 (n=2)
L5, H8 0,28

L4, H2 0,14

L6, H2 0,14

L7, H2 0,15

Humanizacioén de las regiones CDR: La modelizacién molecular sugeria que cambios adicionales, disefiados para
humanizar CDR1 de la cadena ligera y pesada pueden ser tolerados en LCDR1 de NMC-4 (v.g., residuos 24, 30 y
31) y HCDR1 de NMC-4 (v.g. residuos 27, 29, 30 y 34). Adicionalmente, se considera también que dos residuos en
la secuencia HCDR2 (v.g., 61 y 62), representan cambios que pueden ser tolerados (v.g., Ser a Pro para el residuo
61 y Ala a Ser para el residuo 62). Por ello, se han construido una serie de variantes denominadas
"superhumanizadas" (Tan et al., 2002 J. Immunol. 169: 1119-1125) a partir de los modelos y pares de cebadores
indicados en la Tabla 12 (v.g., L10, que representa la variante con una LCDR1 enteramente humana; H12 y H13 que
representan regiones HCDR1 parcialmente humanizadas (Tabla 11).

Tabla 11. Mutaciones que cambian los residuos CDR murinos a sus contrapartidas 4-59

VH | Super-humanizadas (murino a humano) VL |Super-humanizadas (murino a humano)

H12 |F27G, L29I, T30S L10S24Q, N30S, K31N

H13 |F27G, L29I, T30S, V34W L11/S24Q, N30S, K31N, Y50D, T51A, S53N,
H55E, S56T

H14 |F27G, L29I, T30S, V34W, S61P, A62S

H15 F27G, L29l, T30S, D3 1 S, G33Y V34W, G35S, S61P,
AB2S,

H16 |[F27G, L29I, T30S, V34W, M50Y, W52Y, G53Y, D54S,
D58N S61P, A62S

En un método ilustrativo, las predicciones de modelizacién por computadora se testan por realizacién de uno o mas
ensayos para determinar la actividad del anticuerpo humanizado. Por ejemplo, la variante L11 se somete a co-
transfeccion con H9, y el anticuerpo se testa en el ensayo de aglutinacion de las plaquetas inducida por ristocetina.
Como se muestra en la Tabla 14, la introduccion de las tres mutaciones para convertir la LCDR1 enteramente en la
de 018 esta tolerada y no causaba pérdida significativa alguna de potencia. Cuando las variantes H12, 13 y 14 se
combinan con L9, el anticuerpo variante H12-L9 exhibia una pérdida ligera de potencia, pero la mutacién V34W
adicional restablecia la potencia total y la adicién de las mutaciones S61P y A62S tenia poco efecto sobre la
potencia, lo que indicaba que estos residuos podrian convertirse en la secuencia 4-59 sin impactar en la actividad. A
continuacion, se evalla la importancia de LCDR2 en el mantenimiento de la actividad de bloqueo de VWF por
construccién de una variante de la cadena L10 donde la LCDR2 entera (YTSSLHS) (SEQ ID NO: 11) esta
reemplazada con la LCDR2 018 de la linea germinal humana (DASNLT) (SEQ ID NO: 118) utilizando el plasmido
codificante de la variante L10 de VL como modelo y los pares de cebadores indicados en las Tablas 11 y 12. Esta
variante recién construida (L11) se aparea luego con H14 para producir la variante de anticuerpo L11-H14. Si bien
exhibe todavia potencia nanomolar, esta variante demostraba una actividad 10 veces menor comparada con la
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quimera en el ensayo de aglutinacion plaquetaria (CEsp 1,63 mB), lo que sugeria que LCDR2 puede ser necesaria
para actividad 6ptima del anticuerpo humanizado.

Tabla 12. Sumario del modo en que se construyeron las variantes "super-humanizadas”

Variantes | Modelo

H12

H13

H14

H15

H16

L9

L10

L11

H9 en pcDNAG-
IgG1(dm)

H9 en pcDNAG-
IgG1(dm)

H13 en
pcDNAG-
IgG1(dm)

H14 en
pcDNAG-
IgG1(dm)

H15 en
pcDNAG-
IgG1(dm)

L1 en pETDuet-
1

L9 en pIRES-
DsRed2-1gk

L10 en pIRES-
DsRed2-1gk)

Cebadores PCR|Cebadores PCR
del Fragmento 1 | del Fragmento 2

pcDNAG-F y huH12-F 'y hFc-
huH12-R L235E-R
pcDNAG-F y huH13-F 'y hFc-
huH13-R L235E-R
pcDNAG-F y huH14-F 'y hFc-
huH14-R L235E-R
pcDNAG-F y 'huH15-F And hFc-
huH15-R L235E-R
pcDNAG-F y 'huH16-F And hFc-
huH16-R L235E-R

NMC4-VL-EcoRI-F |LC-Y71F-F y Kap-
y LC-Y71F-R pa-BamHI-R

5''RES y huL10-R |huL10-F y 3'IRES

5-IRES y huL11-R |huL11-F y 3'IRES

Cebadores PCR de
VH Finales

pcDNA6-F 'y hFc-
L235E-R

pcDNA6-F 'y hFc-
L235E-R

pcDNA6-F 'y hFc-
L235E-R

pcDNA6-F 'y hFc-
L235E-R

pcDNA6-F 'y hFc-
L235E-R

NMC4-VL-EcoRI-F
y Kappa-BamHI-R

5'RES y 3'IRES

5-IRES y 3'IRES

Tabla 13. Cebadores utilizados para construir las variantes CDR humanizadas

Cebador Inverso Secuencia

Cebador Directo Secuencia
5-IRES 5-AGCTGGTTTAGTGA -3' (SEQ ID NO: 72) 3-IRES
huL10-F 5’-ACCATCACCTGCCAAGCCAGCCAG huL10-R

huL11-F

pcDNAG-F

huH12-F

huH13-F

GACATCAGCAACTACCTGAACTGG-3'
(SEQ ID NO: 86)

huL11-R

5’-CCCAAGCTGCTGATCTACGACGCCA
GCAACCTGGAAACCGGCGTGCCC -3’

(SEQ ID NO: 88)

5'- CACTGCTTACTGGCTTATCG hFc-L235E-R
AAATTA-Y
(SEQ ID NO: 56)

5".GTTTCCGGTGGCTCCATCTC huH12-R
CGACTACGGTGTTGACTGGA -3’

(SEQ ID NO: 90)

5’.GTTTCCGGTGGCTCCATCTCCGAT huH13-R
ACGGTTGGGACTGGATCCGTCAG -3’

(SEQ ID NO: 92)

44

Vector Sitios de
clonacion

pcDNAG- Hindlll Apal
IgG1(dm)

pcDNAG- Hindlll Apal
IgG1(dm)

pcDNAG- Hindlll-Apal
IgG1(dm)

pcDNAG-

IgG1(dm) Hindlll Apal
pcDNAG- .
IgG1(dm) Hindlll Apal
pIRES- EcoRl

DsRed2-Igk |BamHI

pIRES- EcoRI
DsRed2-Igk |BamHI

pIRES- EcoRl
DsRed2-Igk |BamHI

5-CAAGCGGCTTCGGCCAG -3' (SEQ ID NO: 73)

5'-CCAGTTCAGGTAGTTGCTGATGT
CCTGGCTGGCTTGGCAGGTGATGGT -3’

(SEQ ID NO: 87)

5'- GGGCACGCCGGTTTCCAGGTTGCTGG
CGTCGTAGATCAGCAGCTTGGG--3'

(SEQ ID NO: 89)

5’-AAGAGGAAGACTGACGGTCCCCC
CTCGAG -3’

(SEQ ID NO: 40)

§’-TCCAGTCAACACCGTAGTCGGAG
ATGGAGCCACCGGAAAC -3’

(SEQIDNO:91)

5'-CTGCAGGATCCAGTCCCAACCGT
AGTCGGAGATGGAGCCACCGGAAAC -3’

(SEQ ID NO: 93)
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U 14-F 5"-GTTCCACCGACTACAACCCC huH14R 5-ACGGGATTTCAGAGAGGGGTT
TCTCTGAAATCCCGT-3 GTAGTCGGTGGAAC -3
(SEQ ID NO: 94) (SEQ ID NO: 95)
huH15.F 5'GTTTCCGGTGGCTCCATCTCCTCCTAC huH15-R 5'-CTGACGGATCCAGGACCAATAGTA
TATTGGTCCTGGATCCGTCAG -3’ GGAGGAGATGGAGCCACCGGAAAC -3
(SEQ D NO: 96) (SEQIDNO: 97)
huH16-F e T huH1E-R 5'-AGAGGGGTTGTAGTTGGTGGAACCG
(550 D NG: 95) GAATAATAGATATAACCGATCCATTC -3'

(SEO ID NO: 99)

A continuacién se examina la importancia de los residuos murinos restantes (v.g., H31, H33, y H35) en la HCDR1
humanizada en la variante H14, cambiando estos residuos por sus contrapartidas humanas en la secuencia VH de la
linea germinal 4-59 (v.g., un cambio D31S, G33Y y D35S). El constructo resultante, H15, tiene una secuencia de
GGSISSYYVS (SEQ ID NO: 110) para HCDR1 comparada con la secuencia parcialmente humanizada de
GGSISDYGWD (SEQ ID NO: 111) en H14. Finalmente, la HCDR2 entera de H15 se convierte en su contrapartida
humana en VH4-59 (desde MIWGDGSTDYNSALKS (SEQ ID NO: 8) a YIYYSGSTNYNPSLKS (SEQ ID NO: 119), un
total de 7 diferencias de residuos) para crear otra variante, H16, que tiene una HCDR1 y HCDR2 completamente
humanas. Las variantes H15 y H16 se aparean individualmente con la variante de cadena ligera L10 para producir
las variantes de anticuerpos H15-L10 y H16-L10, respectivamente.

Estas variantes se valtan en un ensayo de aglutinacion plaquetaria para determinar sus actividades. Los datos
presentados en la Tabla 14 sugieren que el reemplazamiento de la HCDR1 entera con secuencia humana anula la
actividad anti-vWF. Esto sugiere que los tres residuos remanentes en la HCDR1 (v.g., D en la posicién H31, G en la
posicion H33 y D en H35) son importantes para la retencion de actividad, aun cuando estos residuos pueden no
estar en contacto directamente con el antigeno, como es sugerido por la estructura cristalina consignada por Celikel,
et al (Nat. Struct. Biol. 5:189). El reemplazamiento de HCDR2 enteramente con la HCDR2 humana 4-59 no
restablecia la actividad perdida de H15, coherentemente con las indicaciones de los estudios cristalograficos de
Celikel et al., que sugieren que tres de los residuos en HCDR2 (v.g., H53, H54, y H58) interaccionan directamente
con el antigeno de vVWF.

Tabla 14: Valores CEs de las variantes "super-humanizadas”
Anticuerpo CEso (nM)
Quimera NMC-4 0,18+0,03 (n=9)

H9, L9 (Injertado en CDR) | 0,12 (n=2)

H12, L9 0,29

H13, L9 0,16 (n=2)

H14, L9 0,13 (n=2)
H13,L10 0,20

H14, L10 0,22+0,05 (n=5)
H14, L11 1,63

H15, L10 ND

H16, L10 ND

Ejemplo 3: Reformateado de Isotipos de anticuerpos

En un método ilustrativo, puede ser deseable reformatear variantes de VH a partir del formato mutado 1IgG1 a un
formato IgG4, dado que IgG1 es un isotipo activo con respecto a la activacion del complemento y suscitacion de
respuestas efectoras, en tanto que IgG4 es relativamente inactivo. Por ejemplo, variantes de VH candidato se
convierten del formato IgG1 mutado a un formato IgG4 (véase, por ejemplo, SEQ ID NO: 144) para generar
candidatos para desarrollo. Adicionalmente, los marcos de lectura abiertos de cadenas ligera y pesada se redisefian
para incorporar sitios de escisién por endonucleasas de restriccion en los extremos 5' (v.g., sitios Xhol y Hindlll) y 3'
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(v.g., sitios BamHI y Notl), a fin de facilitar la subclonacion en el sitio de clonacion multiple del vector de expresion
pSTO518 para desarrollo de lineas de células aguas abajo y produccion de anticuerpos en gran escala (Tabla 15).

Por ejemplo, dos de las variantes VH humanizadas, H9 y H14 se convierten a un formato IgG4 por reemplazamiento
de la region constante de IgG1 con una regidon constante de IgG4 e introduccién de sitios Xhol y BamHI en el
extremo &'y sitios Hindlll y Notl en el extremo 3' de la casete de expresion de la cadena pesada. Tanto IgG1 como
IgG4 contienen un sitio Apal existente naturalmente cerca de la unidn de las regiones variable y constante. Este sitio
se utiliza para clonaciéon en la IgG4 en lugar de la IgG1. Los sitios de restriccion BamHI y Nofl se sitdan en el
extremo 3' de la secuencia a fin de facilitar la subclonacién posterior en el vector pSTO518. La secuencia de region
constante de IgG4 delecionada de intrones desde el sitio Apal al codén de terminacion, con los sitios BamHI 'y Notl
afadidos, es sintetizada habitualmente por Blue Heron Biotechnology (Bothell, WA). Adicionalmente, la secuencia
sefial en el vector pSTO518 se cambia a una secuencia conductora Igk por realizacion de una PCR solapante con
cebadores que estan disefiados para incorporar sitios Xhol y Hindlll en el extremo 5' de las regiones variables de
cadena pesada y para insertar la secuencia sefal Igk.

Las secuencias de la cadena pesada H9 y H14 son idénticas en las regiones cebadoras, por lo que se utilizan para
ambas los mismos cebadores y estrategia de clonacién. Se obtienen dos productos PCR separados, cada uno de
los cuales incorpora uno de los cambios requeridos en la regién variable de la cadena pesada huNMC4-H9 (y
huNMC-4-H14). Una reaccion PCR que incorpora los sitios de restriccion Xhol y Hindlll en el cebador directo y
amplifica el péptido de sefial Igk se realiza utilizando pIRESdsRED-HUL10 como el modelo y los cebadores IgKLF
(SEQ ID NO: 100) e IgKHnmcR (SEQ ID NO: 101) (véase, Tabla 15a y Tabla 15b). Esto va seguido por un segundo
paso de reaccion que utiliza pCDNA6-H9 (o pCDNAB-H14) como el modelo y los cebadores 14 VHF (SEQ ID NO:
102) y 14 VHR (SEQ ID NO: 103) y se solapa con la primera reaccion PCR en 30 nucledtidos. El producto PCR
contiene la region variable H9 (o H14) asi como los 5 primeros aminoacidos de la region constante de IgG1 hasta el
sitio Apal. Los 5 primeros aminoacidos de la regiéon constante no difieren entre IgG1 e IgG4. La reaccion afiade
también un sitio Notl después del sitio Apal a fin de facilitar la clonacion de la region variable antes de la insercién de
la regiéon constante IgG4. El conductor kappa es afadido aguas arriba por el tercer paso PCR que utiliza los
productos de reaccion de los dos primeros pasos como modelo, siendo el cebador directo de la primera reaccion
(IgKLF) y el cebador inverso de la segunda reaccion (14VHR). El producto de esta reaccion se digiere con Xhol/Notl
y se inserta en la cadena principal del plasmido digerido analogamente pCineo. Esta ligacion produjo el compuesto
intermedio de clonacion pCI-NMC4-VH9var o (pCI-NMC4-VH14var), que contiene el conductor de Igk y la regién
variable de NMC4-H9 (o H14). El plasmido de Blue Heron Biotechnology, que contiene la region constante de IgG4
sintetizada de novo, se digiere con Apal y Notl, el fragmento de region constante de IgG4 de 1 kb se purifica en gel y
se ligera al pCI-NMC4-VH9var o (pCI-NMC4-VH14var) digerido con Apal/Notl. Esto produjo los plasmidos pCI-
NMC4-VH9 y pCI-NMC4-VH14. Después de transformacion en células DH5a, las inserciones plasmidicas de los
clones individuales se secuencian a fin de verificar que las mismas son correctas.

Tabla 15a. Cebadores utilizados en las reacciones PCR de la cadena pesada
Nombre Secuencia
IgKLF 5'CCTATCTCGAGAAGCTTCCACCATGGAGACAGACACACTCCT (SEQ ID NO: 100)

IgkHNmCcR | 5’ACCCGGACCGGATTCCTGCAGCTGCACCTGTCCAGTGGAACCTGGAACCCAGAGC (SEQ ID NO:
101)

14VHF 5'CAGGTGCAGCTGCAGGAATCCGGTCCG (SEQ ID NO: 102)
14VHR 5'CCTATGCGGCCGCGGGCCCTTGGTGGAAGCGGAGGAAACGGT (SEQ ID NO: 103)

Tabla 15b. Reacciones PCR utilizadas para la construccion de la cadena pesada

PCR | Cebador Cebador Modelo Producto
Directo Inverso
12 |IgKLF IgkHnmcR pIRESdsRed-huL10 Xhol, Hindlll, péptido sefal IgK
22 14VHF 14VHR pCDNAG6-huH9, (0o pCDNAG- region variable hu-H9 , Apal, Notl (o region
huH14) variable hu-H14, Apal, Notl)
32 |IgKLF 14VHR Productos de las dos reacciones |region variable Hu-VH9 (o VH14)

PCR anteriores
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Los cambios en las cadenas ligera L9 y L10 se realizan por PCR. Dado que las cadenas ligeras L9 y L10 son
idénticas en las regiones cebadoras, se utilizaron para ambas los mismos cebadores y la misma estrategia. Se
producen dos modelos PCR separados para cada cadena ligera. El primer paso PCR incorpora sitios de restriccion
Xhol y Hindlll en el extremo 5'. El segundo paso PCR se solapa por los 30 primeros nucleétidos e incorpora sitios
BamHI y Notl en el extremo 3' del fragmento. Estos dos productos PCR solapantes separados se utilizan como
modelos en la tercera reaccion PCR para obtener un producto PCR solapante final que incorpora estos cambios por
amplificacion de los mismos utilizando el cebador directo del primer paso PCR y el cebador inverso del segundo
paso. El producto de la tercera reaccion PCR se digiere con Xhol/Notl y se inserta en el plasmido pCl-neo
analogamente (Invitrogen), produciendo los plasmidos pCI-NMC4-VL9 y pCI-NMC4-VL10 (véanse la Tabla 16a y la
Tabla 16b para cebadores ilustrativos y la estrategia utilizada para construccion de la cadena ligera).

Tabla 16a. Cebadores utilizados en las reacciones PCR de la cadena ligera
Nombre Secuencia
IgKLF 5'CCTATCTCGAGAAGCTTCCACCATGGAGACAGACACACTCCT (SEQ ID NO: 100)

IgKLNMCR | 5GCTGCTGGGGCTCTGGGTCATCTGGATGTCTCCAGTGGAACCTGGAACCCAGAGC (SEQ ID NO:
104)

10VLF 5'GACATCCAGATGACCCAGAGCC (SEQ ID NO: 105)
hKcR 5'CCTATGCGGCCGCGGATCCTATCAACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCT (SEQ ID NO: 106)

Tabla 16b. Reacciones PCR para la construccion de la cadena ligera

PCR | Cebador Cebador Modelo Producto
Directo Inverso
12 1 2 pIRESdsRED-huL10 Xhol, Hindlll, péptido sefial
22 |3 4 pIRESdsRED-hulL9 0 |region variable hulL9 o huL10 y region cons-
pIRESdsRED-huL10 tante higk , BamH1, Notl
32 1 4 Productos de la 12y 22 PCR Casetes de secuencia NMC4-VL9 o NMC4-
VL10 IgG4

Los isotipos 1gG4 de H9-L9 y H14-L10 se generan a partir de células HEK293T como se ha descrito arriba en el
Ejemplo 1y se purifican por cromatografia de afinidad de Proteina A. Los anticuerpos purificados se testan luego en
el ensayo se aglutinacién plaguetaria mediada por vVWF a fin de determinar su potencia relativa. Como se muestra
en la Tabla 17, la conversion en el isotipo IgG4 no tenia efecto alguno sobre la potencia.

Tabla 17. Comparacion de la actividad de aglutinacion plaquetaria inducida por ristocetina de las variantes
conductoras anti-vWF IgG1 e IgG4

Variante de anti- Isotipo Valor medio de aglutinacion de las plaquetas CEsp (de 2 experimentos
cuerpo independientes)

Quimera NMC-4 Quimera 1,25 nM (1,3nM, 1,2nM)

IgG1

H9-L9 IgG1 1,30 nM (1,3nM, 1,3nM)

H9-L9 IgG4 1,40 nM (1,3nM, 1,5nM)

H14-L10 IgG1 1,20 nM (1,1nM, 1,3nM)

H14-L10 IgG4 2,15 nM (2,3nM, 2,0nM)
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Ejemplo 4: Fijacion de Anticuerpos a vVWF o al Dominio A1

Clonacién del antigeno del dominio A1 marcado con His: Sin quedar ligados por una teoria de la descripcion, se
supone que NMC-4 se fija al dominio A1 de vVWF, que normalmente esta accesible sélo cuando se activa VWF (v.g.
en condiciones de alta cizalladura). Como enfoque alternativo, puede ser deseable expresar el dominio A1 aislado
de VWF, que segun se ha informado se fija a GP1ba con potencia equivalente a la del VWF intacto activado (Celikel
et al, 1997). Para ello, el dominio A1 se clona a fin de servir como sustrato para estudios de fijacion en micropocillos.
Un clon plasmidico que contiene el cDNA de vVWF humano de longitud total se adquiere de ATCC (Cat #67122). El
dominio A1 de VWF (v.g., residuos 499-729) y amplifica a partir de este clon con los cebadores VWF-A1-For(5'-
CCCAGGAATTCCTCGGAACCGCGTTGCAC-3") (SEQ ID NO: 112) y VWF-A1-Rev (5-
CCGATGCGGCCGCTCACCTCTTGGGCCCCAG-3") (SEQ ID NO: 113). El producto PCR se purifica en gel, se
digiere con EcoRl y Notl, y se clona en el vector pETDuet-1. El producto ligado se transforma en células
competentes DH5a a fin de producir la forma oxidada del dominio A1.

Para construir un plasmido que expresa el dominio A1 de rata, se aisla DNA genémico de rata a partir de higado de
rata con el reactivo DNAzol siguiendo el protocolo del fabricante (Molecular Research Center, Inc., Cat #DN127,
Cincinnati, Ohio). El DNA gendmico se utiliza luego para una reaccion PCR con los cebadores (Rat-vWF-A1-F (5'-
AGCGAATTCCCCCGAACCCCCCCTGCACAACTTC-3') (SEQ ID NO: 114) y Rat-wwF-A1-R  (5-
AGTGCGGCCGCTTATCACCTTTTGGGTCCTGGTGATGAAACC-3') (SEQ ID NO: 115). El producto PCR se digiere
con EcoRl y Notl y se clona en los mismos sitios del vector pETDuct-1. Los productos ligados se transforman en
células competentes DH5a.

Un litro de medio de cultivo bacteriano (LB o 2xYT) que contiene los antibidticos carbenicilina, kanamicina, y
tetraciclina se inocula con un cultivo bacteriano nocturno de 25 ml (v.g., la cepa Origami B que lleva los plasmidos
p35 [pET-Duet-Rat-A1] o p36 [pET-Duet-Human-A1]). El cultivo se deja crecer a 37°C en una maquina de sacudidas
hasta una DOeno de 0,6-0,8. La expresion de las proteinas recombinantes se induce por adicién de IPTG hasta una
concentracion final de 1 mM y el crecimiento del cultivo se contintia luego a 37°C durante 4-5 horas mas antes de
cosechar las bacterias por centrifugacion a 6000 rpm en un rotor JA-10 (Beckman). El sedimento de células se
congela a -80°C o se procesa inmediatamente por resuspension del sedimento en 20 ml de PBS que contiene dos
tabletas disueltas de Inhibidores Protease completos (Roche), sometiendo la suspension de células resultante a dos
ciclos de dos minutos de disrupcion celular (v.g., Branson Sonifier 250 provisto de una micro-boquilla en un ajuste de
ciclos de servicio constante y ajuste de control de salida de 1-2) mientras se encuentra en hielo. El lisado de células
se centrifuga a 16.000 rpm en un rotor JA-20 (Beckman) durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se filtira a través
de un filtro de jeringuilla de 0,45 um antes de la aplicacidon a una columna de 2 ml compactada con gel His-Select HF
Nickel Affinity (Sigma) que se ha equilibrado en tampodn de fijacion (imidazol 5 mM, NaCl 0,3 M, Tris-HCI 50 mM, pH
8,0). La cromatografia se realiza utilizando una bomba de jeringa que regula el caudal a 1 ml/min. Después de lavar
la columna con 20 ml de tampdn de fijacion, se eluyen las proteinas con imidazol 250 mM, NaCl 0,3 M, Tris-HCI 50
mM, pH 8,0, y se recogen fracciones de 1 ml. La mayor parte de la proteina se eluye dentro de las 4 primeras
fracciones de la elucién. El tamafo (-28 kD) y la integridad de las proteinas se monitorizan en un gel de SDS-
poliacrilamida tefido con Coomassie. Se agrupan las fracciones pico, se concentran a 2,5 ml en caso necesario, y
se desalan en PBS utilizando una columna PD-10 (Amersham/GE-Healthcare). La concentracion de proteinas se
determina utilizando un ensayo de proteinas Lowry (BioRad DC Protein Assay).

Cinética de fijacion: Para evaluar los valores Ko, Ko Y Kg, se realizan ensayos de sensibilidad por los cuales se
sintetizan y purifican conjugados de anticuerpo europio (quelato N1). La fijacion de estos anticuerpos de control
quiméricos NMC-4 marcados con Eu e isotipo al antigeno A1 inmovilizado se mide utilizando un fluoroinmunoensayo
de lantanidos potenciado por disociacion (DELFIA).

Por ejemplo, un anticuerpo de control (v.g. MOPC-21 control isotipo, un IgG1/k de plasma de mieloma humano;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y la quimera NMC-4 se marcan con Eu. Resumidamente, el anticuerpo se afiade a
tampon de fosfato de sodio filtrado en condiciones estériles (96 mM, pH 7,4) y se dializa extensamente en Solucion
Salina Tamponada con Fosfato (PBS; KH2PO4 1,47 mM, Na;HPO,4 8,1 mM, pH 7,4, NaCl 138 mM y KCI 2,67 mM)
para eliminar las aminas primarias de peso molecular bajo. Los anticuerpos dializados se concentran en un
concentrador MicroSep lavado a 9500 rpm (7000xg) en un rotor JA-20 durante 20 minutos a 4°C. Se ajusta el
anticuerpo a 4,0 mg/ml con PBS que contiene una concentracion final de NaHCO3; 100 mM, pH 9,3. La mixtura
mAb/bicarbonato (0,250 ml) se mezcla en un vial que contiene 0,2 mg de acido N'-(b-isotiocianatobencil)-dietileno-
triamina-N’,Nz,Ns,Ns-tetraacético quelado con Eu® (Eu-N1-ITC; Perkin Elmer Life Sciences, Waltham, MA) por
pipeteado alternativo moderado. La mezcla de anticuerpo y quelato reactivo con amina se deja reaccionar durante
una noche a 4°C sin agitar.

Se aplica una mixtura de anticuerpo marcado a una columna NAP-10 separada (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ) pre-equilibrada con PBS. Se recogen fracciones (v.g., 0,5 ml) utilizando PBS para el tampén de la
columna. Las muestras se ensayan respecto a proteina total (v.g., reactivo Bradford; Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA) utilizando un lector de placas de absorbancia SpectraMax 384 y se ensayan respecto a Eu, después
de dilucién 1:10.000 en Solucion Intensificadora DELFIA (Perkin-Elmer), por fluorescencia resuelta en tiempo (TRF)
utilizando un lector de placas multi-etiqueta Victor 2 (Perkin-Elmer). Las fracciones que son positivas a la vez para
proteina y etiqueta Eu se agrupan y se aplican a nuevas columnas NAP-10 pre-equilibradas con Tampon de
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Ejecucion (Tris 50 mM, pH 7,4 y NaCl 138 mM). Las fracciones de estas columnas que son positivas a la vez para
proteina y etiqueta Eu se agrupan y se aplican a columnas PD-10 pre-equilibradas con Tampén de Ejecucion, y las
fracciones positivas para proteina y etiqueta Eu se agrupan y ensayan respecto a proteina total y respecto al
contenido de Eu por TRF calibrada contra una solucion estandar de europio (Perkin-Elmer). Finalmente se calcula la
ratio agente fluorescente:proteina.

Pocillos de placas Immulon-4 se recubren con el dominio His-A1 de vVWF humano (v.g., 25 ng en 100 pl/pocillo en
Tris 30 mM, pH 7,4 y NaCl 300 mM o PBS exenta de cationes divalentes) o de rata (v.g. 50 ng/pocillo) por
incubacion durante una noche a 4°C. Se lavan las placas 3 veces con Tampon de Lavado (v.g., HEPES 50 mM, pH
7,4, NaCl 150 mM, Tween-20), bloqueado con 300 pl/pocillo de Tampdn de Bloqueo (v.g., Tampén de Lavado que
contiene 3,0 mg/ml de BSA exento de IgG y 0,1% de acida de sodio) durante 1 hora a temperatura ambiente y se
lavan 5 veces con Tampén de Lavado antes de su utilizacion.

Los ensayos de fijacion en equilibrio se realizan como sigue. Se diluye Eu-anticuerpo en Tampoén de Fijacion (v.g.
Tampon de Lavado que contiene 100 pug/ml de BAS exento de IgG y 0,1% de acida de sodio) y se aplica a los
pocillos (v.g., 10 pl/pocillo) de una placa de 96 pocillos, y las placas se sellan con film SEALPLATE. Se agitan las
placas mediante sacudidas (v.g. Titer Plate Shaker con ajuste de velocidad de 4 durante 2 15 s 0 60 s a la
temperatura ambiente), se colocan en cajas Nalgene que contienen toallitas de papel himedas, y se incuban en las
cajas cerradas durante 2 horas a 37°C. Para la medida de la etiqueta libre, se transfieren muestras del sobrenadante
4,0 yl) de los pocillos que contienen las mezclas de fijacion a un conjunto paralelo de pocillos que contienen
Solucion de Intensificacion DELFIA (100 pl/pocillo). Para evaluar el anticuerpo fijado, los pocillos recubiertos de A1
con las mezclas de fijacion remanentes se lavan 5 veces con Tampoén de Lavado, se vacian sobre toallitas de papel
y se afade Solucion de Intensificacion DELFIA (100 pl/pocillo) a pocillos vacios para la medida de la etiqueta fijada.
Para calibracion del ensayo, se afiade Soluciéon de Intensificacion DELFIA (100 pl/pocillo) a pocillos no usados y se
afade europio estandar (1,0 pl/pocillo). Las placas se agitan mediante sacudidas (v.g., Titer Plate Shaker con
velocidad de ajuste durante 10 minutos a la temperatura ambiente), y se leen las intensidades de fluorescencia
resueltas en tiempo (TRF), utilizando un lector de placas multi-etiqueta Victor2 (Perkin-Elmer Wallac, Boston, MA).
La fijacion de normaliza para el contenido de quelato de europio por la ratio flior:proteina (F:P) para los anticuerpos
respectivos. La fijacion especifica se calcula deduciendo la fijacion inespecifica (v.g., fijacion media por el control
isotipo marcado con Eu) de la fijacion total (v.g., fijacion por Eu-NMC-4). El nimero de sitios de fijacion y los valores
Ky se calcula por el método de Scatchard (1949). Se construyen graficas de Hill para evaluar la fijacion,
representando graficamente log(v/(n-v)) frente al log de la concentracion de Eu-NMC-4 libre, donde n = el numero de
sitios de fijacion de afinidad alta/pocillo, v = el nimero medio de Eu-NMC-4 mAb/pocillo fijado especificamente, y la
quimera Eu-NMC-4 libre se calcula a partir de las lecturas TRF medidas en la fase de solucion.

Este analisis reveld dos clases de sitios de fijacion, un sitio de afinidad alta de Ky 0,37 nM y un sitio de afinidad baja
de Ky 5 nM. Analogamente, la fijacion a His-rA1 de vVWF de rata capturado por mAb anti-His exhibia también dos
clases de sitio de fijacion, con valores Ky de 0,19y 3,nM (Tabla 17).

Las cinéticas de asociacion se determinan utilizando el mismo protocolo, excepto que se reemplaza el tampén de
lavado en momentos diferentes con anticuerpo marcado con europio a las concentraciones indicadas (100
pl/pocillo). Las placas se sellan inmediatamente, se agitan mediante sacudidas (v.g. Titer Plate Shaker con ajuste de
velocidad de 4 durante 15 segundos a la temperatura ambiente), y se incuban durante los tiempos indicados a 37°C.
Las placas que contienen mezclas de fijacion se lavan 5 veces con Tampoén de Lavado, se vacian en seco sobre
toallitas de papel, y se registra el tiempo de lavado para cada placa. Se afiade Solucién de Intensificacion DELFIA
(100 pl/pocillo) a los pocillos vacios para la medida del marcador fijado como se ha descrito arriba. La tasa de
asociacion aparente, Kon.app, pPara cada concentraciéon de anticuerpo se mide por ajuste de la fijacion especifica frente
al tiempo con la ecuacion siguiente utilizando software Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA):

B=B

max

(l _ e-kan.app ")

La tasa de asociacién aparente (Kon app) S€ representa graficamente frente a la concentracién de Eu-mAb. Los datos
se ajustan a la ecuacion lineal

kon,app = kon[mAb] + koj]'

donde la constante de tasa de asociacion Ko, es la pendiente ajustada, [mAb] es la concentracion de Eu-NMC-4, y la
tasa de disociacion Ko es la ordenada en el origen ajustada.

La semivida calculada para la disociacion de la quimera NMC-4 fijada a His-A1 de vWF humano o de rata se calcula
por la ecuacion siguiente:

In2)

1/2,dissoc = k
of
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La fijacion especifica de Eu-NMC-4 a His-A1 de vVWF humano y de rata se ajusta a una ecuacion exponencial simple
de asociacion, a partir de la cual se obtienen las tasas aparentes de asociacion Kon, app (v.g., la constante k de ajuste
de la curva de asociacién exponencial) para cada concentracion de anticuerpo marcado. Las tasas de asociacion
aparente para ambos antigenos son dependientes de la dosis como se muestra en las graficas de Kon, app frente a
concentracion de Eu-NMC-4. Los resultados se resumen en la Tabla 17 y revelan que la quimera NMC-4 tenia un
valor Ky de 0,32 + 0,07 nM para el dominio A humano, y 0,28 + 0,01 nM para el dominio A1 de rata. En ambos
casos, estos resultados estan en estrecha concordancia con los valores Ky deteriorados por la fijacion de equilibrio.
Los resultados sugieren también que el complejo antigeno-anticuerpo tiene una vida larga para ambas especies A1,
con semividas en vitro para disociacion de 44 minutos y 69 minutos para los antigenos humano y de rata,
respectivamente.

Tabla 18. Cinética y fijacion de equilibrio de la quimera Eu-NMC-4 al dominio His-A1 de vWF humano y de rata a
37°C.

His-A1 (humano) His-A1 (rata)

Constantes cinéticas

Kon (M min™) 4,1x10’ 1,4%10’
ko (M1 1,6x1072 1,0x1072
Semi-vida de disociacion (min) |44 69

Kon 1Kot 0,39 nM 0,70 nM

Fijacion de equilibrio (Kq)
His-A1 0,316 +0,068 nM'™" (n = 10) 0,276 +0,011 nM'" (n = 5)
Competicion homologa (Kj)
His-A1 0,275 0,064 nM (n = 4) 0,297 +0,128 nM (n = 3)

T Ordenada en el origen a partir de la dependencia de la dosis of Kon aparente

K, para FIJACION DE EU-NMC-4 AL ANTIGENO RECUBIERTO DIRECTO (HUMANO VERSUS RATA) NO
SIGNIFICATIVO ESTADISTICAMENTE POR EL TEST T DE SIGNIFICACION (P = 0,6892).

LOS ERRORES ESTAN DESIGNADOS POR SEM.

Pueden realizarse estudios de fijaciéon competitivos para determinar los valores Ki (v.g. una medida de afinidad
relativa para el antigeno). Los ensayos se realizan como se ha descrito arriba para la cinética de asociacion, excepto
que en este caso se aplican 8 pl/pocillo de Tampodn de Fijacion (v.g., Tampoén de Lavado que contiene 100 ug/ml de
BSA exenta de IgG, 0,1% acida de sodio), seguido por 10 pl/pocillo de Eu-NMC-4 o competidor no marcado con Eu
¥ 10 ul/pocillo de anticuerpo competidor sin marcar en una serie de diluciones seriadas duplicadas que va desde 10
2Ma 107 M. La concentracion final de anticuerpo marcado con europio es 100 pM. El nivel de fijacion inespecifica
de fondo disminuye significativamente en presencia del agente quelante DTPA (1 uM) por lo que éste se incluye en
los ensayos de fijacion competitivos. Adicionalmente, se optimiza el recubrimiento de los pocillos utilizando His-A1
que se ha purificado utilizando gel de yodoacetilo para eliminar cualquier A1 reducido de la preparacion de proteina.
La mezcla se incuba durante 3,75 horas a fin de permitir que la reaccion alcance el equilibrio pleno, se lava y se
determina por TRF el anticuerpo marcado fijado como se ha descrito arriba. Las curvas de inhibicién se ajustan con
el modelo "competicion por un solo sitio" utilizando software Prism (GraphPad, Inc.) para obtener valores Clso y
calcular la k; utilizando las ecuaciones de Cheng y Prusoff (1973 Biochem Pharm, 29:3099) utilizando los valores Ky
medidos por analisis Scatchard del experimento de fijacién de equilibrio.

La estandarizacion del ensayo de fijacion competitiva se demuestra por comparacion del valor K; obtenido de la
competicion homologa por la quimera NMC-4 sin marcar con la afinidad (Ky) medida para fijacion de Eu-NMC-4 al
antigeno. Para competicion homologa con His-A1 humano, la quimera NMC-4 es un inhibidor potente de la fijacion
de Eu-NMC-4 con un valor K; de 0,28 + 0,06 mM (Tabla 19), lo cual es coherente con el valor K; observado de 0,32
+ 0,07 nM. Analogamente, para competicion homéloga con His-A1 de rata, la quimera NMC-4 tenia un valor K; de
0,297 £ 0,128 nM (Tabla 18), que es coherente con el valor Ky de 0,276 + 0,011 nM. En contraste, el control isotipo
sin marcar, IgG1/k de plasma de mieloma humano) no tenia efecto inhibidor alguno sobre la fijacion de Eu-NMC-4 al
antigeno A1.

Tabla 19. Comparacién de la actividad de fijacion (Ki por ensayo de competicién) de variantes humanizadas
seleccionadas de NMC
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Variante de anticuerpo | Isotipo Ki (Valor medio + SEM)
NMC-4 mAb mlgG1 0,60 + 0,13 nM (n=3)
Quimera NMC-4 Quimera IgG10,28 + 0,06 nM (n=4)
Control IgGk IgG1 no detectable

H2-L5 IgG1 0,96 + 0,27 nM (n=3)
H9-L9 IgG1 3,51+ 1,21 nM (n=4)
H9-L9 lgG4 3,53 nM (n=1)

Se utiliza luego el ensayo de fijacion competitiva para testar la potencia de las variantes humanizadas de NMC-4
HIL9 IgG1 y 4. Los dos isotipos de la variante HIL9 injertada en CDR exhibian actividad nM idéntica, aunque menos
potente que la quimera NMC-4 homologa (Tabla 19).

El anticuerpo AJW-200 se ensaya en el ensayo de fijacion competitiva. En contraste, con las variantes NMC-4
humanizadas, que competian por la fijacion de Eu-NMC-4 a His-A1, la fijacion de Eu-NMC-4 a His-A1 es
intensificada por AJW200 con un valor CEsp de 210 pM (Figura 2). Las graficas Hill de la fijacion de Eu-NMC-4 a His-
A1 muestran pendientes de Hill proximas a la unidad (ny = 0,984 y 0,957), coherentes con la fijacion a una sola clase
de sitios de fijacion sin cooperatividad. En contraste, las graficas de Hill de la fijacion de Eu-NMC-4 a His-A1 en
presencia de AJW200 1,8 nM o 20 nM (Figuras 2C y 2D, respectivamente) exhiben pendientes de Hill mayores que
1 (ny = 1,548 y 1,201), que indican cooperatividad positiva. La cooperatividad positiva mediada por AJW200 se
observa en dos experimentos independientes realizados en dos dias distintos. Estos resultados no sélo confirmaban
que NMC-4 se fija a un sitio de fijacion separado que AJW200 en el dominio A1 de vVWF, sino que indican también
que, al menos para el fragmento A1 aislado, AJW200 potencia la fijacion de NMC-4 al sitio de fijacion GP1ba.

Ejemplo 5: Capacidad de los Anticuerpos para Bloquear la Adhesion Plaquetaria

Una confirmacién de que un anticuerpo bloquea el sitio de fijacion del receptor GP1ba en vVWF es su capacidad para
antagonizar las interacciones vVWF-GP1b en condiciones naturales de flujo. Un enfoque que ha sido desarrollado por
Moake y colegas (1986, J Clin Invest. 78:1456-61) aprovecha el hecho de que cuando las células endoteliales son
activadas con histamina, secretan una forma ultra-larga de vWF (ULvWF), donde el dominio A1 esta en
conformacién abierta (v.g. activa). Estas se rompen rapidamente después de introduccién de plasma, debido a
escision de la ULVWF mediada por ADAMS13 (Dong et al., 2002 Blood 100: 4033-9).

En un método ilustrativo, HUVECs de primer paso (P1) se dividen y se siembran en capsulas de 35 mm a una
densidad de 1x10° células/capsula, se cultivan durante 7 dias, y se utilizan el dia 7 (2-3 dias después que las
mismas alcanzan 100% de confluencia). Las plaquetas humanas marcadas con CFSE se adhieren rapidamente a
las HUVECs a una tasa de flujo de 1,2 ml/min (Figura 3A). Un numero mucho mayor de plaquetas se fijan a
HUVECs cuando las células se tratan previamente con histamina 25 uyM durante 10 minutos a la temperatura
ambiente (Figura 3B). Esta adhesion de las plaquetas se inhibia completamente cuando las plaquetas se sometian a
perfusion sobre la monocapa en tampon que contenia NMC-4, a una concentracion de 10 ug/ml (Figura 3C) y se
bloqueaban parcialmente cuando las plaquetas se perfundian en presencia de un anticuerpo anti-GP1ba (v.g., AK2),
a una concentracion de 18 pg/ml (Figura 3D). En contraste, IgG de ratén de control a una concentracion de 18 ug/mi
no impedia la adhesién plaquetaria a los polimeros VWF (Figura 3E) lo que sugeria que la adhesion de las plaquetas
a las HUVECs esta mediada de hecho por la interacciéon entre VWF derivado de endotelio y GP1ba plaquetaria.
Cuando el area cubierta por las plaquetas de las 20 imagenes capturadas por operacién se midié y se cuantifico
utilizando software Compix, NMC-4 reducia la adhesion plaquetaria en proporcion > 95% comparada con un efecto
insignificante por el anticuerpo de control.

Ejemplo 6: Capacidad de los Anticuerpos para Prevenir la Oclusion Vascular

El modelo de trombosis arterial por cloruro férrico se utiliza para evaluar la actividad anti-trombética de la quimera
NMC-4 y el derivado humanizado (v.g., H14, L10) comparado con AJW200. La arteria carotidea contra-lateral se
aisla por la reubicacion de la glandula salivar y tejido adiposo acompaniante al lado craneal de la incision. La arteria
caroétida se deja al descubierto y se coloca sobre una pieza de papel de filtro (v.g., 4 mmx5 mm) que se pliega para
abrazar la arteria caroétida y proporcionar una superficie para la solucion de cloruro férrico (7,5%). Después de
aplicar la solucion de FCls durante 4 minutos, se coloca una sonda de flujo alrededor de la arteria carétida y se mide
el flujo utilizando un sistema de flujo Transonic Systems Inc. (Ithaka, NY) hasta el tiempo de oclusion (tipicamente 10
minutos en ratas de control) o hasta 45 minutos. Se administran a grupos de 4 ratas (n = 6 para solucion salina)
dosis IV que van desde, por ejemplo, 5 a 0,01 mg/kg de quimera NMC.4, V14, L10, AJW200 o IgG de control en un
volumen de 1 yl/g de peso corporal de la rata. Las preparaciones de anticuerpos se filtran en condiciones estériles y
se ensayan para asegurar un contenido bajo de endotoxina utilizando el LIMULUS AMOEBOCYTE ASSAY KIT
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(BioWhittaker) siguiendo el protocolo del fabricante, y se evaluan respecto a mono-dispersidad por analisis HPLC
antes de ser utilizadas para estudios en animales.

Como se muestra en la Figura 4, tanto NMC-4 como AJW200 inhibian significativamente la oclusién del vaso. NMC-
4 exhibia una DEsp a una dosis de 0,03 y 0,1 mg/kg similar a AJW200. El derivado humanizado, H14, L10, exhibia
también actividad similar con un valor DEsy comprendido también entre 0,03 y 0,1 mg/kg dosis (Figura 4B).

Ejemplo 7: Efecto de los Anticuerpos Sobre el Tiempo de Hemorragia y la Pérdida de Sangre

La pérdida de sangre puede a veces ser un efecto colateral adverso asociado con los agentes antiplaquetarios (v.g.,
anticuerpos anti-vWF). De acuerdo con ello, puede ser necesario evaluar los anticuerpos humanizados NMC-4 en
cuanto a su potencial de contribucién a complicaciones hemorragicas. Para ello, se realiza un ensayo estandar en
tiempo de hemorragia, en el que se administra anticuerpo de control, quimera NMC-4 o AJW200 30 minutos antes
de realizar una transfeccion en la cola. Para la transfeccion en la cola se corta el extremo (v.g. 0,5 mm) de la cola y
se pone la cola en un volumen conocido de solucién salina caliente, midiéndose el tiempo requerido para que cese
la hemorragia. Se mide también la pérdida de sangre por evaluacion del contenido de hemoglobina de las células de
la sangre recogidas en solucion salina durante la evaluacién del tiempo de hemorragia. Para esto, se reducen los
glébulos rojos a un sedimento por centrifugacion a baja velocidad, se resuspenden en solucién salina que contiene
1% de Triton X-100, que se ajusta a un volumen final de 5 ml, y se mide la concentracion de hemoglobina de la
solucioén por determinacion de la absorbancia a 420 nm.

La quimera NMC-4 exhibia la misma dosis DEsy de 0,09 mg/kg para un aumento significativo en el tiempo de
hemorragia que el derivado humanizado H14-L10. A la dosis de 0,03 mg/kg asociada con la eficacia para estos dos
anticuerpos en el modelo de FeCls de trombosis arterial, no habia prolongacion significativa alguna de la hemorragia
o pérdida incrementada de sangre. NMC-4 y su derivado humanizado exhiben una respuesta DEsg ligeramente
mejorada a la dosis que AJW200, cuya dosis DEsp en la rata para hemorragia incrementada estaba mucho mas
proxima a su dosis DEsg para actividad antitrombdtica, lo que sugiere que NMC-4 ofrece una ventana terapéutica
mejorada comparado con AJW200.

Tabla 20. Efecto de la quimera NMC-4 y su derivado humanizado, H14, L10, comparado con AJW200 sobre el
tiempo de hemorragia y la pérdida de sangre en la rata.

Anticuerpo Tiempo de hemorragia (min)
Valor medio + SEM (n)

Pérdida de sangre (ml)
Valor medio £ SEM (n)

Solucién salina

NMC-4 (quimera)

3,1+0,3(16)
DEso = 0,09 mg/kg

0,287 + 0,088 (9)

0,01 mg/kg 2,7+0,3(2) 0,059 + 0,009 (2)
0,03 mg/kg 41+0.2(4) 0,076 + 0,014 (4)
0,10 mg/kg 19,7£0,9 (2) 1,503 + 0,485 (2)
0,30 mg/kg 32,7+4,4(3) 1,501 + 0,213 (3)
3,00 mg/kg 32,3+2,3(2) 1,106 + 0,243 (4)

H14, L10 (humanizado)

DEso = 0,09 mg/kg

0,03 mg/kg 2,03+ 0,35 (3) 0,094 + 0,035 (3)
0,10 mg/kg 15,30 + 1,70 (4) 0,630 + 0,294 (4)
0,30 mg/kg 26,45 + 3,09 (4) 1,883 + 0,312 (4)
AJW200 DEso = 0,05 mg/kg

0,01 mg/kg 2,8+0,25(2) 0,177 £ 0,059 (2)
0,03 mg/kg 8,2+ 1,56 (7) 0,250 + 0,059 (4)
0,10 mg/kg 25,1+ 0,4 (5) 1,943 + 0,420 (2)
0,30 mg/kg 29,2 +0,72 (5) 2,074 £ 0,521 (3)
3,00 mg/kg 30,9 + 0,62 (3) 2,912 £ 0,243 (4)
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Otro parametro de efectos secundarios adversos de estos anticuerpos sobre la hemostasis es la pérdida de sangre,
que se ensaya sobre la sangre recogida mientras se determinan los tiempos de hemorragia. Una vez mas, a dosis
mayores que 0,1 mg/kg, estos anticuerpos inducian una pérdida de sangre significativa. Sin embargo, a dosis de 0,3
y 3 mg/kg, AJW200 causaba una pérdida de sangre notablemente mayor que la quimera NMC-4 a las mismas dosis,
aunque estas diferencias se aproximaban sélo a significacion estadistica para los grupos de 3,0 mg/kg, donde n = 4
en lugar de 3 (Tabla 20). La variante del anticuerpo H14, L10 no exhibia diferencia significativa alguna con respecto
a la quimera paterna  NMC-4.

Ejemplo 8: Efecto de los Anticuerpos Sobre el Recuento Circulante de Plaquetas y Glébulos blancos

Se supone que algunos agentes anti-plaquetarios inhiben la formacion de trombosis mientras que pueden causar al
mismo tiempo trombocitopenia (Hansen et al., J Pharmacol Exp Ther. 298: 165-71 (2001)). Para determinar el efecto
de NMC-4 sobre los numeros de globulos blancos (WBC) y plaquetas circulantes en los animales tratados, se
inyectan un grupo de 5 ratas con un peso de 230-260 g (v.g., por via intravenosa) con NMC-4 a 1 mg/ml y se inyecta
un grupo de control de 3 ratas con un control de vehiculo (v.g. PBS de grado quirurgico). Antes de la inyeccion, se
utiliza una hemorragia en la cola para medir los recuentos base de células de la sangre utilizando, por ejemplo, el
HEMAVET HEMATOLOGY ANALYZER™ (Drew Scientific). Se recogen muestras de sangre en momentos
previamente especificados hasta 48 horas (v.g., 30 minutos, 2, 4, 24 y 48 horas) después de la inyeccion de
anticuerpo o solucién salina de ratas no anestesiadas por extracciéon retro-orbital utilizando una pipeta capilar. Se
transfieren luego aproximadamente 40 ul de sangre a un tubo que contiene 5 pl de solucién anticoagulante citrato-
dextrosa acidificada (ACD) y se muestrean inmediatamente en un contador de células HEMAVET a fin de determinar
el nimero de plaquetas y glébulos blancos. Para cada extraccion de sangre, se toman muestras de ojos alternantes.

NMC-4 tenia poco efecto sobre el recuento de plaquetas en cualquiera de los puntos analizados. Se observé una
disminucion temporal en el recuento de glébulos blancos de 37,5% (p = 0,016) a los 30 minutos después de la
inyeccion, pero se observé también una disminucién similar después de la inyeccion del vehiculo PBS. Los niveles
de glébulos blancos volvian a la linea base entre 2 y 4 horas después de la inyeccion, tanto en el grupo tratado con
NMC-4 como en el tratado con vehiculo de control.

Ejemplo 9: Establecimiento de Lineas de Células para Expresion de Anticuerpos

Puede desarrollarse un sistema de expresion de proteinas de mamifero de alto rendimiento que esta basado en una
plataforma de Expresién de Cromosomas Atrtificiales (ACE) murinos, que ha sido modificado por ingenieria genética
para contener sitios aceptores de recombinacion multiples de accidon especifica, que pueden cargarse con
secuencias de genes heterdlogos utilizando una integrasa lambda mutante (v.g., la integrasa ACE) en combinacion
con un vector lanzadera de direccionamiento (Lindenbaum et al. (Nucl. Acids. Res. 332 (21): e 172 (2004);
Solicitudes de Patente U.S. Nums.: 2003/0119104A1 y 2006/0246586A1). Este sistema se utiliza para generar lineas
de células estables para expresion de variantes humanizadas seleccionadas y la quimera NMC-4.

Las inserciones de los plasmidos pCI-NMC4-VL10 y pCI-NMC4-VH14 se digieren con Nofl mas Hindlll (vector de
cadena ligera) o Xhol y BamH]I (vector de cadena pesada) y se clonan secuencialmente en la MCS1 (cadena ligera)
y MCS2 (cadena pesada) del vector pST0518. El vector pST0518 que lleva las inserciones de las cadenas pesada y
ligera en tandem sirve como el vector lanzadera para transferencia a los Vectores de Direccionamiento ACE (ATVs)
con genes de resistencia diferentes, derivados de los vectores de direccionamiento descritos por Lindenbaum ef al.
(Nucl. Acid Res. 32 (21):e172 (2004); Solicitudes de Patente U.S. Nums: 2003/0119104A1 y 2006/0246586 A1).
Para transferir la casete que contiene ambas cadenas pesada y ligera de los anticuerpos en los ATVs, el vector
pST0518-VH14, VL10 se digiere con las endonucleasas ‘homing’ |-Ceul y PI-Scel (New England Biolabs, MA). El
fragmento VH14 mas VL10 se purifica en gel y se clona en los sitios equivalentes del pZeo y pHygro-ATV
predlgerldo con las mismas endonucleasas Iceul y PI-Scel. Esto produce los plasmidos pNHT605-H14L10-IgG4
(gen hyg™) y pNHT607-H14L10-IgG4 (gen p zeo™).

Anélogamente se construyen vectores de direccionamiento pST0518 portadores de la quimera NMC-4 I1gG4, y la
insercién en tandem se subclona en Ios vectores pZeo y pHygro ATV que proporciona Ios plasmidos pNHT623
(quimera IgG4 humana mas el gen hyg®) y pNHT624 (quimera IgG4 humana mas el gen Zeo).

Para integracion dlreCC|onada en la plataforma ACE, se siembran células de la plataforma hospedadora ChK2 ACE a
una densidad de 0,4x10° células por pocillo de una placa de cultivo de 6 pocillos y se cultivan durante una noche.
Tres horas antes de la transfeccion, el medio de cultivo se reemplaza con medio exento de suero y se transfecta tres
horas después con 1 ug del vector y 1 ug del vector de expresion de integrasa ACE complejado con reactivo
LipofectAMINE PLUS (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Veinticuatro horas mas tarde, las
células se expanden en capsulas de cultivo de 15 cm, y al dia siguiente, se afiaden al medio de cultivo 3,0 yg/ml de
zeomicina o higromicina (dependiendo del vector utilizado). Después de 14 dias de seleccion, se aislan las colonias
resistentes a los farmacos utilizando anillos de clonacién y los clones individuales se amplifican para analisis de la
produccién de anticuerpos.

Ejemplo 10: Eficacia y Seguridad en vivo del Anticuerpo NMC-4
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La eficacia y seguridad del anticuerpo NMC-4 humanizado se ensaya en un modelo animal en vivo (v.g. babuino).

En un método ilustrativo, se anestesian babuinos con hidrocloruro de quetamina (Anaket-V™ de la Premier
Pharmaceutical Company) (10 mg/kg IM/30 minutos o cuando se necesita “para mantener la anestesia general) y se
mantiene su temperatura corporal a 37°C con una tablilla de calentamiento. A continuacion, se diseca suavemente
un segmento de 4-5 cm de los vasos femorales exentos de tejido circundante. Se ligan todas las ramas proximas en
la arteria femoral y la vena femoral. Se practica luego una pequefia incision en la arteria femoral y la vena femoral y
los extremos de los vasos se insertan y se fijan con seda quirdrgica. Se fija luego tubo de silicona a los extremos de
los vasos para desviar la sangre arterial a la vena femoral. La desviacion directa de la circulacion arterial a la venosa
mientras se salvan en derivacion los capilares aumenta el flujo sanguineo hasta aproximadamente 150-300
ml/minuto. Se fija una sonda de flujo ultrasénico de tipo tubo (Transonic Systems Inc., Maastricht, Paises Bajos) al
tubo de silicona y se deja que se estabilice el flujo sanguineo durante aproximadamente 20 minutos. El flujo
sanguineo medio y fasico se mide continuamente a todo lo largo del experimento utilizandose la desviacion para
administracion de farmaco asi como para la toma de muestras de sangre.

A continuacién, se lesiona el endotelio de la arteria femoral en un punto préximo al extremo del vaso con un porta-
agujas Martin (Hegar-Baumgartner TC Gold de 14 cm, cédigo de producto 20.634.14) por prensado fuerte en el
endotelio durante 10 segundos a depresion maxima. Se practican dos lesiones solapantes y se coloca un constrictor
ajustable de plastico sobre el sitio de la lesion a fin de reducir el flujo sanguineo a 10 hasta 20% del valor de la linea
base. Se observa una disminucion gradual en el flujo sanguineo debido a la formaciéon de trombo. Cuando el flujo
sanguineo se reduce a < 5 ml/min, se abre el constrictor a fin de desalojar el trombo rico en plaquetas. A
continuacion, se aplica de nuevo la estenosis externa y se reinicia el proceso de formacion de trombo. Este patréon
repetitivo de disminucion del flujo sanguineo subsiguiente a restauracién mecanica se conoce como reducciones
ciclicas de flujo (CFRs). Se midié el numero de CFRs en funcion del tiempo. Las reducciones ciclicas de flujo de la
linea base (CFRs) se registran durante 30 minutos. Se inyecta solucion salina y se monitorizan las CFRs durante 30
minutos mas. Se utiliza la variante humanizada de NMC-4 HIL9 IgG4 como se describe en el Ejemplo 3 (a la que se
hace referencia ulteriormente en esta memoria como GBR600).

Pueden utilizarse dos métodos para evaluar la hemorragia después de administracion del farmaco. En un primer
método, se determina el tiempo de hemorragia en el modelo de piel en la superficie del antebrazo. Se aplica un
manguito de presion alrededor del brazo y se infla a 40 mm Hg, después de lo cual se induce una herida con el
dispositivo Surgicut (ITC, Edison, NJ). El tempo de hemorragia de la piel se define como el tiempo entre la induccién
de la herida y la cesacion visual de hemorragia. La sangre se toca levemente cada 15 segundos con papel de filtro,
si bien no se toca la herida. Las medidas se detienen cuando el tiempo de hemorragia en la piel excede de 900
segundos (es decir, 15 minutos) y se consideran como 900 segundos.

En el segundo método, se evalta la pérdida de sangre de una incisién por una anexina V recombinante en un
modelo de lesion de la arteria carétida del conejo (véase, v.g., P. Thiagarajan et al. (1997), Circulation 96 (7): 2339-
47). Se realiza una incision de 2 cm x 0,8 cm en la ingle y se insertan torundas de gasa previamente pesadas, que
se reemplazan al final de cada periodo de infusién de la dosis de 30 minutos o cuando las mismas estan saturadas
con sangre. Todas las gasas se pesan al final del estudio para obtener la pérdida de sangre total. El valor para cada
dosis se expresa como una ratio de la gasa en la fase de control salino. El ritmo cardiaco y la presién sanguinea se
monitorizan continuamente durante todo el estudio a intervalos de 10 minutos.

Al final de cada periodo de dosificacion, se extrae 1 ml de sangre con EDTA, y 10 ml de sangre con citrato, y se
determinan el recuento de plaquetas FBC, tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina parcial activada, Factor
VIIl y vWF. Dos partes alicuotas de 300 pl cada una se congelan a -80°C para envio a los investigadores para
ensayos adicionales de laboratorio en vitro en caso necesario. Analogamente, se aspira sangre 0,5, 1, 2, 8, 24 y 48
horas después del final de los estudios de flujo. Al final de la Ultima dosis, se realizan tests de agregacion plaquetaria
con muestras de test y de control.

Después de la dosis acumulativa (v.g., cuando se observa la inhibicion completa de las CFRs), se infunde epinefrina
(Intramed) a una dosis de 2,2 ug/kg/min durante 20 minutos y se miden de nuevo las CFRs. La epinefrina sola no
causa agregacion plaquetaria en los babuinos, pero puede restablecer las variaciones ciclicas de flujo anuladas por
mejora de otros factores de la agregacion plaquetaria (véase, v.g., (G. Anfossi et al (1996) Eur J Clin Invest. 26: 353-
370).
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Estudios de Eficacia y Seguridad de GBR600: Los Estudios 1 a 4, descritos mas adelante, se realizan para
determinar la eficacia y la seguridad de GBR600.

Estudio 1: Se realiza un estudio piloto con n = 1 animal para establecer una curva de respuesta a la dosis con
cantidades crecientes de GBR600 y a fin de identificar la dosis eficaz para la cual se observa la inhibicion maxima de
las CFRs. Se determinan la hemorragia del modelo y la hemorragia de la incision para todas las dosis testadas. Se
toman muestras de sangre hasta las 48 horas a fin de establecer la farmacocinética del anticuerpo a la dosis
maxima.

Se inyectan las dosis crecientes siguientes de GBR600 a intervalos de 30 minutos y se registra el flujo durante toda
la duracién del estudio: dosis 1, 0,03 mg/kg; dosis 2, 0,1 mg/kg; dosis 3, 0,3 mg/kg; dosis 4, 1 mg/kg; y dosis 5, 10
mg/kg. Se realizan luego tests de hemorragia a los 10 minutos después de la inyeccion de cada dosis.

La Figura 5 y la Tabla 21 describen el efecto de dosis crecientes de GBR600 sobre las CFRs. La arteria se lesiona
de nuevo cerca del final de la fase basal de 30 minutos, dado que las CFRs no parecian ser estables. 0,03 mg/kg de
GBR600 disminuia el nimero de CFRs a 5/30 minutos comparado con 8/30 minutos para la fase de solucién salina.
La infusion de 0,1 mg/kg adicionales inhibia por completo las CFRs. Esto se confirma por el hecho de que una lesion
repetida de la arteria no causaba un retorno de las CFRs. La inhibiciéon se observa para todas las dosis crecientes
que siguen. Después de la infusion la dosis maxima de GBR600 (10 mg/kg) se infunde epinefrina a una tasa de 2,2
pg/kg/minuto a fin de establecer si se consigue una inhibicion fuerte o débil de la deposicién de plaquetas. La
infusiéon de epinefrina conducia a un aumento temporal del flujo sanguineo debido a su efecto sobre la presion
sanguinea, pero no invertia la inhibicion de las CFRs.

Tabla 21. Efecto de dosis crecientes de GBR600 sobre las CFRs (0,03-10 mg/kg)

Dosis (mg/kg) Dosis Acumulada (mg/kg) Numero de CFRs
Linea base 0 8
Solucién salina 0 8
0,03 0,03 5
0,1 0,13 0
0,3 0,43 0
1 1,43 0
10 11,43 0

Estudio 2: El Estudio 2 se lleva a cabo de una manera similar al Estudio 1, excepto que se incluye una dosis de 0,01
mg/kg al comienzo de la escalada de la dosis, antes de la dosis de 0,03 mg/kg, dado que se ha visto en el Estudio 1
una inhibicion parcial de las CFRs a una dosis de 0,03 mg/kg.

En el Estudio 2 (véanse, v.g., Figura 6 y Tabla 22), se observa un efecto sobre las CFRs por 0,01 mg/kg de GBR600
(7CFRs/30 minutos comparado con 9 CFRs/30 minutos para solucion salina). Sin embargo, la infusiéon de una dosis
adicional de 0,03 mg/kg (dosis acumulada: 0,04 mg/kg) causaba la inhibicion completa de las CFRs. La DE1qo de
GBR600 es por consiguiente 0,04 mg/kg. La lesion repetida de la arteria no invertia la inhibiciéon de CFRs, lo que
indicaba una inhibicién verdadera. El efecto inhibidor se mantiene a las dosis mayores hasta la dosis maxima de 10
mg/kg. La infusion de epinefrina conducia a un aumento temporal del flujo sanguineo debido a su efecto sobre la
presidn sanguinea, pero no invertia la inhibicion de las CFRs.
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Tabla 22. Efecto de dosis crecientes de GBR600 sobre las CFRs (0,01-10 mg/kg)

Dosis (mg/kg) Dosis Acumulada (mg/kg) Numero de CFRs
Linea base 0 9
Solucién salina 0 9
0,01 0,01 7
0,03 0,04 0
0,1 0,14 0
0,3 0,44 0
1 1,44 0
10 11,44 0

Estudio 3: El Estudio 3 se lleva a cabo de una manera similar al Estudio 1, con la excepcién de que se administra
una dosis inicial de 0,005 mg/kg seguida por otra dosis de 0,005 mg/kg (dosis acumulada = 0,01 mg/kg) y se
aumenta luego en 6 incrementos de 0,01 mg/kg.

En el Estudio 3 (véase, v.g., la Figura 7), se observa un efecto sobre las CFRs (reduccién de 8 CFRs/30 min a 8
CFRs) por infusion de 0,005 mg/kg de GBR600. Las CFRs disminuian de manera lineal con las dosis crecientes de
GBR600. El numero de CFRs por periodo de dosificacion se muestra en la Tabla 23 y la Figura 8. La Figura 8
representa la disminucion lineal en el niumero de CFRs asociada con dosis crecientes de GBR600. La relacion entre
el numero de CFRs y la dosis de GBR600 se expresa por la ecuacion siguiente: los datos se ajustan a esta ecuacion
con R2 =0,9901.

En el Estudio 3, la DE1go es 0,07 mg/kg comparada con la inhibicion completa en el Estudio 2 causada por una dosis
acumulada de 0,04 mg/kg. El tiempo entre dosis crecientes es 30 minutos en el Estudio 3. Esta discrepancia en los
valores observados de DE1g puede estar causada por una reduccion de la concentracion de GBR600 en sangre
como resultado del aclaramiento inicial del farmaco. La infusién de epinefrina invierte la inhibicién de las CFRs. Esto
podria estar relacionado con la forma de la curva de CFR a la dosis acumulada de 0,07 mg/kg. La inhibicion se
invierte lentamente para 0,07 mg/kg de dosis acumulada, lo cual es indicativo de un trombo creciente. En estas
condiciones particulares, la epinefrina parece ser capaz de invertir la CFR.

Tabla 23. Efecto de las dosis acumuladas de GBR600 sobre las CFRs (0,005-0,07 mg/kg)

Dosis (mg/kg) Dosis Acumulada (mg/kg) Numero de CFRs
Linea base 0 8
Solucién salina 0 8
0,005 0,005 7
0,005 0,01 6
0,01 0,02 5
0,01 0,03 4
0,01 0,04 3
0,01 0,05 2
0,01 0,06 1
0,01 0,07 0

Estudio 4: El Estudio 4 se lleva a cabo de manera similar al Estudio 1, con la excepcion de que se utiliza clopidogrel
como control positivo en tres babuinos para comparar la eficacia y tendencia a hemorragia de GBR600 dosificado a
1, 1,5, 2,5, 5y 10 mg/kg contra clopidogrel.
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En el Estudio 4, clopidogrel inhibia completamente las CFRs a una dosis acumulada de 10 mg/kg en el Babuino 1y
5 mg/kg en los Babuinos 2 y 3 como se muestra en la Tabla 24 y la Figura 9, que ilustra los resultados del Babuino 3
en la Tabla 24. La infusién de epinefrina invertia la inhibicién de las CFRs.

Tabla 24. Efecto de las dosis crecientes (1-10 mg/kg) de clopidogrel en los babuinos.

Dosis Dosis Acumulada |Numero de CFRs Numero de CFRs Numero de CFRs
(mg/kg) (mg/kg) Babuino 1 Babuino 2 Babuino 3

Linea base |0 13 8 6

Solucion 0 13 7 8

salina

1 1 8 8 7

1,5 25 5 2 2

25 5 2 0 0

5 10 0 0 0

10 20 0 0 0

Tiempos de Hemorragia del Modelo: En los Estudios 1y 2, los tiempos de hemorragia del modelo son mayores
que 15 minutos para todas las dosis mayores que 0,04 mg/kg. En el estudio de control positivo con clopidogrel
(Bristol-Myers Squibb/Sanofi Pharmaceuticals) los tiempos de hemorragia del modelo se prolongan en la misma
proporcidon que las dosis acumuladas mayores que 2,5 mg/kg. En el Estudio 3, los tiempos de hemorragia del
modelo no se prolongan nunca mas de 15 minutos. Los tiempos de hemorragia del modelo no son una medida muy
precisa de la tendencia a la hemorragia, dado que exhiben una gran variabilidad en la linea base (véanse, v.g. los
valores basales en los Babuinos 1, 2, 3 con clopidogrel). Como tales, los tiempos de hemorragia del modelo no se
consideran muy predictivos para hemorragia clinicamente relevante, tal como en un escenario preoperatorio (véase,
v.g., Lind et al. Platelets, 22 edicion, p 485-493, Michelson AD ed., Academic Press.). El test de hemorragia incisional
exhibe menos variacion, dado que cuantifica la cantidad real de pérdida de sangre a través de la incision y tiene un
intervalo dinamico mayor. Por tanto, se realiza el test de hemorragia incisional ademas del test de hemorragia del
modelo. Estos datos se resumen en las Tablas 25 y 26.

Tabla 25. Tiempo de Hemorragia del Modelo GBR600 [minutos]

Dosis (mg/kg) Dosis Acumulada (mg/kg) Estudio 1 Estudio 2 Estudio 3
Linea base 0 55 6,25 2
Solucién salina 0 2,5 7 4,45
0,005 0,005 n.a. n.a. 5,25
0,005 0,01 n.a. n.a. 5,25
0,01 0,02 n.a. n.a. 6
0,01 0,03 n.a. n.a. 7,45
0,01 0,04 n.a. n.a. 2,5
0,01 0,05 n.a. n.a. 3,5
0,01 0,06 n.a. n.a. 7,45
0,01 0,07 n.a. n.a. 5,45
0,01 0,01 n.a. 2,45 n.a.
0,03 0,03/0,04 5,25 >15 n.a.
0,1 0,13/0,14 >15 >15 n.a.
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0,3 0,43/0,44 >15
1 0,143/1,44 >15
10 11,43/11,44 >15

Tabla 26. Tiempo de Hemorragia del Modelo con Clopidogrel [minutos]

Dosis (mg/kg) Dosis Acumulada (mg/kg) Babuino 1
Linea base 0 >15
Solucién salina 0 n.d.
1 1 3,5
1,5 25 >15
25 5 >15
5 10 >15
10 20 >15

>15
>15

>15

Babuino 2

55

n.d.
n.d.
>15
>15
>15

>15

n.a.
n.a.

n.a.

Babuino 3

13

n.d.

>15
>15
>15

>15

Las Tablas 27 y 28 presentan los resultados obtenidos con el test de hemorragia incisional para clopidogrel y
GBR600. La cantidad de sangre absorbida por la gasa aumentaba inicialmente con la dosis y es auto-limitante a
dosis altas. En todos los estudios la mayor hemorragia observada corresponde a la 42 dosis, después de lo cual el
volumen de sangre absorbido por la gasa disminuye y parece tener lugar la curacién de la herida. En los Estudios 1
y 2, la hemorragia maxima es similar a la de clopidogrel, aunque el clopidogrel se ensaya en una DE1go multiplo de
2-4 y GBR600 en un multiplo hasta 250. En el Estudio 3, se observa una hemorragia insignificante con todas las

dosis inyectadas.

Tabla 27. Test de Hemorragia Incisional con GBR600 [mdultiplos del valor de la solucién salina]

Dosis (mg/kg) Dosis Acumulada (mg/kg) Estudio 1
Linea base 0 n.a.
Solucién salina 0 1
0,005 0,005 n.a.
0,005 0,01 n.a.
0,01 0,02 n.a.
0,01 0,03 n.a.
0,01 0,04 n.a.
0,01 0,05 n.a.
0,01 0,06 n.a.
0,01 0,07 n.a.
0,01 0,01 n.a.
0,03 0,03/0,04 0,125
0,1 0,13/0,14 0,625
0,3 0,43/0,44 3,125
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Estudio 2
n.a.
1
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
25
0,5
4,75

7,75

Estudio 3
n.a.
1
0,13
0,08
0,05
0,05
0,02
0,03
n.d.
n.d.
n.a.
n.a.
n.a.
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1 0,143/1,44 7,625 5,75 n.a.
10 11,43/11,44 4 1,75 n.a.

Tabla 28. Test de Hemorragia Incisional con Clopidogrel [multiplos del valor de la solucién salina]

Dosis (mg/kg) Dosis Acumulada (mg/kg) Babuino 1 Babuino 2 Babuino 3
Linea base 0 n.a. n.a. n.a.
Solucién salina 0 1 1 1

1 1 1,59 1,21 1,28

1,5 25 1,06 1 1,1

25 5 1,41 6,64 3,32

5 10 5,82 13,64 0,95

10 20 9,12 2,64 0,92

Ventana Terapéutica y Clasificacion BleedScore de GBR600: En la Figura 10, los resultados del test de
hemorragia por incision del Estudio 1 y 2 y los tres estudios de clopidogrel se representan graficamente contra las
dosis de GBR600 y clopidogrel (las dosis se expresan como multiplos de sus valores DEqg y se representan
graficamente en escala logaritmica).

GBR600, incluso a dosis mayores que 100 veces su valor DE4q, causa hemorragia a un nivel observado en
clopidogrel s6lo hasta 4 veces su DE4qo. Inesperadamente, GBR600 tiene una ventana terapéutica de seguridad sin
precedentes en términos de riesgo de hemorragia.

El dnico aumento clinicamente relevante en hemorragia observado en este estudio es un aumento en la hemorragia
auto-limitante de cortes superficiales como se determina por los métodos de hemorragia del modelo y hemorragia
incisional. Los animales se observan cuidadosamente durante un periodo de 48 horas después de la operacion
quirdrgica y no se detecta signo adicional alguno de hemorragia superficial tal como amoratamiento facil, petequia o
equimosis. Mas importante es la ausencia de signos de hemorragia interna tales como hematoma, epistaxis, pérdida
de sangre por boca, vagina, melena, hemorragia oftalmica, hematuria y hematemesis. La herida por operacién no
sangraba y se curaba normalmente.

Tanto clopidogrel como GBR600 tienen un registro de 1 en el esquema de registro BleedScore, como se muestra en
la Tabla 29. Aparte de la hemorragia incrementada en las heridas superficiales, no se detecta ninguin otro sintoma
en los animales durante el experimento o durante un periodo de observacion de 48 horas después de la conclusién
de los estudios.
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Tabla 29. Determinacién BleedScore para Clopidogrel y GBR600

Determinacion de BleedScore

Gravedad de la Hemorragia |Sintomas Registro | Clopidogrel GBR600
Hemorragia Superficial Amoratamiento facil 1 0 0
Hemorragia por pequefios cortes 1 1 1
Petequia 1 0 0
Equimosis 1 0 0
Hemorragia Interna Hematoma 3 0 0
Epistaxis 3 0 0
Pérdida de sangre por boca, melena 3 0
Melena 3 0 0
Hemorragia oftalmica 3 0 0
Hematuria 3 0 0
Hematemesis 3 0 0
Hemorragia Alarmante Necesidad de Transfusion 6 0 0
Intracraneal 6 0 0
Amenazante para la vida 6 0 0
BleedScore 1 1

Hallazgos de los Estudios de Eficacia y Seguridad: Las Tablas 30-32 muestran el efecto de GBR600 sobre los
niveles de vWF, niveles de Factor VIII, recuento de Glébulos Blancos, concentracion de Hemoglobina (Hb), recuento
de Plaquetas (PIt), tiempo de Protrombina (PT) y Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (aPTT) en los estudios
1a3.

Con relacion a los niveles de von Willebrand obtenidos en los Estudios 1 a 3, no se observa patrén alguno en el
Estudio 1, pero en los Estudios 2 y 3 se observa una disminucién clara en los niveles de von Willebrand. En el
Estudio 2, en el que se utilizan dosis mucho mayores, el efecto es mas pronunciado que en el Estudio 3, en el que
se utilizan dosis relativamente bajas. En el estudio con un anticuerpo IgG4 monoclonal humanizado de control que
no se fijaba a vVWF, no se observa efecto alguno de los niveles von Willebrand. Este efecto y las implicaciones del
mismo deberian monitorizarse cuidadosamente en estudios futuros. GBR600 no tenia un efecto acusado sobre los
niveles de Factor VIII en todos los estudios.

Aunque se observa un aumento en WBC, este es un efecto conocido del procedimiento invasivo y esta bien
correlacionado con los resultados observados para el anticuerpo IgG4 monoclonal de control que no se fija a VWF y
todos los restantes farmacos testados hasta ahora en este modelo. No puede observarse efecto acusado alguno
sobre la concentracion de hemoglobina causado por la infusiéon de GBR600. Como efecto de la infusion de GBR600
sobre el recuento de plaquetas, durante estos procedimientos las plaquetas se consumen dado que la deposicion de
las plaquetas es responsable de la oclusiéon de la arteria durante las CFRs. La inhibicion eficaz de las CFRs
disminuira por tanto la cantidad de consumo de plaquetas. Esto explica el mayor consumo de plaquetas observado
con el anticuerpo 1IgG4 monoclonal humanizado de control, que no se fija a vWF, donde no se observa inhibiciéon
alguna de CFRs.

Parece no haber efecto acusado alguno de GBR600 sobre PT y aPTT, que son indicadores de la integridad de las
proteinas de la coagulacion. Se observan resultados similares para el anticuerpo monoclonal IgG4 humanizado de
control que no se fija a vWF.
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Tabla 30. Estudio 1

Linea Soluciéon |0,03mg/kg | 0,1img/kg |0,3mglkg |1,0mg/kg 10mg/kg
base salina

WBC x 109/1 7,48 6,92 7,89 9,32 11,57 12,29 11,52
RBC x 1012/l 57 5,88 5,75 5,86 5,83 5,79 5,8
Hemoglobina g/dl 13,4 14,3 141 141 14,4 14 14
Hematocrito I/l 40,5 43,5 42,5 43,5 43,4 0,4 41,4
MCV fi 71,1 74,0 73,9 74,2 74,4 74,6 71,4
MCH pg 23,5 24,3 245 241 24,7 24,2 241
MCMC g/di 33,1 32,9 33,2 32,4 33,2 32,4 33,8
plt x 109/ 306 249 234 236 245 257 262
neut x 109/l 3,46 3,32 4,35 5,92 8,16 8,89 8,44
lymph x 109/l 3,62 3,21 3,04 2,80 2,75 2,88 2,32
monocitos x 109/ 0,36 0,36 0,46 0,58 0,61 0,50 0,73
eosindfilos x 109/1 0,03 0,02 0,04 0,03 0,03 0,01 0,02
baséfilos x 109/ 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01
PT 9 10 10 10,00 10 10 10
aPTT 42 42 44 43 42 42 45

F Vil 107 89 83 88 80 78 78
concentracion de vWF |25 46 39 15 26 48 17
agregacion, % no no no no no no no

Tabla 31. Estudio 2

Linea Solucion |0,00mg/kg |0,03mgl/kg |0,1img/kg 0,3mg/kg 1,0mg/kg 10mg/kg

base salina
WBC x 109/1 11,98 12,42 12,49 11,89 11,14 10,91 11,01 13,92
RBC x 1012/l 5,24 5,36 5,34 5,34 5,42 5,57 5,57 5,54
Hemoglobina g/dl 12,2 12,7 12,8 12,8 12,9 13,2 13,4 13,2
Hematocrito I/l 34,1 34,9 34,8 34,7 35,1 36,1 36,1 36,1
MCV fi 65,1 65,1 65,2 65,0 64,8 64,8 64,8 65,2
MCH pg 23,3 23,7 24,0 24,0 23,8 23,7 241 23,8
MCMC g/di 35,8 36,4 36,8 36,9 36,8 36,6 37,1 36,6
plt x 109/ 313 281 276 281 287 283 283 268
neut x 109/l 9,37 9,44 9,12 8,60 8,03 7,98 8,15 11,33
lymph x 109/l 2,20 2,55 2,84 2,82 2,68 2,51 2,46 2,10
monocitos x 109/ 0,38 0,40 0,47 0,42 0,37 0,36 0,32 0,38
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eosinoéfilos x 109/1 | 0,01 0,02 0,05 0,04 0,04 0,05 0,08 0,10
baséfilos x 109/ 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01
PT 9 9 9 9 9 9 9 9
aPTT 55 ?>120 53 60 61 55 55 58
F Vil 49 56 48 54 54 56 58 68
concentracion  de |34 31 28 21 16 14 14 10
VWF

agregacion, % no no no no no no no

Tabla 32. Estudio 3

Linea |Solucion | 0,005mg/kg | 0,01mg/kg | 0,02mg/kg  0,03mg/kg  0,04mg/kg | 0,05mg/kg | 0,06mg/kg  0,07mg/kg
base |salina

WBC x 109/ 4,97 5,63 5,10 6,36 7,22 8,8 11,56 13,5 14,06 14,38
RBC x 1012/1 6,13 6,25 6,2 6,1 6,22 6,19 6,27 6,17 6,16 5,65
Hemoglobina 14,0 14,6 14,8 14,7 14,5 14,4 14,7 14,7 14,8 13,5
g/dl

:-Illematocrito 44,1 45,2 46,4 45,8 45,1 44,7 45,2 46,6 46,5 42,7
MCV fl 71,9 723 74,8 75,1 72,5 72,2 72,1 75,5 75,5 75,6
MCH pg 22,8 234 23,9 24,1 23,3 23,3 23,4 23,8 24,0 23,9
MCMC g/di 31,7 1323 31,9 32,1 32,2 32,2 32,5 31,5 31,8 31,6
plt x 109/1 373 331 327 342 342 334 360 321 318 286
neut x 109/l 3,21 3,83 3,11 4,13 5,26 6,85 9,73 11,80 12,36 12,80
lymph x 109/1 1,59 1,54 1,73 1,97 1,60 1,56 1,45 1,38 1,34 1,14
monocitos x 0,15 0,23 0,20 0,25 0,34 0,36 0,36 0,31 0,37 0,42
109/1

eosindfilos x|0,01 |0,01 0,05 0,00 0,01 0,02 0,01 0,00 0,00 0,01
109/1

basdfilos  x|0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,00 0,01
109/1

PT 9 9 8 8 9 9 9 9 9 10
aPTT 39 41 40 40 39 39 39 38 41 42
F Vil 84 79 80 88 80 85 82 80 85 81
concentracién | 53 50 48 51 46 44 42 35 36 35
de VWF

agregacion, % |no no no no no no no

GBR600 parece ser un inhibidor potente de la deposiciéon de las plaguetas durante la trombosis arterial. La
epinefrina no invertia la inhibicién, como lo hace con clopidogrel. No se observa hemorragia adversa grave alguna
con GBR600, aun cuando el farmaco se infunde a lo que realmente parece ser una dosis de hasta 250 veces la
dosis eficaz. A estas dosis, la hemorragia medida por el modelo de hemorragia incisional producia resultados
similares a clopidogrel infundido a 4 hasta 8 veces la dosis eficaz. GBR600 no tenia efecto alguno sobre las
proteinas de la coagulacién, como se muestra en los resultados de PT y aPTT. Sin embargo, existe una disminucion
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en los niveles de Factor von Willebrand. No se observa efecto claro alguno sobre los niveles de Factor VIII, sin
embargo. Esto no precisa ser un problema, dado que la warfarina inhibe el sistema de coagulacién por disminucién
de los niveles circulantes de las proteinas de la coagulacion funcionales dependientes de la vitamina K. No se
observo efecto inesperado alguno sobre los parametros de Recuento Total de Glébulos (WBC, Hb y PIt) en este
estudio.

Ejemplo 11: Estabilidad térmica de las variantes humanizadas de NMC-4

La estabilidad térmica de las variantes humanizadas de NMC-4, del fragmento FAB de NMC-4 murino y de una
NMC4-IgG1 quimérica se comparé utilizando medidas calorimétricas. Los perfiles de fusién de los anticuerpos
monoclonales son caracteristicos de sus isotipos (Garber y Demarest (2007), BBRC 355: 751-7); sin embargo, la
temperatura de fusion en el punto medio del fragmento FAB puede identificarse facilmente incluso en el contexto de
una IgG de longitud total. Dicha fusién en el punto medio de la porcién FAB se utilizé para monitorizar la estabilidad
monoclonal de los candidatos humanizados.

Se llevaron a cabo medidas calorimétricas en un microcalorimetro de barrido diferencial VP-DSC (MicroCal,
Northampton, Reino Unido). El volumen de células era 0,128 ml; la tasa de calentamiento era 1°C/min; y el exceso
de presion se mantuvo a 64 psi. (441,3 kPa). Todos los fragmentos de proteinas se utilizaron a una concentracion de
1-0,5 mg/ml (74 uM) en PBS (pH 7,4). La capacidad calorifica molar de cada proteina se estimé por comparacion
con muestras duplicadas que contenian el mismo tampén del que se habia omitido la proteina. Las capacidades
térmicas molares parciales y curvas de fusion se analizaron utilizando procedimientos estandar. Los termogramas se
corrigieron por la linea base y la concentracién se normalizé antes de ser analizada ulteriormente utilizando un
modelo Non-Two State en el software Origin v7.0. Un ejemplo de los datos obtenidos para H14L10-lgG4 como se
describe en el Ejemplo 3 se muestra en la Figura 12. El fragmento FAB murino de NMC-4 exhibe una sola transicion
a 74,7°C, mientras que la transicion del fragmento FAB H14L10-lgG4 aparece a 81,1°C, lo que corresponde a una
diferencia de estabilidad significativa (6,4°C). Para determinar la influencia de los dominios constantes de FAB
humano, se prepard una quimera consistente en los dominios variables de NMC-4 murino injertados en la IgG1
humana (el isotipo humano mas estable; Garber y Demarest (2007), BBRC 355:751-7). Los valores Tm de FAB
aparentes para H14L10-IgG4 y NMC4-IgG1 quimérico (79,1°C) exhiben todavia un aumento significativo de
estabilidad para H14-L10 FAB (delta Tm > 1°C).

Ejemplo 12: Clonaciéon de los genes codificantes de la cadena pesada (VH9) y la cadena ligera (VL9) de
GBR600

Los materiales y métodos utilizados para clonacion de los genes codificantes de GBR600 eran los siguientes:
PfuUltra (Stratagene, Cat.-No.: 600380)

Spel (NEB, Cat.-No.: R0133)

Hindlll (NEB, Cat.-No.: R0104)

CIP (NEB, Cat.-No.:M0290)

pCR-romo (Invitrogen, Cat.-No.: 44-0302)

Cebadores: Operon, Colonia, Alemania

GLNPR107: TAACTAGTCGTGAGGCTCCGGTGCCCGTC
GLNPR108: AAGCTTACGGCTAGCTCACGACACCTGAAATGGAAG
GLNPR139: CCTCAGACAGTGGTTCAAAG

GLNPR 176 GCTAGCGCCACCATGGAGACAGACACAC

GLNPR 177 TAAGCTTCTATCATTTACCCAGAGACAGGG

GLNPR 178 TAAGCTTCTATCAACACTCTCCCCTGTTG

BGHREV: Proporcionado por Fasteris

Vectores TMC pCI-NMC4-VL9 (p156) y pCI-NMC4-VH9 (p158) proporcionados por Chromos. Qiaquick Gel extraction
kit (Qiagen, Cat.-No.: 28706)

Escalera 1kb+ (Fermentas, Cat.-No.:R0491)
pcDNAS3.1(-) (Invitrogen, Cat.-No.: V795-20)
pEF-Dest51[CD19] (RZPD, Cat.-No.: RZPD0839G0167-pEF-DEST51)
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Secuenciacion : Fasteris SA (Ginebra, Suiza)
Kit Gigaprep (Macherey-Nagel, Cat.-No.: Nucleobond PC10000)
Clonacion del vector de expresion pEFcDNA3.1

El vector de expresion pEFcDNA se cred por reemplazamiento del promotor CMV de pcDNA 3.1(-) (Invitrogen) con
el promotor EF1-alfa de pEF-DEST51. Para este propodsito, el promotor EF1-alfa se amplificd utilizando los
cebadores GLNPR107 y 108 utilizando PfuUltra (Stratagene, temperatura de reasociacion 55°C, 30 ciclos). Los
cebadores amplifican el promotor EF1-alfa completo y fijan un lado Spel en el extremo 5' y un lado Hindlll en el
extremo 3' del fragmento amplificado. El amplicén PCR se cloné en pCR-romo (Invitrogen) y los clones se analizaron
por una digestion con Spel/Hindlll. EI fragmento Spell/Hindlll del clon #4 se cortdé y se clond en la cadena principal
de pcDNA 3.1(-) que se digirié utilizando la misma combinacién de enzimas y CIPed. Los clones se analizaron
utilizando Spel y Hindlll y el clon #2 parecia ser positivo. Una segunda digestiéon con la cadena principal y la
insercion confirmé ulteriormente el tamafo correcto del fragmento promotor.

Clonacion de GBR600 en pEFcDNA

Se amplificd6 GBR600 VH9 utilizando Pfu Ultra (condiciones estandar, temperatura de reasociacion 55°C, 30 ciclos) y
los cebadores GLNPR176 y 177. El modelo era el vector de TMC p156. Se amplific6 GBR600 VL9 utilizando los
cebadores GLNPR176 y 178 como se describe para la cadena pesada. El modelo utilizado era el vector de TMC
p158. Los cebadores afiaden un sitio de restriccion Nhel 5' y un sitio de restriccion Hindlll 3' al amplicon respectivo.
Los fragmentos PCR obtenidos se clonaron en pCR-romo y se analizaron por digestion de restriccion utilizando Nhel
y Hindlll. El clon #1 para la cadena ligera y el clon #3 para la cadena pesada se cortaron y se clonaron en pEFcDNA
que se abrio utilizando las enzimas Nhel y Hindlll y CIPed. La digestion de restriccion demostré que el clon #1 para
la cadena ligera y el clon #6 para la cadena ligera contenian fragmentos del tamafio correcto. Estos dos clones se
enviaron a Fasteris para control de la secuenciacion como muestras GS256 y GS257. Los archivos de
secuenciacion se alinearon con secuencias de referencia. Debido a la mala calidad del DNA miniprep, la secuencia
de la cadena pesada GS257 no pudo confirmarse al 100%. Los plasmidos que codificaban la cadena pesada VH9
de GBR600 (GS257) y la cadena ligera de GBR600 VL9 (GS256) se utilizaron para la preparacion de Gigapreps.
Las preparaciones plasmidicas se enviaron de nuevo para confirmacién de la secuencia a Fasteris. Los nombres de
las muestras esta vez eran GS265 para VH9 de la cadena pesada de GBR600 y GS264 para VL9 de la cadena
ligera de GBR600. Debido a la mejor calidad del DNA, la identidad de la secuencia respecto a la secuencia de
referencia pudo confirmarse para las cadenas pesada y ligera.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Glenmark Pharmaceuticals, S.A.

<120> Anticuerpos humanizados especificos para el factor von Willebrand.
<130> 16708/PCT

<160> 238

<170> Patentln version 3.2

<210> 1

<211> 218

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> NMC-4 (cadena pesada del mAb murino)

<400> 1

GIn val GIn Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Ala Pro Ser Gln
1 5 10 15

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Tyr
20 25 30

Gly val ?gp Trp val Arg Gln IZSO Pro Gly Lys Gly kgu Glu Trp Leu

Gly Met Ile Trp Gly Asp gﬂsy Ser Thr Asp Tyr égn Ser Ala Leu Lys
50

ser Arg Leu Ser Ile Thr Lys Asp Asn Ser Lys Ser GIn val Phe Leu
65 - 70 75 80

Lys Met Asn Ser Leu Gln Thr Asp Asp Tgr Ala Arg Tyr Tyr c;sls val
85 9 9

Arg Asp Pro Ala Asp Tyr Gly Asn Tyr Asp Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp
100 105 110

Gly GIn Gly Thr Ser val Thr val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro
115 120 125

Ser val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Ser Ala Ala Gln Thr Asn Ser Met
130 135 140

val Thr Leu Gly cys Leu val Lys Gly Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr
145 150 155 160

val Thr Trp Ash Ser Gly Ser Leu Ser Ser Gly val His Thr Phe Pro
165 ; 170 175

Ala val Leu GIn Ser Asp Leu Tyr Thr Leu Ser Ser Ser val Thr val
180 185 190

Pro ser ser Thr Trp Pro Ser Glu Thr val Thr Cys Asn val Ala His
195 ' 200 205

Pro Ala Ser Ser Thr Lys val Asp Lys Lys
210 215
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<210> 2
<211> 208
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> NMC-4 (cadena ligera del mAb murino)

<400> 2

/Jx.sp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser SSr Leu Ser Ala Ser ligu Gly
5 1

Asp Arg val Thr Ile Ser Cys Ser §1a Ser Gln Asp Ile ésn Lys Tyr
20 5 0

Leu Asn Tgp Tyr GIn Gln Lys 250 Asp Gly Ala val laysls Leu Leu Ile
3

Phe Tyr Thr Ser Ser Leu His Ser Gly val Pro ggr Arg Phe Ser Gly
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Ile Ala 'é‘hr Tyr Tyr Cys Gln g(])n Tyr Glu Lys Leu gro Trp
5 5

Thr pPhe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu val Lys Arg Ala Asp Ala Ala
100 105 110

Pro Thr val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ser Giu Gln Leu Thr Ser Gly
115 120 125

Gly Ala ser val val Cys Phe Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile
130 135 140

Asn val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu Arg GIn Asn Gly val Leu
145 150 155 160

Asn Ser Trp Thr Asp GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr
180 185 190

Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser Pro Ile val Lys Ser
195 200 205

<210> 3
<211> 65
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> VH de linea germinal humana, 4-59

<400> 3
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10

Thr Leu ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly
20 25

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly
35

40

Gly %r Ile Tyr Tyr Ser g;y Ser Thr Asn

ser
65

<210> 4
<211>122
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Anticuerpo Humano AAC18165.1

<400> 4

Gln val Gln Leu cs-i'ln Glu ser Gly Pro Gly
1

10

Thr Leu Ser lz.gu Thr Cys Thr val ;er Gly
5

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly
35 40

Gly %r‘ Ile Tyr Tyr Ser G}y Ser Thr Asn
5

ger‘ Arg val Thr ITle Ser val Asp Thr Ser
5 .

70

Leu

Gly

Lys

Tyr

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys
75

val

ser

Gly

Asn
60

val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Pro

Ser

30

Glu

ser

Pro

Ser

30

Glu

ser

Phe

ser

15

ser

Trp

Leu

ser

15

ser

Trp

Leu

ser

Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Arg Gly Tyr Arg Pro Gly val Ala Al
100 0

105

Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115

120

<210>5
<211> 88
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> VL de la linea germinal humana, 018

<400> 5

67

a His Ser Pro Phe Asp
110

Glu

Tyr

Lys

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Tyr Trp
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Asp Ile Gln
1
Asp Arg val

Leu Asn Trp
35

Tyr Asp Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Ile

<210> 6
<211>107
<212> PRT
<213> artificial

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr G1n
5

Ile Thr
GIn Gln
Asn Leu
Thr Asp

70

Thr Tyr
85

sSer

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Pro

Gln

Pro

40

Thr

Thr

Cys

<223>Anticuerpo Humano AAK94808

<400> 6

Asp 1le Gln
1
Asp Arg val
Leu Asn Trp
35
Tyr Asp Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Ile

Thr pPhe Gly

<210>7
<211>10
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> HDCDR1

<400> 7

Met
Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp
70

Thr Tyr
85

Gly Thr

ser

cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Gln

Pro

40

Thr

Thr

cys

val
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Ser
Ala
25

Gly

Gly

Phe

Ser
Ala

25

Gly

phe

Gln

Glu
105

ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
920

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Leu

GIn

Ala

Pro

Ile
75

Tyr

Lys

Gly Phe Ser Leu Thr Asp Tyr Gly val Asp
1 5 10

ser
Asp
Pro
Ser

60

Ser

Ser
Asp
Pro
ser

60

Ser

Asp

68

Ala

Ile

Arg

ser

Ala

Ile

Lys

Arg

ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

val

15

Asn

Leu

Ser

GIn

val

15

Asn

Leu

ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Gly

TYr

Ile

Gly

Pro
80

Leu
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<210> 8
<211> 16
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> HCDR2

<400> 8

Met Ile Trp Gly Asp Gly Ser Thr Asp Tyr Ash Ser Ala Leu Lys Ser
1 5 10 15
<210>9

<211> 14

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> HCDR3

<400> 9

%sp Pro Ala Asp 'gyr Gly Asn Tyr Asp I)ér' Ala Leu Asp Tyr

<210> 10
<211> 11
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> LCDR1

<400> 10

Ser Ala Ser GIn Asp Ile Asn Lys Tyr Leu Ash
1 5 10
<210> 11

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> LCDR2

<400> 11

Tyr Thr Ser Ser Eeu His Ser
1

<210> 12
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> LCDR3

<400> 12

g]n Gln Tyr Glu %ys Leu Pro Trp Thr
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<210> 13
<211>122
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> H2

<400> 13

g'ln val GIn Leu GIn Glu Sser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu

Thr Leu Ser |ieu Thr Cys Thr val ggr Gly Phe Ser Leu 13'8r Asp Tyr
0

Gly val ,é\gp Trp Ile Arg Gln 250 Pro Gly Lys Gly !igu Glu Trp Ile

Gly ¥8t Ile Trp Gly Asp g}y ser Thr Asp Tyr égn ser Ala Leu Lys

Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln val Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser \8/;;':] Thr Ala Ala Asp ggr‘ Ala val Tyr Tyr g)s/s val

Arg Asp Pro Ala Asp Tyr Gly Asn Tyr Asp Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp
100 105 110

Gly GIn Gly Thr Ser Leu Thr val Ser Ser
115 120

<210> 14
<211>122
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> H4

<400> 14
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GIn val GIn Leu GIn Glu ser Gly Pro Gly Leu
1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe
20 25
Gly val Asp Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys
35 40
Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Ser Thr Asp Tyr
50 55
ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys
65 70 75
Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala
85 90
Arg Asp Pro Ala Asp Tyr Gly Asn Tyr Asp Tyr
100 105
Gly GIn Gly Thr ser Leu Thr val Ser Ser
115 120
<210> 15
<211>122
<212> PRT
<213> artificial
<220>
<223> H5
<400> 15
GIn val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val
1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser
20 25
Gly val Asp Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40
Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Ser Thr Asp Tyr Asn
50 55 60
Ser Arg val Thr Ile Ser Lys Asp Ash Ser Lys Ash
65 70 75
Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val
85 90
Arg Asp Pro Ala Asp Tyr Gly Asn Tyr Asp Tyr Ala
100 105
Gly GIn Gly Thr Ser Leu Thr val Ser Ser
115 120
<210> 16
<211>122
<212> PRT

71

val Lys
Ser Leu

Gly Leu
45

Asn Ser
60

Asn Gln
val Tyr

Ala Leu

Lys Pro
Leu Thr
30

Leu Glu
45

Ser Ala

GIn val
Tyr Tyr

Leu Asp
110

Pro

Thr

30

Glu

Ala

val

Tyr

Asp

ser

C15

Asp

Trp

Leu

ser

Cys
95

Tyr

ser
15

Asp
Trp
Leu
Ser
cys
95

Tyr

Glu

Tyr

Lys
Leu
80

val

Trp

G]u
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Trp
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<213> artificial

<220>
<223> H6

<400> 16

GIn
1
Thr
Gly
Gly
Ser
65
Lys

Arg

Gly

val

Leu

val

Met

50

Arg

Leu

ASp

Gin

<210> 17

<211>122
<212> PRT

Gln

Ser

ASp

35

Ile

Leu

Ser

Pro

Gly

<213> artificial

<220>
<223> H7

<400> 17

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Ala

100

Thr

GIn Glu

Thr Cys

Ile Arg

Gly Asp

Ile Ser

70

val Thr
85

ASp Tyr

Ser Leu

Ser

Thr

Gln

Gly

55

val

Ala

Gly

Thr

Gly

val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Asn

val
120
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Pro

ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

TYyr

105

Ser

Gly
10

Gly
Gly
Asp
ser
Thr
90

Asp

ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

Tyr

72

val

ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Ala

Lys

Leu

Leu

45

ser

Gln

Tyr

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Ala

val

Tyr

Asp
110

Ser

15

Asp

Trp

Leu

Ser

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

val

Trp
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GIn val GIn
Thr Leu Ser

Gly val Asp
35

Gly Met Ile
50

Ser Arg Leu
65

Lys Leu Ser
Arg Asp Pro

Gly GIn Gly

<210> 18
<211>122
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> H8

<400> 18

Gln val Gln
1
Thr Leu Ser
Gly val Asp
35
Gly Met Ile
50

ser Arg Leu
65

Lys Leu Ser

Arg Asp Pro

Gly GIn Gly
115

<210> 19
<211>122
<212> PRT
<213> artificial

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Ala

100

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Ala
100

Thr

Gln

Thr

Ile

Gly

Ile

val

85

Asp

Ser

Gln

Thr

Ile

Gly

Ile

val

85

Asp

ser

Glu

Cys

Arg

Asp

ser

70

Thr

Tyr

Leu

Glu

cys

Arg

Asp

Ser

70

Thr

Tyr

Leu

sSer

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Ala

Gly

Thr

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Ala

Gly

Thr

Gly

val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Asn

val
120

Gly

val

Pro

40

ser

Asp

Ala

Asn

val
120
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Pro

ser

25.

Pro

Thr

Thr

Asp

TYyr

105

Ser

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Tyr

105

Ser

Gly
10

Gly
Gly
Asp
Ser
Thr
20

Asp

ser

Gly
10

Gly
Gly
Asp
Ser
Thr
90

Asp

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

TYyr

Leu

Phe

Lys

TYyr

Lys

Ala

Tyr

vail

Ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Ala

val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Ala

73

Lys Pro

Leu Thr
30

Leu Glu
45

Ser Ala

Gln val

Tyr Tyr

Leu Asp
110

Lys Pro

Leu Thr
30

Leu Glu
45

Ser Ala

GIn pPhe

Tyr Tyr

Leu Asp
110

ser

15

Asp

Trp

Leu

Ser

cys

Tyr

ser

15

Asp

Trp

Leu

Ser

cys

95

Tyr

Glu

Tyr

Lys
Leu
80

val

Trp

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

val

Trp



10

15

<220>
<223> H9

<400> 19

G1n val
1

Thr Leu
Gly val
Gly Met

50

ser Arg
65

Lys Leu

Arg Asp

Gly GIn

<210> 20

<211>122
<212> PRT

GIn

Ser

Asp

35

Ile

val

ser

Pro

Gly

<213> artificial

<220>

<223> H12

<400> 20

§1n val GIn Leu g1n Glu ser Gly Pro g%y Leu val Lys Pro

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Ala

100

Thr

Gln

Thr

Ile

Gly

Ile

val

85

Asp

Leu

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

70

Thr

Tyr

val

ser
Thr
Gln
Gly
55

val
Ala
Gly

Thr

Gly

val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Asn

val
120

ES 2495092 T3

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Tyr

105

Ser

Gly
10

Gly
Gly
Asp
ser
Thr
90

Asp

Ser

Leu val

Phe ser

Lys Gly

Tyr Ash

60

Lys Asn

Ala val

Tyr Ala

Lys

Leu

Leu

45

Ser

GIn

TYyr

Leu

Pro Ser
15

Thr Asp
30

Glu Trp
Ala Leu
Phe ser
Tyr Cys
95

Asp Tyr
110

Ser Glu
15

Thr Leu Ser Egu Thr cys Thr val ;gr Gly Gly ser 1le ggr Asp Tyr

Gly val Asp Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

74

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Trp



10

15

20

25

35

Gly Met Ile
50

ser Arg val

65

Lys Leu Ser

Arg Asp Pro

Gly GIln Gly
115

<210> 21
<211>122
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> H13

<400> 21

Gln val Gln
1
Thr Leu Ser

Gly Trp Asp
35

Gly Met Ile
50

Ser Arg val
65

Lys Leu Ser
Arg Asp Pro

Gly GIn Gly

<210> 22
<211>122
<212> PRT
<213> humano

<220>
<221> H14

Trp

Thr

ser

Ala

100

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Ala

100

Thr

<222> (1)..(122)

<400> 22

Gly
Ile
val
85

Asp

Leu

GIn
5
Thr
Ile
Gly
Ile
val
85

Asp

Leu

Asp

Ser

70

Thr

Tyr

val

Glu

cys

Arg

Asp

ser

70

Thr

Tyr

val:

Gly
55

val
Ala
Gly

Thr

ser
Thr
Gln
Gly
55

val
Ala
Gly

Thr

40

Ser

Asp

Ala

Asn

val
120

Gly

val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Asn

val
120

ES 2495092 T3

Thr

Thr

ASp

Tyr

105

Ser

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Tyr

Asp
ser
Thr
90

ASp

ser

Gly
10

Gly
Gly
ASp
ser
Thr
90

Asp

105

Ser

ser

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Leu

Gly

Lys

TYyr

Lys

75

Ala

TYyr

45

Asn
60
Asn

val

Ala

val

ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Ala

75

Ser

GIn

Tyr

Leu

Lys

Ile

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Leu

Ala

Phe

Tyr

ASp

Pro

ser

30

Glu

Ala

Phe

Tyr

Asp
110

Leu
ser
Cys
95

Tyr

ser
15

Asp
Trp
Leu
ser
Cys
95

Tyr

Lys

Leu

80

Ala

Trp

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Trp



10

15

20

GIn val GIn
1
Thr Leu ser

Gly Trp Asp
35

Gly Met Ile
50

Ser Arg val

65

Lys Leu Ser

Arg Asp Pro

Gly GIn Gly
115

<210> 23
<211>107
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223>L5

<400> 23

Asp Ile GIn
1
Asp Arg val
Leu Asnh Trp
35
Phe Tyr Thr
50

Ser Gly Ser
65

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

ser

Ala

100

Thr

Met
Thr
20

Tyr

ser

Gly

Gln
Thr
Ile
Gly
Ile
val
85

Asp

Leu

Thr
5

Ile
Gln
Ser

Thr

Glu

cys

Arg

Asp

Ser

70

Thr

Tyr

val

Gln

Thr

Gln

Leu

Ser

Thr

Gln

Gly

55

val

Ala

Gly

Thr

ser

cys

Lys

His
55

Asp Tyr

70

Gly

val

Pro

40

ser

Asp

Ala

Asn

val
120

Pro

ser

Pro

40

Ser

Thr

ES 2495092 T3

Pro
ser
25

Pro
Thr
Thr
Asp
Tyr
105

ser

ser
Ala
25

Gly

Gly

Leu

Gly
10

Gly
Gly
Asp
ser
Thr
90

AsSp

ser

ser
10

Ser
Lys

val

Thr

Leu val
Gly Ser
Lys Gly
Tyr Ash

60
Lys Asn

Ala val

Tyr Ala

Leu Ser
Gln Asp
Ala val
Pro Ser

60

Ile Ser
75

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Leu

Ala

Ile

Lys

Arg

ser

Pro Ser
15
ser Asp
30
Glu Trp
Ser Leu
Phe ser
Tyr Cys
95

Asp Tyr
110

Sser val
15

Asn Lys

30

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

Glu Asp Ile Ala g?r Tyr Tyr Cys Gln SAn Tyr Glu Lys Leu

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105 ’

<210> 24
<211>107
<212> PRT
<213> artificial

<220>

76

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Trp

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro
80

Pro Trp
95
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15

20
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<223> L4
<400> 24

Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val
1 5 10 15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser GIn Asp Ile Asn Lys
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu
35 40 45

Phe Tyr Thr Ser Ser Leu His Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
65 70 75

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Glu Lys Leu Pro
85 90 95

Thr phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

<210> 25
<211>107
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> L6

<400> 25

ésp Ile Gln Met ;hr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys ser Ala Ser GIn Asp Ile Asn
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala val Lys Leu
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Ser Leu His Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser
50 55 60
ser Gly ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GlIn
65 70 75
Glu Asp I1e Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gin Tyr Glu Lys Leu Pro
: 85 90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

<210> 26
<211>107
<212> PRT
<213> artificial

77

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

val
15

Lys

Leu

Gly

Pro

80

Trp

Gly

Tyr

Ile
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15

20
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<220>
<223> L7
<400> 26
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val
1 5 10 15
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser Gln Asp Ile Asn Lys
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Lys Ala val Lys Leu Leu
35 40 45
Phe Tyr Thr Ser Ser Leu His Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser
50 55 60 :
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn
65 S 70 75
Glu Asp I1e Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Glu Lys Leu Pro
85 ‘ 90 95
Thr phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105
<210> 27
<211>107
<212> PRT
<213> artificial
<220>
<223> L8
<400> 27

Asp ITe Gin Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val

1 5

Asp Arg val Thr Ile
20

Leu Asn ;gp Tyr Gln

Tyr Egr Thr Ser Ser

Ser Gly Ser Gly Thr
65 Y

Glu Asp Ile Ala Thr

85

Thr Phe Gly Gln Gly
100

<210> 28

<211>107

<212> PRT

<213> artificial

Thr

GIn

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

10

Cys Ser Ala Ser GIn Asp Ile Asn
25 30

Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45

His Ser
55

Gly val Pro Zgr Arg Phe

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu

Tyr Cys GlIn ng Tyr Glu Lys Leu
0

Lys val Glu Ile Lys

105

78

Gly
TYr
Ije
Gly
Pro

80

Trp

Gly
15

Lys
Leu
ser
Gln

Pro
95

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp
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15

20

<220>
<223> L9

<400> 28

Asp Ile Gln
1
Asp Arg val

Leu Ash Trp
35

Tyr Tyr Thr
50

ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Thr pPhe Gly

<210> 29
<211>107
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223>L10

<400> 29

Asp Ile GIn
1
Asp Arg val
Leu Asn Trp
35
Tyr Tyr Thr
50
ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 30
<211> 107
<212> PRT

Met

Thr

20

Tyr

ser

Gly

Ala

Gln

85

Gly

100

Met

Thr
20

Tyr

ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

GlIn

ser

Thr

Thr

85

Gly

Thr

Ile

GlIn

Ser

Thr

Thr

70

GlIn

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Thr

GlIn

Tyr

Thr

Leu Hi

55

Asp Ph

ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

TYyr

Lys

ES 2495092 T3

Pro ser

Ser Ala

25

Pro Gly

40

s Ser Gly

e Thr Leu

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

cys

val

Cys GlIn

val Glu

105

ser
10

Leu

ser Gln

Lys Ala

val Pro

Thr I1e
75

Gln Tyr

90

Ile Lys

Ser Ser Leu

10

Ala ser Gln

25

Gly Lys Ala

Gly val Pro

Leu Thr Ile

75

GIn GIn Tyr

90

Glu Ile Lys

105

Ser

Asp

Pro

ser

60

Ser

Glu

79

ser

Asp

Pro

ser
60

Ser

Glu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Lys

Ala ser

Ile Asn
30

Lys Leu
45

Arg pPhe
ser Leu

Lys Leu

Ser val
15

ser Asn’

30

Leu Leu

Phe ser

Leu Gln

Leu Pro
95

val
15

Lys

Leu

ser

GIn

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp
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15

20

25

30

35

40

45

<213> artificial

<220>
<223> L11

<400> 30

Asp Ile GlIn
1
Asp Arg val
Leu Asn Trp
35
Tyr Asp Ala
50
ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr phe Gly

<210> 31
<211>6
<212> DNA
<213> artificial

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

GIn
100

Thr Gln ser

Ile Thr Cys

GIn GIn Lys

Asn Leu Glu
55

Thr Asp pPhe
70

Thr Tyr Tyr
85

Gly Thr Lys

<223> Elemento de transcripcion

<220>

<221> caracteristica mixta

<222> (2)..(2)

<223>nesa,c,g,ot

<400> 31
cncaat 6
<210> 32
<211>6
<212> DNA
<213> artificial

<220>

<223> Elemento de transcripcion 1

<400> 32
aataaa 6
<210> 33
<211> 1602
<212> DNA
<213> artificial

<220>

<223> Clon IMAGE #4764579

Pro

GIn

Pro

40

Thr

Thr

Cys
val

ES 2495092 T3

ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser Leu
10

Ser Gln
Lys Ala
val Pro

Thr Phe
75

Gln Tyr
90

Ile Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Glu

80

Ala

Arg

Ser

Lys

ser

ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr

Ile
Gly
Pro

80

Trp



10

15

20

<400> 33

ggcaccgagg
tggctgttct
aaaagccggg
actggategg
atcgtcttga
ccgacacgtc
gcatctatta
gccagggaag
tggcaccctc
actacttccc
acacctteccc

tgccctccag
acaccaaggt

cgtgcccage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgeacca
tcccageccce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
gagtgcgacg
gcacgtaccc

gccctgggec

<210> 34
<211> 33
<212> DNA

<213> artificial

<220>

gtttctgtcc
ccaaggagtc
ggagtctctg
ctgggtgcge
ctctaaaata
gataaccgcc
ttgtgcgacc
cctcgtcatc
ctccaagagc
cgaaccggtg
ggctgtccta

cagcttgggce
ggacaagaaa

acctgaactc
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gccecccatec
cttctatccc
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac
gccggcaage
cctgtacata

cctgcgaaaa

<223> NMC-VH-coRI-F

<400> 34

tccaccatca
tgtgccgagg
aaaatctcct
cagctgeecey
agatataacc
gtctacctge
tcggatacac
gtctcctcag
acctctgggg
acggtgtcaﬁ
cagtcctcag

acccagacct
gttgagccca

ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggatgagc
agcgacatcg
ccteceegtge
agcaggtggc
cactacacgc
cceegetecce
cttcececgggce

adadaaaaada

gacgcgaatt cgcaggtgca gctgaaggag agc

<210> 35
<211> 43
<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> NMC-VH-gG4lgG1-R

ES 2495092 T3

tggggtcaac
tgcgectgga
gtcaggcttc
ggcaaggect
cgtccttcca
agtggagccg
ctctggactc
cctccaccaa
gcacagcggc
ggaactcagg
gactctactc

acatctgcaa
aatcttgtga

cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct
cgggctctcg
gcccageatg

adaaadaaaa

33

cgccatecte
gcagtctggg
tggattcacc
ggagtggatg
aggccaagtc
cctgaaggcc
ttactccttt
gggcccatcg
cctgggctgce
cgcecctgacc
cctcagcagc

cgtgaatcac
caaaactcac

cctcttecce
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctecttce
cgtcttctca
ctccctgtct
cggtcgcacg
gaaataaagc

aa

81

gcectectec
acagaggtga
tttaccgact
ggcttcatcg
accatgtcag
tcggacaccg
gaattttggg
gtcttcecccc
ctggtcaagg
agcggegtge
gtggtgaccg

aagcccagcea
acatgcccac

ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaagccc
gaaccacagg
ctgacctgcc
gggcagccgg
ttcctctaca
tgctccgtga
ccgggtaaat
aggatgcttg

acccagcgct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1602
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<400> 35

ES 2495092 T3

cggatgggcc cttggtggaa gcgctgctca cggtcacgct ggt

<210> 36
<211> 22
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> higG-F

<400> 36

gcttccacca agggcccatc cg 22
<210> 37

<211> 24

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> higG-R

<400> 37

cagagacagg gagaggctcttctg 24
<210> 38

<211>40

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> hlgG BamH1-R

<400> 38

attaggatcc ttatcattta cccagagaca gggagaggct
<210> 39

<211>29

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> hFc-L235E-F

<400> 39

ctcgaggggg gaccgtcagt cttectctt 29
<210> 40

<211>29

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223>1gG1-L235E-R

<400> 40
aagaggaaga ctgacggtcc cccctcgag 29

<210> 41

40

82
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<211> 30
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> CH2-C1q(-)-F

<400> 41

ggcgtacgcg tgegeggtct ccaacaaage 30
<210> 42

<211> 31

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> CH2-C1q(-)-R

<400> 42

ccgcgeacgc gtacgecttg ccattcagcca 31
<210> 43

<211>96

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> 4-59 conductora-HindllI-NMC-4

<400> 43

attaagcttg ccgccaccat gaaacatctg tggttcttce ttctcctggt ggcagetecc
aggtgggtce togtcccaggt gcagetgaag gagage

<210> 44

<211> 36

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223>IgG1-BamHI-R

<400> 44

taaggatcct tatcatttac ccggagacag ggagag 36
<210> 45

<211> 34

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> NMC-VL-EcoRI-F

<400> 45
gacgcgaatt cggacatcca gatgacccag agcc 34
<210> 46
<211>48

<212> DNA
<213> artificial

83

60
96
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<220>
<223> NMC-VL-Kappa-R

<400> 46

ES 2495092 T3

gaagacagat ggtgcagcca cagttcgctt cacctccagc ttggtgce

<210> 47
<211> 26
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> Kappa-F

<400> 47

cgaactgtgg ctgcaccatc tgtctt 26
<210> 48

<211> 41

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> Kappa-BamHI-R

<400> 48

aattcggatc cttactaaca ctctccectg ttgaagctct t
<210> 49

<211>48

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> Hind llI-Ko-AJW-F

<400> 49

41

gttaagcttg ccgccaccat ggattttggg ctgatttttt ttattgtt

<210> 50
<211> 43
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> HuFab-H-R

<400> 50

48

gaatgggccc ttggtggaag cggaggaaac ggtcacgagg gta

<210> 51
<211> 43
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> Xhol-Ko-AJW-F

<400> 51

aatctcgagg ccgccaccat gagtgtgccc actcaggtec tgg

43
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<210> 52
<211> 56
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> NMC-4 VL

<400> 52

Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly

1 5 10 15

Asp Arg val ggr Ile ser Cys Ser Ala Ser Gln Asp Ile égn Lys Leu

Tyr Asn ;’r"p Tyr Gln Gln Lys Zgo Asp Gly Ala val lliys/s Leu Leu Ile
5

Phe Tyr Thr Ser Ser Leu His Ser

50 55
<210> 53
<211> 65
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> NMC-4 VH

<400> 53

g1n val GIn Leu %ys Glu Ser Gly Pro Egy Leu val Ala Pro Ser Gln
Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Tyr
20 25 30
Gly val égp Trp val Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
40 45

Gly ggt ITle Trp Gly Asp ggy Sser Thr Asp Tyr égn Ser Ala Leu Lys

ser
65

<210> 54
<211> 98
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> 4-59 huNMC-F

<400> 54

gttaagcttg ccgccaccat gaaacatctg tggttcttcc ttctcctggt ggcagctccc 60
aggtgggtcc tgtcccaggt gcagctgcag gaatccgg 98

85
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<210> 55
<211> 43
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> Hu-VH-R

<400> 55

ggatgggccc ttggtggaag cggaggaaac ggtcacgagg gta

<210> 56
<211> 26
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> pcDNAG-F

<400> 56

cactgcttac tggcttatcg aaatta 26
<210> 57

<211>40

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> VH-93A-For

<400> 57

gacaccgctg tttactactg cgctcgtgac ccggetgact 40

<210> 58
<211> 40
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> VH-V93A-Rev

<400> 58

agtcagccgg gtcacgaccg cagtagtaaa cagcggtgtc
<210> 59

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> HC-L67V-F

<400> 59

ctgaaatccc gtgttaccat ctccaaagac 30
<210> 60

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>

40

43
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<223> HC-L67V-R
<400> 60
gtctttggag atggtaacac gggatttcag 30

<210> 61
<211> 27
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> HC-N73T-F

<400> 61
accatctcca aagacacctc caaaaac 27

<210> 62
<211> 27
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> HC-N73T-R

<220>
<221> HC-N73T-R
<222> (1)..(27)
<400> 62

gtttttggag gtgtctttgg agatggt 27

<210> 63
<211> 28
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> HC-V78F-F

<400> 63

aactccaaaa accagttctc cctgaaac 28
<210> 64

<211>28

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> HC-V78F-R

<400> 64

gtttcaggga gaactggttt ttggagtt 28
<210> 65

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> HC-K71V-F(H9)

87



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 65

cttaccatct ccgtagacaa ctccaaaaac
<210> 66

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> HC-K71V-R

<400> 66

gtttttggag ttgtctacgg agatggtaag
<210> 67

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> hu-VH-K71V-F(H9)

<400> 67

cgtgttacca tctccgtaga cacctccaaa
<210> 68

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> hu-VH-K71V-R(H9)

<400> 68

tttggaggtg tctacggaga tggtaacacg
<210> 69

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> Fab-L-For

<400> 69

atacatatgg acatccagat gacccagagc
<210>70

<211> 36

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> Fab-L-Rev

<400> 70

ES 2495092 T3

30

30

30

30

30

agactcgagt tatcaacact ctcccctgtt gaagct 36

<210> 71
<211> 34

88



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> NMC4-VL-EcoRI-F

<400> 71

gacgcgaatt cggacatcca gatgacccag agcc
<210>72

<211>14

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> 5-IRES

<400> 72
agctggtttagtga 14
<210> 73

<211> 17

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> 3-IRES

<400> 73

caagcggctt cggccag 17
<210>74

<211>24

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> LC-Y49F-F

<400> 74

ccaagctgct gatcttctac acca 24
<210> 75

<211>24

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> LC-Y49F-R

<400> 75

tggtgtagaa gatcagcagc ttgg 24
<210> 76

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> LC-F83I-F

ES 2495092 T3
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<400> 76

cagcccgagg acatcgccac ctactactge
<210>77

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> LC-F83I-R

<400> 77

gcagtagtag gtggcgatgt cctcgggctg
<210>78

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> LC-P44V-F

<400> 78

aagcccggca aggccgtcaa gctgctgatc
<210>79

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> LC-P44V-R

<400> 79

gatcagcagc ttgacggcct tgccgggctt
<210> 80

<211>29

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> LC-F49Y-F

<400> 80

gccgtcaagdc tgctgatcta ctacaccag
<210> 81

<211>29

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> LC-F49Y-R

<400> 81
ctggtgtagt agatcagcag cttgacggc

<210> 82
<211> 30

ES 2495092 T3

30

30

30

30

29

29
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<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> LC-Y71F-F

<400> 82

ggcagcggca ccgacttcac cctgaccatc 30
<210> 83

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> LC-Y71F-R

<400> 83

gatggtcagg gtgaagtcgg tgccgcetgee 30
<210> 84

<211> 35

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> HuLC-V44P, F49Y-F

<400> 84

ggcaaggccc ccaagctgcet gatctactac accag 35
<210> 85

<211> 35

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> HuLC-V44P, F49Y-R

<400> 85

ctggtgtagt agatcagcag cttgggggcc ttgcc 35
<210> 86

<211>48

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> huL10-F

<400> 86

accatcacct gccaagccag ccaggacatc agcaactacc tgaactgg 48
<210> 87

<211>48

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> huL10-R
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<400> 87

ccagttcagg tagttgctga tgtcctgget ggcttggeag gtgatggt 48
<210> 88

<211>48

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> huL11-F

<400> 88

cccaagctgc tgatctacga cgccagcaac ctggaaaccg gegtgecc 48
<210> 89

<211>48

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> huL11-R

<400> 89

gggcacgccg gtttccaggt tgctggegtc gtagatcage agcettggg 48
<210> 90

<211>40

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> huH12-F

<400> 90

gtttccggtg gctecatctc cgactacggt gttgactgga 40
<210> 91

<211>40

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> huH12-R

<400> 91

tccagtcaac accgtagtcg gagatggagc caccggaaac 40
<210> 92

<211>47

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> huH13-F

<400> 92
gtttccggtg gctccatctc cgatacggtt gggactggat ccgtcag 47

<210> 93
<211> 48
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<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> huH13-R

<400> 93

ctgcaggatc cagtcccaac cgtagtcgga gatggagcca ccggaaac 48
<210> 94

<211> 35

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> huH14-F

<400> 94

gttccaccga ctacaacccc tctctgaaat ccegt 35
<210> 95

<211> 35

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> huH14-R

<400> 95

acgggatttc agagaggggt tgtagtcggt ggaac 35
<210> 96

<211>48

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> huH15-F

<400> 96

gtttccggtg getccatcete ctectactat tggtcctgga tccgtcag 48
<210> 97

<211>48

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> huH15-R

<400> 97

ctgacggatc caggaccaat agtaggagga gatggagcca ccggaaac 48
<210> 98

<211> 51

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> huH16-F
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<400> 98

gaatggatcg gttatatcta ttattccggt tccaccaact acaacccctc t 51
<210> 99

<211> 51

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> huH16-R

<400> 99

agaggggttg tagttggtgg aaccggaata atagatataa ccgatccatt ¢ = 51
<210> 100

<211>42

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> IgKLF

<400> 100

cctatctcga gaagcttcca ccatggagac agacacactc ¢t 42
<210> 101

<211>55

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> IgKHnmcR

<400> 101

acccggaccg gattcctgca getgcacctg tccagtggaa cctggaaccc agage
<210> 102

<211> 27

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> 14VHF

<400> 102

caggtgcagc tgcaggaatc cggtccg 27
<210> 103

<211>42

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> 14VHR

<400> 103
cctatgegge cgecgggcecct tggtggaage ggaggaaacg gt 42

<210> 104
<211>55
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<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> IgKLNMCR

<400> 104

gctgcetgggg ctetgggtcea tetggatgte tccagtggaa cctggaacce agage
<210> 105

<211> 22

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> 10VLF

<400> 105

gacatccaga tgacccagag cc 22
<210> 106

<211>47

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> hKcR

<400> 106

cctatgcgge cgcggatect atcaacactc tceeetgttg aagetct 47
<210> 107

<211> 21

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Secuencia Ig conductora

<400> 107

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Xa] Leu Leu Leu Trp X§1 Pro
1 5 0

Gly Ser Thr Gly Asp
20

<210> 108
<211> 973
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> Clon |.M.A.G.E ar#4704496

<400> 108
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