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DESCRIPCION

Polipéptidos terapéuticos, homdlogos de los mismos, fragmentos de los mismos y su uso en modular la agregacion
mediada por plaquetas

Antecedentes a la invencion

Tras el dafio a un vaso sanguineo, quedan expuestas estructuras subendoteliales que median en la adhesién de
plaquetas mediante la interaccion con factor de von Willebrand (vVWF). El vWF forma un puente entre el colageno
dentro de la pared del vaso dafiado y el receptor de plaquetas, la glicoproteina Ib (gplb), una interaccion
especialmente importante en condiciones de alto cizallamiento, que conducen a la formacién de un tapdn
hemostatico y que asi previene la excesiva hemorragia (Bennett S, Thromb Haemost (2001) Mar;85(3):395-400).
Durante la hemostasia normal, estos procesos conducen a la cicatrizacion de la pared del vaso sanguineo dafado.
En afecciones patoldgicas, sin embargo, la excesiva funcion de las plaquetas puede conducir a la formacion de
trombos. La subunidad de VWF esta compuesta por varios dominios homoélogos que cubren cada uno diferentes
funciones. El VWF interacciona mediante su dominio A3 con fibras de colageno fibrilar y mediante su dominio A1 con
el receptor de plaquetas gplb. Bajo condiciones normales, las plaquetas y VWF no interaccionan. Sin embargo,
cuando VWF se une a colageno a alta tasa de cizallamiento, se cree que experimenta un cambio conformacional que
permite su unién con el receptor de plaquetas gplb. Esta adhesion reversible permite que las plaquetas pasen por
encima del area dafiada, que luego va seguido de una adhesion firme mediante los receptores de colageno sobre
las plaquetas (gpla/lla, gpVI, gplV, p65, THICBP), produciendo la activacion de las plaquetas. Esto conduce a la
activacion del receptor de gpllb/Illa, union a fibrinbgeno, y finalmente a la agregacién de plaquetas.

Se han aislado inhibidores de la agregacion de plaquetas de organismos hematéfagos tales como la sanguijuela. La
saratina, derivada de la sanguijuela Hirudo medicinalis, se describe en el documento WO 02/15919 A2 y en Cruz CP
et al. ref. La saratina, un inhibidor de la adhesion de plaquetas dependiente del factor de von Willebrand, disminuye
la agregacion de plaquetas y la hiperplasia de la intima en un modelo de endarterectomia de carétida de rata.
Journal of Vascular Surgery, 2001, 34: 724-729 y en Smith TP et al., Saratin, an inhibitor of collagen-platelet
interaction, decreases venous anastomotic intimal hyperplasia in a canine dialysis access model, Vasc Endovascular
Surg. 2003 Jul-Aug;37(4):259-69.

Se han desarrollado terapéuticos basados en anticuerpos, algunos de los cuales se usan actualmente en terapia.

Abciximab (Fab 7E3 quimérico; ReoPro; documentos US 6.071.514, EP 0 882 453), el fragmento Fab del anticuerpo
quimérico humano de ratén 7E3 que inhibe la unién del ligando al receptor de plaquetas gpllb/Illa, fue aprobado para
uso humano como terapia auxiliar para prevenir complicaciones isquémicas de intervenciones coronarias
percutaneas en diciembre de 1994. La principal cuestion de seguridad con inhibidores de gp llb/llla es el riesgo de
hemorragia, ya que el potente efecto antiplaquetario de estos farmacos puede afectar adversamente la hemostasia.

Se desarrollé un anticuerpo monoclonal murino contra el dominio A1 de vVWF (documentos US 2002/0028204 A1; US
6.280.731 y en WO 00/10601) y contra su conformacion activa (documento US 6.251.393). La eficacia in vivo se
describe en Kageyama S, et al.: “Effect of a humanized monoclonal antibody to von Willebrand factor in a canine
model of coronary arterial thrombosis”, Eur J Pharmacol. 2002 May 17;443(1-3):143-9, y en “Anti-human VWF
monoclonal antibody, AJvW-2 Fab, inhibits repetitive coronary artery thrombosis without bleeding time prolongation in
dogs”. Thromb Res., 2001 Mar 1;101(5):395-404, y en “Anti-human von willebrand factor monoclonal antibody AJvW-
2 prevents thrombus deposition and neointima formation after balloon injury in guinea pigs”. Arterioscler Thromb
Vasc Biol. 2000 Oct;20(10):2303-8). AJVW-2 inhibi6 la agregacion de plaquetas humanas inducida por la alta fuerza
de cizallamiento y no tuvo efecto sobre la agregacion de plaquetas por la baja fuerza de cizallamiento.

Los efectos en babuinos de un anticuerpo murino 82D6A3 producido contra el dominio A3 de VWF humano se
desvelan en el documento WO 02/051351, y Dongmei Wu et al., “Inhibition of the von Willebrand (VWF)-collagen
interaction by an antihuman VWF monoclonal antibody results in abolition of in vivo arterial platelet thrombus
formation in baboons”. Hemostasis, thrombosis and vascular biology, 2002, 99: 3623-3628.

El anticuerpo 6B4 es un anticuerpo monoclonal (mAb) producido contra gplb humana purificada. EIl mAb 6B4 inhibe
la aglutinacion de plaquetas humanas dependiente de VWF inducida tanto por ristocetina como por botrocetina.
Ademas, el mAb 6B4 bloquea la adhesion inducida por cizallamiento de plaquetas humanas a colageno |. Cuando se
inyecta en babuinos, IgG intacta y sus fragmentos F(ab')(2) provocaron trombocitopenia casi inmediata, debido a la
bivalencia de F(ab')(2) que media en la reticulacion de plaquetas, o interacciones de Fc:receptor de Fc que median
en la activacion de la agregacion de plaquetas (documento WO 0110911; Cauwenberghs N. et al., Arteriosclerosis,
Thrombosis and Vascular Biology, 2000, 20: 1347 y véase, por ejemplo, Cadroy Y et al, Blood, 1994, 83: 3218-
3224, Becker BH et al, Blood, 1989, 74: 690-694, Ravanat C. et al, Thromb. Haemost. 1999, 82: 528a abstract). Se
inhibio la deposicion de plaquetas sobre pericardio bovino rico en colageno cuando los fragmentos Fab se inyectaron
en los babuinos antes de generarse un trombo. Sin embargo, cuando los fragmentos Fab se inyectaron después de
que se dejara formar un trombo, no se observo inhibicion de la posterior trombosis. Los rendimientos de expresion
de dichas moléculas de Fab son muy bajos y el método de produccion es muy laborioso.
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Objetivos de la presente invencion

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar polipéptidos que comprendan uno o mas anticuerpos de
dominio Unico dirigidos hacia VWF, dominio A1 de vWF, dominio A1 de vWF activado, dominio A3 de vWF, gplb y/o
colageno, homologos de dichos polipéptidos y/o porciones funcionales de dichos polipéptidos, para el tratamiento
para condiciones que requieren una modulacion de la agregacion mediada por plaquetas y que vence los problemas
del estado de la técnica. Es otro objetivo proporcionar métodos de produccion de dichos polipéptidos, métodos de
recubrimiento de dispositivos con tales polipéptidos usados en procedimientos médicos (por ejemplo, PCTA,
implantacion de endoprétesis vascular), métodos y kits para cribar agentes que modulan la agregaciéon mediada por
plaquetas y kits para el diagnostico de enfermedades relacionadas con la agregacion mediada por plaquetas.

Sumario de la invenciéon

Se han preparado anticuerpos de dominio Unico que reconocen especificamente moléculas diana que participan en
la primera etapa y etapas posteriores de la agregacion de plaquetas. Esto hace que los agentes antitromboticos
sean mas eficaces y mas seguros.

Una realizacion de la presente invencion es una construccion de polipéptido segun la reivindicacion 1.

Otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido como se ha descrito
anteriormente, en la que el anticuerpo de dominio unico dirigido contra el dominio A1 de vVWF activado reconoce
especificamente la conformacion de VWF activado en el sitio de formacién del trombo, pero no se une a formas
inactivadas circulantes de vVWF.

Otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido como se ha descrito
anteriormente, que comprende ademas al menos un anticuerpo de dominio Unico dirigido contra una o mas
proteinas del suero.

Otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido como se ha descrito
anteriormente, en la que dicha al menos una proteina del suero es cualquiera de seroalbdimina, inmunoglobulinas
del suero, proteina de unién a tiroxina, transferrina, o fibrindbgeno o un fragmento de las mismas.

Otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido como se ha descrito
anteriormente, en la que al menos un anticuerpo de dominio Unico dirigido contra uno o mas proteinas del suero se
corresponde con una secuencia representada por cualquiera de SEC ID N.°: 16 a 19y 49 a 61.

Otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido como se ha descrito
anteriormente correspondiente a una secuencia representada por cualquiera de SEC ID N.°: 13 a 15y 42 a 45.

Otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido como se ha descrito
anteriormente, en la que al menos un anticuerpo de dominio Unico es una secuencia humanizada.

Otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido como se ha descrito
anteriormente, en la que al menos un anticuerpo de dominio Unico se corresponde con una secuencia representada
por cualquiera de SEC ID N.°: 38 a 41y 42 a45

Otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido como se ha descrito
anteriormente correspondiente a una secuencia representada por cualquiera de SEC ID N.%: 8 a 12, 20 a 22, 32 a
34,y42 a47.

Otra realizacién de la presente invencion es una construccion de polipéptido como se ha descrito anteriormente, en
la que al menos un anticuerpo de dominio Unico es un anticuerpo para VHH de Camelidae.

Otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido como se ha descrito
anteriormente, en la que al menos un anticuerpo de dominio Unico se corresponde con una secuencia representada
por cualquiera de SECIDN.°: 1a 7,23 a 31,35a37y62a65.

Otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido como se ha descrito
anteriormente, en la que dicho anticuerpo de dominio Unico es una secuencia homadloga, una porcién funcional, o
una porcion funcional de una secuencia homaologa del anticuerpo de dominio Unico de longitud completa.

Otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido como se ha descrito
anteriormente, en la que dicha construcciéon de polipéptido es una secuencia homodloga de dicha construccion de
polipéptido, una porcién funcional de la misma, de una secuencia homologa de una porcién funcional de la misma.

Otra realizacién de la presente invencion es un acido nucleico que codifica una construccion de polipéptido como se
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ha descrito anteriormente.

Otra realizacién de la presente invencion es una composiciéon que comprende una construccion de polipéptido como
se ha descrito anteriormente y al menos un agente trombolitico, para administracion simultanea, separada o
secuencial a un sujeto.

Otra realizacion de la presente invencidén es una composicion como se ha descrito anteriormente, en la que dicho
agente trombolitico es cualquiera de estafilocinasa, activador tisular del plasmindgeno, estreptocinasa,
estreptocinasa monocatenaria, urocinasa y complejo acilado de plasmindgeno-estreptocinasa.

Otra realizacion de la presente invencién es una construcciéon de polipéptido como se ha descrito anteriormente, o
un acido nucleico como se ha descrito anteriormente, o0 una composicion como se ha descrito anteriormente para su
uso en el tratamiento, prevencion y/o alivio de trastornos relacionados con la agregacion mediada por plaquetas o
disfuncion de la misma.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de una construcciéon de polipéptido como se ha descrito
anteriormente, o un acido nucleico como se ha descrito anteriormente, o una composicion como se ha descrito
anteriormente para la preparacion de un medicamento para el tratamiento, prevencion y/o alivio de trastornos
relacionados con la agregacion mediada por plaquetas o disfunciéon de la misma.

Otra realizacién de la presente invencion es una construccion de polipéptido, acido nucleico o composicién como se
ha descrito anteriormente o un uso de una construccién de polipéptido, acido nucleico o composicién como se ha
descrito anteriormente en la que dichos trastornos son cualquiera que surja de ataque isquémico cerebral transitorio,
angina inestable o estable, angina de pecho, infarto cerebral, infarto de miocardio, enfermedad oclusiva arterial
periférica, reestenosis, injerto de derivacion coronaria, o valvuloplastia de la arteria coronaria e intervenciones
coronarias tales como angioplastia, implantacién de endoproétesis vascular, endarterectomia carotidea o aterectomia.

Otra realizacién de la presente invencion es una construccion de polipéptido, acido nucleico o composicién como se
ha descrito anteriormente o un uso de una construccién de polipéptido, acido nucleico o composicién como se ha
descrito anteriormente, en la que dichos trastornos son cualquiera de formacién de un trombo no oclusivo, formacién
de un trombo oclusivo, formacion de trombo arterial, oclusion coronaria aguda, reestenosis, reestenosis después de
PCTA o implantaciéon de endoproétesis vascular, formacién de trombo en arterias estenosadas, hiperplasia después
de angioplastia, aterectomia o implantacion de endoprétesis arterial, sindrome oclusivo en un sistema vascular o
falta de permeabilidad de las arterias enfermas.

Otra realizacién de la presente invencion es una construccion de polipéptido, acido nucleico o composicién como se
ha descrito anteriormente o un uso de una construccién de polipéptido, acido nucleico o composicién como se ha
descrito anteriormente, en la que dicho trastorno es formacién de placas o de trombos en entornos de alto
cizallamiento.

Otra realizacién de la presente invencion es una construccion de polipéptido, acido nucleico o composicién como se
ha descrito anteriormente o un uso de una construccion de polipéptido como se ha descrito anteriormente, en la que
dicha construccion de polipéptido se administra intravenosamente, subcutaneamente, por via oral, sublingualmente,
topicamente, nasalmente, vaginalmente, rectalmente o por inhalacion.

Otra realizacién de la presente invencion es una composiciéon que comprende una construccion de polipéptido como
se ha descrito anteriormente o un acido nucleico que codifica dicha construccién de polipéptido, o una composicién
como se ha descrito anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otra realizacién de la presente invencion es un método de produccién de un polipéptido como se ha descrito
anteriormente, que comprende

(a) cultivar células huésped que comprenden acido nucleico que puede codificar un polipéptido como se ha
descrito anteriormente en condiciones que permitan la expresion del polipéptido, vy,
(b) recuperar el polipéptido producido del cultivo.

Otra realizacién de la presente invencion es un método como se ha descrito anteriormente, en el que dichas células
huésped son bacterianas o levadura.

Otra realizacion de la presente invencion es un método para tratar dispositivos médicos invasivos para prevenir la
agregacion mediada por plaquetas alrededor del sitio de invasién que comprende la etapa de recubrir dicho
dispositivo con una construccién de polipéptido como se ha descrito anteriormente.

Otra realizacién de la presente invencion es un dispositivo médico invasivo para eludir la agregacién mediada por
plaguetas alrededor del sitio de invasion, en el que dicho dispositivo esta recubierto con una construccién de
polipéptido como se ha descrito anteriormente.
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Otra realizacion de la presente invencion es un método de identificacion de un agente que modula la agregacion
mediada por plaquetas que comprende

(a) poner en contacto una construccion de polipéptido como se ha descrito anteriormente con un polipéptido
correspondiente a su diana, o un fragmento del mismo, en presencia y ausencia de un candidato a
modulador en condiciones que permitan la unién entre dichos polipéptidos, y

(b) medir la union entre los polipéptidos de la etapa (a), en el que una disminucién en la unién en presencia
de dicho candidato a modulador, con respecto a la unién en ausencia de dicho candidato a modulador
identifico dicho candidato a modulador como un agente que modula la agregacion mediada por plaquetas.

Otra realizacion de la presente invencion es un kit para cribar agentes que modulan la agregacion mediada por
plaquetas segun el método como se ha descrito anteriormente.

Otra realizacion de la presente invencion es un método de diagnoéstico de una enfermedad o trastorno caracterizado
por disfuncién de la agregacion mediada por plaquetas que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una muestra con una construccion de polipéptido como se ha descrito anteriormente,

y

(b) detectar la union de dicha construccién de polipéptido a dicha muestra, y

(c) comparar la unién detectada en la etapa (b) con un patron, en el que una diferencia en la unién con
respecto a dicha muestra es diagndstico de una enfermedad o trastorno caracterizado por disfuncion de la
agregacion mediada por plaquetas.

Otra realizacion de la presente invencién es un kit para cribar para diagnosticar una enfermedad o trastorno
caracterizado por disfuncion de la agregacion mediada por plaquetas segun el método como se ha descrito
anteriormente.

Otra realizacion de la presente invencién es un kit como se ha descrito anteriormente que comprende una
construccién de polipéptido como se ha descrito anteriormente.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a una construccion de polipéptido segun la reivindicacion 1 y el hallazgo de que la
construccion tiene un efecto modulador sobre la agregacion mediada por plaquetas.

Dianas

Segun la invencién, una diana es cualquiera de vVWF, dominio A1 de vWF, dominio A1 de vVWF activado, o dominio
A3 de VWF. Dichas dianas son de mamifero, y se derivan de especies tales como conejos, cabras, ratones, ratas,
vacas, terneros, camellos, llamas, monos, burros, cobayas, pollos, ovejas, perros, gatos, caballos, y preferentemente
seres humanos. La secuencia de VWF humano se proporciona en la Tabla 30, SEC ID N.°: 48.

Una diana también es un fragmento de vVWF, dominio A1 de vWF, dominio A1 de vVWF activado, o dominio A3 de
vWF, que puede provocar una respuesta inmunitaria. Una diana también es un fragmento de vVWF, dominio A1 de
VWF, dominio A1 de VWF activado, o dominio A3 de VWF, que pueden unirse a un anticuerpo de dominio Unico
producido contra la diana de longitud completa 'progenitora’.

Un fragmento, como se usa en el presente documento, se refiere a menos del 100 % de la secuencia (por ejemplo,
99 %, 90 %, 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, 10 %, etc.), pero que comprende 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o mas aminoacidos. Un fragmento es de longitud suficiente de forma
que la interaccion de interés se mantenga con afinidad de 1 x 10° M o mejor.

Un fragmento, como se usa en el presente documento, también se refiere a inserciones, deleciones y sustituciones
opcionales de uno o mas aminoacidos que no alteran sustancialmente la capacidad de la diana para unirse a un
anticuerpo de dominio Unico producido contra la diana natural. El nUmero de inserciones deleciones o sustituciones
de aminoacidos es preferentemente hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 0 70 aminoacidos.

Un anticuerpo de dominio Unico dirigido contra una diana significa anticuerpo de dominio Ginico que puede unirse a
su diana con una afinidad mejor de 10 M.

Anticuerpos de dominio tnico

Los anticuerpos de dominio Unico son anticuerpos cuyas regiones determinantes de la complementariedad son parte
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de un polipéptido de dominio Unico. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos de cadenas pesadas,
anticuerpos que carecen naturalmente de cadenas ligeras, anticuerpos de dominio Unico derivados de anticuerpos
de 4 cadenas convencionales, anticuerpos manipulados y andamiajes de dominio Unico distintos de aquellos
derivados de anticuerpos. Los anticuerpos de dominio Unico pueden ser cualquiera de la materia, o cualquier
anticuerpo de dominio Unico futuro. Los anticuerpos de dominio Unico pueden derivarse de cualquier especie que
incluye, pero no se limita a, ratén, ser humano, camello, llama, cabra, conejo, bovina. Segun un aspecto de la
invencion, un anticuerpo de dominio Unico como se usa en el presente documento es un anticuerpo de dominio
Unico que se produce naturalmente conocido como anticuerpo de cadenas pesadas que carece de cadenas ligeras.
Tales anticuerpos de dominio Unico se desvelan, por ejemplo, en el documento WO 9404678. Por motivos de
claridad, este dominio variable derivado de un anticuerpo de cadenas pesadas que carece naturalmente de cadena
ligera se conoce el presente documento como un VHH o nanocuerpo para distinguirlo del VH convencional de
inmunoglobulinas de cuatro cadenas. Una molécula de VHH tal puede derivarse de anticuerpos producidos en
especies de Camelidae, por ejemplo, en camello, llama, dromedario, alpaca y guanaco. Otras especies, ademas de
Camelidae, pueden producir anticuerpos de cadenas pesadas que carecen naturalmente de cadena ligera; tales
VHH estan dentro del alcance de la invencion.

Los VHH, segun la presente invencion, y como es conocido por el destinatario experto, son dominios variables de la
cadena pesada derivados de inmunoglobulinas que carecen naturalmente de cadenas ligeras tales como aquellas
derivadas de Camelidae como se describe en el documento W09404678 (y denominados en lo sucesivo dominios
VHH o nanocuerpos). Las moléculas de VHH son aproximadamente 10x mas pequefias que las moléculas de 1gG.
Son polipéptidos individuales y muy estables, que resisten condiciones extremas de pH y temperatura. Ademas, son
resistentes a la accién de proteasas, que no es el caso de anticuerpos convencionales. Ademas, la expresion in vitro
de VHH produce VHH funcionales apropiadamente plegados de alto rendimiento. Ademas, los anticuerpos
generados en camélidos reconoceran epitopes distintos de aquellos reconocidos por anticuerpos generados in vitro
mediante el uso de bibliotecas de anticuerpos o mediante inmunizacién de mamiferos distintos de camélidos
(documento WO 9749805). Como tales, los VHH anti-albumina pueden interaccionar de una forma mas eficaz con la
seroalbumina que se sabe que es una proteina transportadora. Como proteina transportadora, algunos de los
epitopes de la seroalbumina pueden ser inaccesibles por proteinas unidas, péptidos y compuestos quimicos
pequefos. Como se sabe que los VHH se unen en epitopes 'inusuales' o no convencionales tales como cavidades
(documentos WO9749805), puede aumentarse la afinidad de tales VHH por albdmina circulante.

Clases de VHH

La presente invencion se refiere ademas a una construccion de polipéptido, en la que un anticuerpo de dominio
Unico es un VHH dirigido a una diana mencionada en el presente documento, en la que el VHH pertenece a una
clase que tiene secuencias de tipo humano. La clase se caracteriza porque los VHH llevan un aminoacido del grupo
que consiste en glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina, serina,
treonina, asparagina o glutamina en la posicion 45, tal como, por ejemplo, L45 segun la numeracién de Kabat. Una
secuencia de VHH representada por SEC ID N.% 1 y SEC ID N.% 3 que se unen a vVWF pertenecen a esta clase de
tipo humano de polipéptidos de VHH. Como tales, los péptidos que pertenecen a esta clase muestran una alta
homologia de secuencias de aminoacidos con regiones estructurales VH humanas y dichos péptidos podrian
administrarse a un ser humano directamente sin prevision de una respuesta inmunitaria no deseada del mismo, y sin
la carga de humanizacién adicional.

Por tanto, un aspecto descrito en el presente documento permite la administracién directa de una construccion de
polipéptido que comprende uno o mas anticuerpos de dominio Unico correspondientes a una secuencia
representada por cualquiera de SEC ID N.°: 1y 3 a un paciente en necesidad de la misma.

Otra clase de tipo humano de anticuerpos de dominio Unico de Camelidae representados por SEC ID N.°. 16y 18 se
ha descrito en el documento WO 03/035694 y contienen los residuos de FR2 hidr6fobos normalmente encontrados
en anticuerpos convencionales de origen humano o de otras especies, pero que compensan esta pérdida en
hidrofilia por varios residuos tales como el residuo de arginina cargado, serina o residuos sin cargar tales como
glicina en la posicién 103 que sustituye el residuo de triptéfano conservado presente en VH de anticuerpos
bicatenarios. Como tales, los péptidos que pertenecen a estas dos clases muestran una alta homologia de
secuencias de aminoacidos con regiones estructurales VH humanas y dichos péptidos podrian administrarse a un
ser humano directamente sin prevision de una respuesta inmunitaria no deseada del mismo, y sin la carga de
humanizacion adicional.

Cualquiera de los VHH como se usa por la invencion puede ser de la clase tradicional o de las clases de anticuerpos
de Camelidae de tipo humano. Dichos anticuerpos pueden dirigirse contra dianas completas o un fragmento de las
mismas. Estos polipéptidos incluyen los anticuerpos de Camelidae de longitud completa, concretamente los
dominios Fc y VHH, versiones quiméricas de anticuerpos de Camelidae de cadenas pesadas con un dominio Fc
humano.

El uno o mas anticuerpos de dominio Unico de la construccion de polipéptido que estan dirigidos contra una diana
pueden ser de la misma secuencia. Alternativamente, pueden no todos tener la misma secuencia. Esta dentro del
alcance de la invencidon que una construccion de polipéptido comprenda anticuerpos anti-diana de dominio Unico que
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no todos comparten la misma secuencia, pero que estan dirigidos contra la misma diana, o fragmento de la misma,
uno o mas antigenos de la misma.

Es otro aspecto de la invencién que la construccion de polipéptido comprenda dos o mas anticuerpos de dominio
Unico, en la que cualquiera de dos anticuerpos de dominio Unico estan dirigidos contra diferentes dianas, es decir,
contra cualquiera de vVWF, dominio A1 de vWF, dominio A1 de VWF activado, dominio A3 de vWF, gplb y colageno.

Otro aspecto de la invencion es una construccion de polipéptido biespecifica que comprende un anticuerpo de
dominio Unico dirigido contra el dominio A1 de vVWF, dominio A1 de vVWF activado, y otro anticuerpo de dominio Unico
dirigido contra el dominio A3 de vVWF. Dicha construccién de polipéptido biespecifica inhibe la interaccion entre VWF
y colageno, y la interaccién entre VWF y plaquetas.

Segun un aspecto de la presente invencion, una construccion de polipéptido puede comprender dos o mas
anticuerpos de dominio Unico que se han unido. Los anticuerpos de dominio Unico pueden ser idénticos en
secuencia y dirigirse contra la misma diana o antigeno. Dependiendo del nimero de VHH ligados, un VHH
multivalente puede ser bivalente (2 VHH), trivalente (3 VHH), tetravalente (4 VHH) o tener moléculas de una valencia
mayor.

La presente invencion también se refiere al hallazgo que una construccion de polipéptido como se ha desvelado en
el presente documento que comprende ademas uno o mas anticuerpos de dominio Unico cada uno dirigido contra
una proteina del suero de un sujeto, sorprendentemente tiene semivida significativamente prolongada en la
circulaciéon de dicho sujeto en comparacion con la semivida del (de los) anticuerpo(s) de dominio Unico anti-diana
cuando no es parte de dicha construccion. Ademas, se encontré que dichas construcciones presentaban las mismas
propiedades favorables de VHH tales como alta estabilidad que permanecié intacta en ratones; resistencia a pH
extremos, estabilidad a altas temperaturas y alta afinidad por diana.

Ejemplos de tales construcciones se representan por SEC ID N.°. 13 a 15, que comprenden VHH anti-vWF y VHH
anti-seroalbumina de raton.

Por tanto, otra realizacion de la presente invencidon es una construccién de polipéptido correspondiente a una
secuencia representada por cualquiera de SEC ID N.°: 13 a 15.

Otros ejemplos de tales construcciones se representan por SEC ID N.°. 42 a 45, que comprenden VHH anti-vWF
humanizado y VHH anti-seroalbumina de ratén.

Por tanto, otra realizacion de la presente invencidon es una construccién de polipéptido correspondiente a una
secuencia representada por cualquiera de SEC ID N.°: 42 a 45.

La proteina del suero puede ser cualquier proteina adecuada encontrada en el suero de sujeto, o fragmento del
mismo. En un aspecto de la invencion, la proteina del suero es seroalbimina, inmunoglobulinas del suero, proteina
de union a tiroxina, transferrina o fibrinogeno. Dependiendo del uso previsto tal como la semivida requerida para el
tratamiento eficaz y/o la compartimentalizacién del antigeno diana, el componente de VHH puede dirigirse a una de
las proteinas del suero anteriores.

Ejemplos de anticuerpos de dominio Unico dirigidos contra la seroalbumina son las secuencias representadas por las
secuencias correspondientes a cualquiera de SEC ID N.% 16 a 19 y 49 a 61. Por tanto, otro aspecto de la invencion
es una construccion de polipéptido que comprende ademas uno o mas anticuerpos de dominio Unico anti-suero, en
la que la secuencia de un anticuerpo de dominio Unico anti-suero se corresponde con cualquiera representada por
SECIDN.°: 16219y 49 a 61.

Tales construcciones pueden circular en el suero del sujeto durante varios dias, reduciendo la frecuencia de
tratamiento, la molestia al sujeto y produciendo una disminucién del coste del tratamiento. Ademas, es un aspecto
de la invencién que la semivida de las construcciones de polipéptido desveladas en el presente documento pueda
controlarse por el nimero de anticuerpos de dominio Unico anti-proteina del suero presentes en la construccién. Se
desea una semivida controlable en varias circunstancias, por ejemplo, en la aplicacién de una dosis controlada de
una construccion de polipéptido terapéutica.

Otra realizacion de la presente invencion es una construccion de polipéptido como se ha mencionado en el presente
documento, que comprende ademas un agente trombolitico.

Dicho agente trombolitico puede estar no covalentemente o covalentemente unido a un anticuerpo de dominio tnico
mediante medios covalentes o no covalentes. Tales medios covalentes se describen a continuacion. Medios no
covalentes incluyen mediante una interaccion de proteinas tales como biotina/estreptavidina, o mediante un
inmunoconjugado.

Alternativamente, el agente trombolitico puede administrarse simultaneamente, por separado o secuencialmente con
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respecto a una construccion de polipéptido de la invencion.

Otro aspecto de la invencion es una composicién que comprende al menos una construccion de polipéptido como se
desvela en el presente documento y al menos un agente trombolitico, para administracion simultanea, separada o
secuencial a un sujeto.

Un aspecto de la invencién es una cantidad eficaz de al menos una construccion de polipéptido de la invencion y al
menos un agente trombolitico, para su uso en un método de tratamiento, administrando a un individuo
simultaneamente, por separado o secuencialmente, de enfermedad autoinmunitaria.

Otro aspecto de la invencion es un kit que contiene al menos una construccion de polipéptido de la invencion y al
menos un agente trombolitico para administraciéon simultanea, separada o secuencial a un sujeto. Es un aspecto de
la invencion que el kit pueda usarse segun la invencién. Es un aspecto de la invencion que el kit pueda usarse para
tratar las enfermedades como se cita en el presente documento.

Por administracion simultanea significa que el polipéptido y agente trombolitico se administran a un sujeto al mismo
tiempo. Por ejemplo, como una mezcla o una composicién que comprende dichos componentes. Ejemplos incluyen,
pero no se limitan a, una disolucién administrada intravenosamente, un comprimido, liquido, crema tépica, etc., en la
que cada preparacion comprende los componentes de interés.

Por administracion separada significa que el polipéptido y agente trombolitico se administran a un sujeto al mismo
tiempo o sustancialmente al mismo tiempo. Los componentes estan presentes en el kit como preparaciones sin
mezclar separadas. Por ejemplo, el polipéptido y agente trombolitico pueden estar presentes en el kit como
comprimidos individuales. Los comprimidos pueden administrarse al sujeto tragando ambos comprimidos al mismo
tiempo, o un comprimido directamente tras el otro.

Por administracion secuencial significa que el polipéptido y agente trombolitico se administran a un sujeto
secuencialmente. El polipéptido y agente trombolitico estan presentes en el kit como preparaciones sin mezclar
separadas. Hay un intervalo de tiempo entre dosis. Por ejemplo, un componente podria administrarse hasta 336,
312, 288, 264, 240, 216, 192, 168, 144, 120, 96, 72, 48, 24, 20, 16, 12, 8, 4, 2, 1 0 0,5 horas después del otro
componente.

En la administracion secuencial, un componente puede administrarse una vez, o cualquier nimero de veces y en
diversas dosis antes y/o después de la administraciéon del otro componente. La administracion secuencial puede
combinarse con administracion simultanea o secuencial.

Los usos médicos de la construccion de polipéptido descritos a continuacion también se aplican a la composicion
que comprende una construccion de polipéptido como se desvela en el presente documento y al menos un agente
trombolitico de polipéptido, para administracion simultanea, separada o secuencial a un sujeto como se ha
desvelado aqui anteriormente.

Los agentes tromboliticos segun la invencidon pueden incluir, por ejemplo, estafilocinasa, activador tisular del
plasminégeno, estreptocinasa, estreptocinasa monocatenaria, urocinasa y complejo acilado de plasmindgeno-
estreptocinasa.

Los anticuerpos de dominio Unico pueden unirse para formar cualquiera de las construcciones de polipéptido
desveladas en el presente documento, que comprenden mas de un anticuerpo de dominio Unico usando métodos
conocidos en la técnica o cualquier método futuro. Por ejemplo, pueden fusionarse por reticulacion quimica haciendo
reaccionar residuos de aminoacidos con un agente de derivatizacion organica tal como se describe por Blattler et al.,
Biochemical 24,1517-1524; documento EP294703. Alternativamente, el anticuerpo de dominio Unico puede
fusionarse genéticamente al nivel de ADN, es decir, una construccion de polinucleétido formada que codifica la
construccion de polipéptido completa que comprende uno o mas anticuerpos de dominio Unico anti-diana y uno o
mas anticuerpos de dominio Unico anti-proteina del suero. Un método para producir construcciones de polipéptido de
VHH bivalente o multivalente se desvela en la solicitud de patente PCT WO 96/34103. Una forma de unir multiples
anticuerpos de dominio Unico es mediante la via genética enlazando secuencias codificantes de anticuerpos de
dominio Unico tanto directamente como mediante un conector peptidico. Por ejemplo, el extremo C del primer
anticuerpo de dominio unico puede ligarse al extremo N del siguiente anticuerpo de dominio Unico. Este modo de
enlace puede extenderse con el fin de ligar anticuerpos de dominio Unico adicionales para la construccion y
produccién de construcciones tri-, tetra-, etc. funcionales.

Las construcciones de polipéptido desveladas en el presente documento pueden prepararse por el experto segun
métodos conocidos en la técnica o cualquier método futuro. Por ejemplo, pueden obtenerse VHH usando métodos
conocidos en la técnica tales como inmunizando un camello y obteniendo hibridoma del mismo, o clonando una
biblioteca de anticuerpos de dominio Unico usando técnicas de biologia molecular conocidas en la técnica y
seleccion posterior usando expresion en fago.
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Un aspecto descrito en el presente documento se refiere al hallazgo de que los polipéptidos representados por
SEC ID N.°: 1 a 7 como en la Tabla 30 derivados de VHH de Camelidae se unen a vWF e inhiben su interaccion con
colageno.

Por tanto, una realizacion descrita en el presente documento es una construccién de polipéptido en la que al menos
un anticuerpo de dominio Unico se corresponde con una secuencia representada por cualquiera de SECID N.%: 1 a
7.

Otra realizacién descrita en el presente documento es una construccién de polipéptido correspondiente a una
secuencia representada por cualquiera de SECIDN.°. 8 a 12. Dichas secuencias se corresponden con
construcciones de polipéptido monoespecificas (tales como en SEC ID N.°. 8 y 11) o construcciones de polipéptido
heteroespecificas que comprenden VHH de diferentes secuencias (tales como en SEC ID N.°. 9, 10 y 12), ambas
dirigidas contra vVWF.

Otra realizacién de la presente invencion es una construccion de polipéptido que comprende uno o mas anticuerpos
de dominio unico dirigidos contra VWF, seleccionados de SEC ID N.%: 3,5y 7.

La agregacion de plaquetas es un fendmeno muy complejo y en una situacion in vivo, la interacciéon de vVWF con
colageno solo tiene lugar a alto cizallamiento como se observa en arterias pequefas. Para evaluar la agregacion de
plaquetas bajo alto cizallamiento (1600 3'1), los inventores realizaron experimentos de perfusion. El Ejemplo 16
representa los datos de cizallamiento obtenidos con los ligantes de VWF-A3 especificos de SEC ID N.°. 1 a 12. Este
experimento es representativo de las interacciones que tienen lugar tras el dafio de la pared del vaso en una arteria
pequefia (por ejemplo, durante angioplastia).

Sorprendentemente, los VHH monovalentes rinden muy bien en un experimento de agregacion de plaquetas bajo
alto cizallamiento: se obtuvo 50 % de inhibicion de la agregacion de plaquetas a una concentracion entre 0,08 y
0,3 pyg/ml. En comparacion, el anticuerpo IgG especifico para vVWF que inhibe la interaccién con colageno, 82D6A3,
inhibe el 50 % de la agregacién de plaquetas a aproximadamente una concentracion veinte veces mayor
(Vanhoorelbeke K. et al., Journal of Biological Chemistry, 2003, 278: 37815-37821). Estos resultados fueron
inesperados, dado que los valores de Clsp para los VHH monovalentes son hasta 7 veces peores en ELISA que el
valor de Cls de la IgG de 82D6A3.

Esto demuestra claramente que el gran tamafio de dichos anticuerpos no es adecuado para la interaccion con
macromoléculas que estan empezando, o estan en el proceso de agregacion, tales como aquellas que participan en
la agregacion mediada por plaquetas. EI VWF forma multimeros de hasta 60 monédmeros (multimeros finales de
hasta 20 millones de dalton de tamafio). De hecho, se ha mostrado que no todos los dominios A3 son accesibles a
82D6A3 (Dongmei WU, Blood, 2002, 99, 3623 a 3628). Ademas, el gran tamafio de los anticuerpos convencionales
limitaria la penetracién en el tejido, por ejemplo, durante la agregacion mediada por plaquetas en el sitio de una
pared del vaso danado.

Los nanocuerpos tienen una estructura Unica que consiste en un Unico dominio variable. Moléculas de VHH
derivadas de anticuerpos de Camelidae estan entre los dominios de union al antigeno intactos mas pequefios
conocidos (aproximadamente 15 kDa, o 10 veces mas pequefios que una IgG convencional) y de ahi que sean muy
adecuados para la administracion a tejidos densos y para acceder al espacio limitado entre macromoléculas que
participan en o que empiezan el proceso de agregacion mediada por plaquetas.

A nuestro conocimiento, esta es la primera vez que los experimentos muestran que el pequefio tamafo de un
nanocuerpo es ventajoso con respecto a un gran anticuerpo intacto para la inhibicion de interacciones entre tales
macromoléculas grandes.

A pesar del pequefio tamafio de los nanocuerpos, y asi las ventajas de penetracion, es todavia sorprendente que
una molécula pequefia tal pueda inhibir las interacciones entre polimeros grandes tales como VWF (hasta 60
monomeros) y colageno y con una alta eficiencia tal. Se ha descrito que solo las grandes formas multiméricas de
vWF son hemostaticamente activas (Furtan, M,. 1996, Ann. Hematol. 72:341-348). La uniéon de VWF multimérico a
colageno se produce con ~100 veces mayor afinidad que la unién de fragmentos de vVWF monomeérico.

Los resultados de los experimentos a alto cizallamiento indican que puede administrarse una menor dosis a los
pacientes. Por tanto, se esperan menos efectos secundarios (tales como inmunogenicidad o problemas
hemorragicos).

También se describe el hallazgo de que los polipéptidos correspondientes a una secuencia representada por
cualquiera de SEC ID N.° 23 a 31 de anticuerpos de llama de dominio Unico se unen al dominio A1 de vVWF.

Por tanto, otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido que comprende uno
0 mas anticuerpos de dominio Unico, en la que al menos un anticuerpo de dominio Unico se corresponde con una
secuencia representada por cualquiera de SEC ID N.°: 23 a 31.
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Otra realizacién descrita en el presente documento es una construccién de polipéptido correspondiente a una
secuencia representada por cualquiera de SECID N.°. 32 a 34. Dichas secuencias se corresponden con
construcciones de polipéptido bivalentes que comprenden VHH de las mismas secuencias, ambos dirigidos contra el
dominio A1 de VWF.

Los inventores han realizado experimento de perfusion en una camara de flujo para estudiar el efecto de
construcciones de polipéptido que comprenden secuencias representadas por SECIDN.°: 23 a 31 tras la
agregacion de plaquetas bajo cizallamiento alto. El Ejemplo 25 proporciona datos de cizallamiento obtenidos con los
ligantes de VWF-A1 especificos de SEC ID N.°. 23 a 31

También se describe el hallazgo de que los polipéptidos correspondientes a una secuencia representada por
cualquiera de SEC ID N.° 62 a 65 de anticuerpos de llama de dominio Unico se unen selectivamente al dominio A1
de la conformacion activa de vVWF (tal como después de unirse a colageno) en vez de a vVWF inactivado libremente
en circulacion. Esto produce agentes antitrombéticos que son tanto mas seguros como mas eficaces. Como se usa
en el presente documento, “unién selectiva” en referencia a dominios A1 de VWF significa que los anticuerpos de
llama tienen al menos una afinidad de diez veces y preferentemente de cien veces mayor por la conformacion activa
de VWF en comparacion con la forma inactivada.

Por tanto, otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido que comprende uno
0 mas anticuerpos de dominio Unico, en la que al menos un anticuerpo de dominio Unico se corresponde con una
secuencia representada por cualquiera de SEC ID N.°: 62 a 65.

En otra realizacién de la presente invencién, una construccion de polipéptido comprende uno o mas anticuerpos de
dominio Unico dirigidos a la misma diana, y comprende ademas uno o mas anticuerpos de dominio Unico dirigidos a
la misma diana pero a un epitope diferente en el mismo dominio.

Por ejemplo, las secuencias representadas por SECIDN.%: 9, 10 y 12 son construcciones de polipéptido
heteroespecificas que comprenden VHH dirigidos a diferentes epitopes en el dominio A3 de vWF. Por tanto, otra
realizacion descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido correspondiente a una secuencia
representada por cualquiera de SEC ID N.°: 9,10y 12.

Otra realizacién de la presente invencion es una construccion de polipéptido en la que el nimero de anticuerpos de
dominio Unico dirigidos a la misma diana es dos o mas.

Las secuencias representadas por SEC ID N.°: 8 y 11 son construcciones de polipéptido que comprenden VHH
dirigidos a los mismos epitopes en el dominio A3 de VWF en las que ambos VHH tienen secuencias idénticas. Por
tanto, otra realizacion descrita en el presente documento es una construccién de polipéptido correspondiente a una
secuencia representada por cualquiera de SEC ID N.°: 8 y 11.

En otra realizacién de la presente invencién, una construccion de polipéptido comprende uno o mas anticuerpos de
dominio Unico dirigidos a un dominio de la misma diana, y uno o mas anticuerpos de dominio unico dirigidos a la
misma diana pero a otro dominio de la misma diana. Ejemplos de diferentes dominios podrian ser los dominios A1y
A3 de VWF

En otro ejemplo, las secuencias representadas por SEC ID N.°: 20, 21 y 22 son construcciones de polipéptido
heteroespecificas que comprenden VHH dirigidos a epitopes sobre diferentes dominios de vWF, es decir, A1y A3 de
VWF. Por tanto, otra realizacién descrita en el presente documento es una construccion de polipéptido
correspondiente a una secuencia representada por cualquiera de SEC ID N.°: 20, 21 y 22.

También se describe al menos un VHH dirigido al dominio A1 en una construccion de polipéptido heteroespecifica
que reconoce la conformacién activa de vVWF. Un VHH tal se corresponde con una secuencia representada por
cualquiera de SEC ID N.°: 62 a 65.

Tales construcciones de polipéptido pueden tener efectos antitrombéticos superiores en comparacion con los VHH
monoméricos. Se realizaron experimentos de perfusién en una camara de flujo para estudiar la agregacion de
plaquetas bajo alto cizallamiento para estudiar los efectos de estas construcciones de polipéptido. El Ejemplo 30
representa datos de cizallamiento obtenidos con la construccién de polipéptido heteroespecifica que comprende
VHH anti-vWF-A1 y VHH anti-vWF-A3.

También se describe el hallazgo de que los polipéptidos representados por SEC ID N.° 35 a 37 de anticuerpos de
llama de dominio unico se unen a colageno tipo | y/o tipo Ill.

Por tanto, otra realizacion descrita en el presente documento es una construccién de polipéptido, en la que al menos

un anticuerpo de dominio Unico se corresponde con una secuencia representada por cualquiera de SEC ID N.°: 35 a
37.
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En otra realizacién descrita en el presente documento, una construccién de polipéptido comprende uno o mas
anticuerpos de dominio Unico dirigidos al colageno | y/o tipo Ill, y uno o mas anticuerpos de dominio tnico dirigidos a
la misma diana pero a un epitope diferente en el mismo dominio. Las secuencias representadas por 3P1-31_3P2-31
y 3L-41_3P2-31 son construcciones de polipéptido heteroespecificas que comprenden VHH dirigidos a diferentes
epitopes en colageno tipo |. Por tanto, otra realizacion descrita en el presente documento es una construccion de
polipéptido correspondiente a una secuencia representada por cualquiera de SEC ID N.°: 46 y 47.

Otro aspecto descrito en el presente documento es una construccién de polipéptido que comprende uno o mas
anticuerpos de dominio Unico dirigidos a la glicoproteina plaquetaria Ib.

Se desarrollé un anticuerpo monoclonal murino anti-vWF humano, AJvW-2 (IgG), que inhibia la interaccion entre
glicoproteina plaquetaria Ib (gplb) y factor de von Willebrand (VWWF) durante la agregacion inducida por ristocetina y
botrocetina de plaquetas humanas (solicitud PCT ndmero WO 00/10601). Fab de AJvW-2 inhibe la repetitiva
trombosis de las arterias coronarias sin prolongaciéon del tiempo de hemorragia en perros (Kageyama S et al.,
Thromb Res., 2001 Mar 1;101(5):395-404) y previene la deposicion de trombos y la formacion de neointima después
de la lesion con globo en cobayas (Kageyama S, et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2000 Oct;20(10):2303-8).

El anticuerpo 6B4 es un anticuerpo monoclonal (mAb) producido contra gplb humana purificada (solicitud PCT
numero WO 01/10911 A2). Cuando se inyecta en babuinos, la IgG intacta y sus fragmentos F(ab')2 provocaron
trombocitopenia casi inmediata, debido a la bivalencia de F(ab')2 que media en la reticulacién de plaquetas, o
interacciones de Fc:receptor de Fc que median en la activacion de la agregacion de plaquetas (Cauwenberghs N. et
al., Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology, 2000, 20: 1347 y véase, por ejemplo, Cadroy Y et al., Blood,
1994, 83: 3218-3224, Becker BH et al., Blood, 1989, 74: 690-694, Ravanat C. et al., Thromb. Haemost. 1999, 82:
528a summary). Se inhibié la deposicion de plaquetas sobre pericardio bovino rico en colageno cuando los
fragmentos Fab se inyectaron en los babuinos antes de generarse un trombo. Sin embargo, cuando los fragmentos
Fab se inyectaron después de que se dejara formar un trombo, no se observé inhibicion de la posterior trombosis.

Se mostré que la afinidad del fragmento Fab por el receptor de gplb sobre la plaqueta disminuyd un factor de 10 en
comparacion con la IgG intacta o F(ab')2 (KD= 49,2 nM, 4,7 nM y 6,4 nM respectivamente). También el valor de Clsg
para la agregacion de plaquetas inducida por ristocetina fue hasta 10 veces peor para Fab en comparacion con IgG
o F(ab")2 (Clso de 40 nM, 4,5 nM y 7,7 nM, respectivamente).

Podria esperarse que la trombocitopenia no deseable producida por la activacion mediada por Fc:receptor de Fc de
la agregacion de plaquetas y/o reticulacion mediada por F(ab')2 de plaquetas que se ha observado si se usa IgG
intacta o F(ab')2 terapéuticamente in vivo se evitara por el uso de VHH, ya que VHH no contiene Fc y no es
bivalente. No se obtendra pérdida de afinidad y actividad como se observa con el fragmento Fab de 6B4 ya que los
nanocuerpos ya son moléculas de dominio unico.

Anticuerpos humanizados

El descubrimiento de anticuerpos de dominio Unico que se producen naturalmente en llama, dromedario y camello
revel6 una nueva clase de moléculas terapéuticas que combinan las ventajas de anticuerpos monoclonales, por
ejemplo, especificidad, baja toxicidad, con las ventajas de moléculas pequeias, por ejemplo, penetracion en el tejido
y estabilidad. Desafortunadamente, el desarrollo de productos terapéuticos apropiados basados en estas proteinas
tiene el inconveniente de que se derivan de Camelidae, y asi no de humano. Las proteinas no humanas contienen
residuos de aminoacidos que pueden ser inmunogénicos cuando se inyectan en un paciente humano. Aunque los
estudios han mostrado que los VHH derivados de Camelidae no son inmunogénicos cuando se inyectan en ratones,
la sustitucién de residuos de Camelidae con residuos humanos es preferible. Estos polipéptidos humanizados deben
ser sustancialmente no inmunogénicos en seres humanos, pero retienen la afinidad y actividad del polipéptido
natural.

Por humanizado se indica mutado de manera que la inmunogenicidad tras la administracion en pacientes humanos
es menor o inexistente. La humanizaciéon de un polipéptido, segun la presente invencion, comprende una etapa de
sustituir uno o mas de los aminoacidos de Camelidae con su homélogo humano como se encuentra en la secuencia
consenso humana, sin que el polipéptido pierda su caracter tipico, es decir, la humanizacién no afecta
significativamente la capacidad de union del antigeno del polipéptido resultante.

Los inventores han determinado los residuos de aminoacidos del dominio variable de anticuerpo (VHH) que pueden
modificarse sin disminuir la afinidad nativa del dominio por el antigeno y mientras que reducen su inmunogenicidad
con respecto a una especie heterdloga; el uso de VHH que tienen modificaciones en los residuos identificados que
son utiles para administracion a especies heterdlogas; y al VHH asi modificado. Mas especificamente, la invencion
se refiere a la preparacion de VHH modificados que se modifican para la administracion a seres humanos, los
propios VHH resultantes y el uso de tales VHH “humanizados” en el tratamiento de enfermedades en seres
humanos.
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El inventor también ha encontrado que la humanizaciéon de polipéptidos de VHH requiere la introduccion y
mutagénesis de solo un ndmero limitado de aminoacidos en una Unica cadena de polipéptidos sin pérdida
espectacular de la actividad de unién y/o de inhibicion. Esto es a diferencia de la humanizacion de scFv, Fab, (Fab)2
e IgG, que requiere la introduccion de cambios de aminoacidos en dos cadenas, la cadena ligera y la pesada, y la
preservacion del ensamblaje de ambas cadenas.

Puede realizarse una técnica de humanizaciéon por un método que comprende la sustitucion de cualquiera de los
siguientes residuos tanto solos como en combinacion: posiciones FR1 1, 5, 28 y 30, el aminoacido distintivo en la
posicion 37, 44, 45 y 47 en FR2, residuos de FR3 74, 75, 76, 83, 84, 93 y 94 y posiciones 103, 104, 108 y 111 en
FR4; numeracion segun la numeracion de Kabat. Ejemplos de tales secuencias humanizadas se dan en la Tabla 30,
SEC ID N.°. 2,38 a 41.

Los polipéptidos representados en el Ejemplo 63 y 64 tienen un alto grado de homologia con VH de la linea germinal
humana DP-47. La humanizacion adicional requirié la introduccion y mutagénesis de una cantidad limitada de
aminoacidos en una unica cadena de polipéptidos. Esto es a diferencia de la humanizacion de scFv, Fab, (Fab)2 e
IgG, que requiere la introduccion de cambios de aminoacidos en dos cadenas, la cadena ligera y la pesada, y la
preservacion del ensamblaje de ambas cadenas.

Los polipéptidos contienen residuos de tipo humano en FR2. La humanizacién requiri6 mutagénesis de residuos en
FR1 en la posiciéon 1y 5 que se introdujeron por el cebador usado para la clonacién del repertorio y no se producen
naturalmente en la secuencia de llama. La mutagénesis de aquellos residuos no produjo la pérdida de actividad de
union y/o de inhibiciéon. La humanizacién de FR1 también requirié la mutagénesis de la posicion 28 y 30. La
mutagénesis de aquellos residuos tampoco produjo la pérdida de actividad de union y/o de inhibicion.

La humanizacion también requirié la mutagénesis de residuos en FR3 en la posicion 74, 75, 76, 83, 84, 93, 94. La
mutagénesis de aquellos residuos no produjo la pérdida de actividad de union y/o de inhibicion.

La humanizacion también requirié la mutagénesis de residuos en FR4 en la posicion 104, 108 y 111. La mutagénesis
de Q108L produjo menor nivel de produccion en Escherichia coli. La posicion 108 esta expuesta a disolvente en
VHH de camélido, mientras que en anticuerpos humanos esta posicién esta enterrada en la interfase VH-VL
(Spinelli, 1996; Nieba, 1997). En VH aislados, la posicion 108 esta expuesta a disolvente. La introduccion de una
Leu hidréfoba apolar en lugar de GIn sin carga polar puede tener un espectacular efecto sobre la capacidad de
plegamiento intrinseca/estabilidad de la molécula.

Una realizacion de la presente invenciéon es un método para humanizar un VHH que comprende las etapas de:

(a) sustituir cualquiera de los siguientes residuos tanto solos como en combinacién:
posiciones FR1 1, 5, 28 y 30,
el aminoacido distintivo en la posicion 37, 44, 45y 47 en FR2,
residuos de FR3 74, 75, 76, 83, 84, 93 y 94,
y posiciones 103, 104, 108 y 111 en FR4;
numeracion segun la numeracion de Kabat.

Ejemplos de tales secuencias humanizadas se facilitan en la Tabla 30, SEC ID N.°. 2, 38 a 41.

El uso de anticuerpos derivados de fuentes tales como ratén, oveja, cabra, conejo, etc., y derivados humanizados de
los mismos, como tratamiento para condiciones que requieren una modulacién de la agregacion asociada a
plaguetas es problematico por varios motivos. Los anticuerpos tradicionales no son estables a temperatura
ambiente, y tienen que ser refrigerados para la preparacion y almacenamiento, requiriendo equipo de laboratorio
refrigerado necesario, almacenamiento y transporte, que contribuyen a tiempo y gastos. La refrigeracion no es
algunas veces factible en paises en desarrollo. Los rendimientos de expresion de dichas moléculas de Fab son muy
bajos y el método de produccién es muy laborioso. Ademas, la fabricacion o produccién a pequefia escala de dichos
anticuerpos es cara debido a que los sistemas celulares de mamiferos necesarios para la expresion de anticuerpos
intactos y activos requieren altos niveles de apoyo en términos de tiempo y equipo, y los rendimientos son muy
bajos. Ademas, los anticuerpos tradicionales tienen una actividad de unién que depende del pH, y de ahi que sean
inadecuados para su uso en entornos fuera del intervalo de pH fisiolégico usual tal como, por ejemplo, en el
tratamiento de hemorragia gastrica, cirugia gastrica. Ademas, los anticuerpos tradicionales son inestables a bajo o
alto pH y de ahi que no sean adecuados para administracion por via oral. Sin embargo, se ha demostrado que los
anticuerpos de camélido resisten condiciones adversas, tales como pH extremo, reactivos desnaturalizantes y altas
temperaturas (Ewert S et al., Biochemistry 2002 Mar 19;41(11):3628-36), haciendo de ellos adecuados para la
administraciéon por administracién por via oral. Ademas, los anticuerpos tradicionales tienen una actividad de unién
que depende de la temperatura, y de ahi que no sean adecuados para su uso en ensayos o kits realizados a
temperaturas fuera de los intervalos de temperatura biolégicamente activos (por ejemplo, 37 + 20 °C).

Las construcciones de polipéptido representadas por SEC ID N.°: 1 a 47 y 49 a 65 y sus derivados no solo poseen
las ventajosas caracteristicas de anticuerpos convencionales, tales como baja toxicidad y alta selectividad, sino que
también presentan propiedades adicionales. Son mas solubles, que significa que pueden almacenarse y/o
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administrarse a mayores concentraciones en comparacion con los anticuerpos convencionales. Son estables a
temperatura ambiente, que significa que pueden prepararse, almacenarse y/o transportarse sin el uso de equipo de
refrigeracion, que lleva a ahorros de costes, tiempo y medioambientales (descritos en el Ejemplo 61). Otras
caracteristicas ventajosas en comparacién con los anticuerpos convencionales incluyen semivida corta en la
circulacién que puede modularse segun la invencion por, por ejemplo, acoplamiento a albimina, un nanocuerpo
biespecifico con una especificidad contra la albumina y la otra contra la diana, acoplamiento de Fc, acoplamiento de
VHH (VHH bivalentes) o por pegilacion (descritos en el Ejemplo 41 hasta 54). Se desea una semivida corta y
controlable para procedimientos quirurgicos, por ejemplo, que requieren una inhibicién de la agregacion mediada por
plaquetas durante un periodo de tiempo limitado. Por tanto, cuando se producen problemas hemorragicos u otras
complicaciones, la dosificacion puede reducirse inmediatamente. Los polipéptidos de la presente invencién también
retienen la actividad de union a un pH y temperatura fuera de aquellos de los intervalos fisiolégicos usuales, que
significa que pueden ser Utiles en situaciones de pH y temperatura extremos que requieren una modulacion de la
agregacion mediada por plaquetas, tales como en cirugia gastrica, control de hemorragia gastrica, ensayos
realizados a temperatura ambiente, etc. Los polipéptidos de la presente invencién también presentan una estabilidad
prolongada en extremos de pH, que significa que serian adecuados para la administracién por administracion por via
oral. Los polipéptidos de la presente invenciéon pueden producirse rentablemente mediante la fermentacién en
organismos recombinantes huésped convenientes tales como Escherichia coli y levadura; a diferencia de los
anticuerpos convencionales que también requieren caras instalaciones de cultivo de células de mamifero, los niveles
de expresion que pueden conseguirse son altos. Ejemplos de rendimientos de los polipéptidos de la presente
invencion son 1 a 10 mg/ml (E. coli) y hasta 1 g/l (levadura). Los polipéptidos de la presente invencion también
presentan alta afinidad de unién por un amplio intervalo de diferentes tipos de antigeno, y la capacidad para unirse a
epitopes no reconocidos por anticuerpos convencionales; por ejemplo, muestran largas estructuras de bucle
basadas en CDR con la posibilidad de penetrar en cavidades y presentan inhibicion de la funcién enzimatica.
Ademas, como la unién se produce frecuentemente mediante el bucle de CDR3 solo, se prevé que los péptidos
derivados de CDR3 puedan usarse terapéuticamente (Desmyter et al., J Biol Chem, 2001, 276: 26285-90). La
preparacion de tal péptido se describe en el Ejemplo 65. Los polipéptidos de la invencion también pueden retener la
capacidad de unién completa como proteina de fusién con una enzima o toxina. Ademas, podria esperarse que la
trombocitopenia no deseable producida por la activacion mediada por Fc:receptor de Fc de la agregacion de
plaquetas y/o reticulacion mediada por F(ab')(2) de plaquetas que se ha observado si se usa IgG intacta o F(ab')(2)
terapéuticamente in vivo (véase Cauwenberghs N. et al., Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology, 2000,
20: 1347) se evitara en el uso de VHH, ya que VHH no contiene Fc y no es bivalente. Asi, los polipéptidos
representados por SECIDN.°: 1 a 15, 20 a 47, 62 a 65, homdlogos o porciones funcionales de los mismos
proporcionan un ahorro considerable de costes y de tiempo en el tratamiento y diagnostico de afecciones
relacionadas con la agregacion mediada por plaquetas, y el paciente en necesidad de dichos polipéptidos se
encontraria con menos de los problemas asociados a agentes convencionales.

La agregacion mediada por plaquetas es el proceso en el que el colageno unido a vVWF se adhiere a plaquetas y/o
receptores de plaquetas (ejemplos de ambos son gpla/lla, gplb o colageno), produciendo por ultimo lugar la
activacion de plaquetas. La activacion de plaquetas conduce a la unién a fibrindgeno, y finalmente a la agregacion
de plaquetas. Esta dentro del alcance de la presente invencién proporcionar polipéptidos que modulen los procesos
que comprenden la agregacion mediada por plaquetas, tales como union vWF-colageno, adhesion de vWF-receptor
de plaquetas, adhesion de colageno-receptor de plaquetas, activacion de plaquetas, unién a fibrinégeno y/o
agregacion de plaquetas. Dichos polipéptidos se derivan de anticuerpos de Camelidae dirigidos hacia VWF, A1 de
vWF, dominio A1 de VWF activado o dominios A3, gplb o colageno, y comparten las mismas ventajas que los
polipéptidos representados por SEC ID N.% 1 a 15, 20 a 47 y 62 a 65, como se ha descrito anteriormente.

Segun un aspecto de la invencion, una construccion de polipéptido puede ser una secuencia homologa de una
construccion de polipéptido de longitud completa. Segun otro aspecto de la invencién, una construccion de
polipéptido puede ser una porcién funcional de una construccion de polipéptido de longitud completa. Segun otro
aspecto de la invencion, una construccion de polipéptido puede ser una secuencia homologa de una construccién de
polipéptido de longitud completa. Segun otro aspecto de la invencién, una construccion de polipéptido puede ser una
porcién funcional de una secuencia homdloga de una construccion de polipéptido de longitud completa. Segun un
aspecto de la invencion, una construccion de polipéptido puede comprender una secuencia de una construccion de
polipéptido.

Segun un aspecto de la invencion, un anticuerpo de dominio Unico usado para formar una construccion de
polipéptido puede ser un anticuerpo de dominio Unico completo (por ejemplo, un VHH) o una secuencia homologa
del mismo. Segun otro aspecto de la invencion, un anticuerpo de dominio Unico usado para formar la construccion
de polipéptido puede ser una porcion funcional de un anticuerpo de dominio Unico completo. Segun otro aspecto de
la invencién, un anticuerpo de dominio Unico usado para formar la construcciéon de polipéptido puede ser una
secuencia homadloga de un anticuerpo de dominio Unico completo. Segun otro aspecto de la invencion, un anticuerpo
de dominio Unico usado para formar la construccién de polipéptido puede ser una porciéon funcional de una
secuencia homologa de un anticuerpo de dominio Unico completo.

Otro aspecto descrito en el presente documento son los anticuerpos de dominio Unico correspondientes a cualquiera
de SECIDN.°:1a7,16a 19,23 a 31, 35, a 41, y 49 a 65, una secuencia homoéloga de las mismas, y/o una porcion
funcional de las mismas.
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Segun otro aspecto de la invencion, una construccion de polipéptido puede ser una secuencia homologa de la
secuencia parental. Segun otro aspecto de la invencidn, una construccion de polipéptido puede ser una porcion
funcional de la secuencia parental. Segun otro aspecto de la invencion, una construccion de polipéptido puede ser
una porcion funcional de una secuencia homologa de la secuencia parental.

Como se usa en el presente documento, una secuencia homologa puede comprender adiciones, deleciones o
sustituciones de uno o mas aminoacidos, que no alteran sustancialmente las caracteristicas funcionales del
polipéptido. El nimero de deleciones o sustituciones de aminoacidos es preferentemente hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40,41, 42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 0 70
aminoacidos.

Una secuencia homologa segun la presente invencion incluye polipéptidos extendidos mediante la adicion de
aminoacidos para formar anticuerpo humano de cadenas pesadas o anticuerpo humano de cadenas pesadas de
dominio Unico, que no alteran sustancialmente las caracteristicas funcionales del polipéptido sin modificar.

Una secuencia homologa descrita en el presente documento puede incluir un polipéptido representado por
cualquiera de SEC ID N.°: 1 a 47 y 49 a 65, que se ha humanizado (como se describe en los Ejemplos 63 y 64).

Una secuencia homologa descrita en el presente documento puede incluir una secuencia correspondiente a la
secuencia de cualquiera de SEC ID N.% 1 a 47 y 49 a 65 que existe en otras especies de Camelidae tales como, por
ejemplo, camello, llama, dromedario, alpaca, guanaco, etc.

Si la secuencia homologa indica identidad de secuencias, significa una secuencia que presenta una alta identidad de
secuencias (superior al 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 98 % de identidad de secuencias) con la secuencia
parental, y se caracteriza preferentemente por propiedades similares de la secuencia parental, concretamente
afinidad, calculandose dicha identidad usando métodos conocidos.

Alternativamente, una secuencia homdloga también puede ser cualquier secuencia de aminoacidos resultante de
sustituciones permitidas en cualquier nimero de posiciones de la secuencia parental segun la siguiente formula:

Ser sustituida con Ser, Thr, Gly y Asn;

Arg sustituida con una de Arg, His, GIn, Lys y Glu;

Leu sustituida con una de Leu, lle, Phe, Tyr, Met y Val;

Pro sustituida con una de Pro, Gly, Alay Thr;

Thr sustituida con una de Thr, Pro, Ser, Ala, Gly, His y GIn;
Ala sustituida con una de Ala, Gly, Thry Pro;

Val sustituida con una de Val, Met, Tyr, Phe, lle y Leu;

Gly sustituida con una de Gly, Ala, Thr, Pro y Ser;

lle sustituida con una de lle, Met, Tyr, Phe, Val y Leu;

Phe sustituida con una de Phe, Trp, Met, Tyr, lie, Val y Leu;
Tyr sustituida con una de Tyr, Trp, Met, Phe, lle, Val y Leu;
His sustituida con una de His, Glu, Lys, GlIn, Thry Arg;

GIn sustituida con una de GIn, Glu, Lys, Asn, His, Thr y Arg;
Asn sustituida con una de Asn, Glu, Asp, Gin y Ser;

Lys sustituida con una de Lys, Glu, GIn, His y Arg;

Asp sustituida con una de Asp, Glu y Asn;

Glu sustituido con una de Glu, Asp, Lys, Asn, GIn, His y Arg;
Met sustituida con una de Met, Phe, lle, Val, Leu y Tyr.

Un homologo segun la presente invencion puede referirse a secuencias de nucleétidos de mas de 50, 100, 200, 300,
400, 500, 600, 800 o 1000 nucledtidos capaces de hibridarse con el complemento inverso de la secuencia de
nucledtidos que puede codificar un polipéptido bajo condiciones de hibridacién rigurosas (tales como las descritas
por SAMBROOK et al., Molecular Cloning, Laboratory Manual, Cold Spring, Harbor Laboratory Press, New York).

Como se usa en el presente documento, una porciéon funcional se refiere a un anticuerpo de dominio Unico de
longitud suficiente de forma que la interaccion de interés se mantenga con afinidad de 1 x 10° M o mejor.

Alternativamente, una porcién funcional de un anticuerpo de dominio Unico de la invencién comprende una delecion
parcial de la secuencia de aminoacidos completa y todavia mantiene el (los) sitios(s) de union y dominio(s) de
proteina necesarios para la unién de e interaccion con la diana.

Alternativamente, una porcién funcional de cualquiera de SEC ID N.% 1 a 7 es un polipéptido que comprende una

delecion parcial de la secuencia de aminoacidos completa y que todavia mantiene el (los) sitio(s) de union y
dominio(s) de proteina necesarios para la inhibicion de la unién de vWF a colageno.
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Alternativamente, una porcion funcional de cualquiera de SEC ID N.°: 23 a 31 y 62 a 65 es un polipéptido que
comprende una delecién parcial de la secuencia de aminoacidos completa y que todavia mantiene el (los) sitio(s) de
union y dominio(s) de proteina necesarios para la union de e interaccion con el dominio A1 de vVWF.

Alternativamente, una porcion funcional de cualquiera de SEC ID N.% 35 a 37 es un polipéptido que comprende una
delecion parcial de la secuencia de aminoacidos completa y que todavia mantiene el (los) sitio(s) de union y
dominio(s) de proteina necesarios para la union de e interaccion con colageno.

Alternativamente, una porcién funcional comprende una deleciéon parcial de la secuencia de aminoacidos completa
de un polipéptido y que todavia mantiene el (los) sitio(s) de unién y dominio(s) de proteina necesarios para la unién
de e interaccion con el antigeno contra el que se produjo. Incluye, pero no se limita a, los dominios VHH.

Como se usa en el presente documento, una porcion funcional como se refiere a una secuencia de polipéptidos se
refiere a menos del 100 % de la secuencia (por ejemplo, 99 %, 90 %, 80 %, 70 %, 60 % 50 %, etc.), pero que
comprende 5 0 mas aminoacidos.

Una porciéon como se refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de polipéptidos se refiere a
menos del 100 % de la secuencia (por ejemplo, 99 %, 90 %, 80 %, 70 %, 60 % 50 %, etc.), pero que comprende 15
0 mas nucledtidos.

Un aspecto de la presente invencion es la administracion de una construccion de polipéptido segun la invencion que
puede evitar la necesidad de inyeccion. Los terapéuticos basados en anticuerpos convencionales tienen un potencial
significativo como farmacos debido a que tienen exquisita especificidad por su diana y una baja toxicidad inherente;
sin embargo, tienen un inconveniente importante: son relativamente inestables, y son sensibles a la degradacién por
proteasas. Mediante cualquier medio convencional, los farmacos de anticuerpo no pueden administrarse por via oral,
sublingualmente, topicamente, nasalmente, vaginalmente, rectalmente o por inhalacion debido a que no son
resistentes al bajo pH en estos sitios, la accion de proteasas en estos sitios y en la sangre y/o debido a su gran
tamafio. Tienen que administrarse mediante inyeccion (intravenosamente, subcutaneamente, etc.) para vencer
algunos de estos problemas. La administracion mediante inyeccion requiere entrenamiento por especialista con el fin
de usar una jeringa hipodérmica o aguja correctamente y con seguridad. Requiere adicionalmente equipo estéril, una
formulacion liquida del polipéptido terapéutico, embalaje de viales de dicho polipéptido en una forma estéril y estable
y, del sujeto, un sitio adecuado para la entrada de la aguja. Ademas, los sujetos cominmente experimentan estrés
fisico y psicolégico antes y después de recibir una inyeccion.

Un aspecto de la presente invencién vence estos problemas del estado de la técnica, proporcionando las
construcciones de polipéptido de la presente invencion. Dichas construcciones son suficientemente pequefias,
resistentes y estables para ser administradas por via oral, sublingualmente, topicamente, nasalmente, vaginalmente,
rectalmente o por inhalacién sustancial sin pérdida de actividad. Las construcciones de polipéptido de la presente
invencion evitan la necesidad de inyecciones, no solo ahorran costes/tiempo, sino que también son mas
convenientes y mas comodas para el sujeto.

Una realizacién de la presente invencion es una construccion de polipéptido como se desvelado en el presente
documento para su uso en el tratamiento, prevencion y/o alivio de los sintomas de trastornos susceptibles a la
modulaciéon por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas que puede pasar a través del
entorno gastrico sin que se inactive la sustancia.

Como es conocido por expertos en la materia, una vez en posesion de dicha construccién de polipéptido, la
tecnologia de formulacion puede aplicarse a liberar una cantidad maxima de polipéptido en la localizacion correcta
(en el estdbmago, en el colon, etc.). Este método de administracion es importante para tratar, prevenir y/o aliviar los
sintomas de trastornos cuyas dianas estan localizadas en el sistema del intestino.

Un aspecto de la invencién es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento
para su uso en un método para tratar, prevenir y/o aliviar, administrando por via oral a un sujeto, los sintomas de un
trastorno susceptible a la modulacién por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas que
puede pasar a través del entorno gastrico sin ser inactivada.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el
presente documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de
trastornos susceptibles a la modulaciéon por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas que
puede pasar a través del entorno gastrico sin ser inactivada.

Un aspecto de la invencion es un método para administrar una sustancia que controla la agregacién mediada por

plaquetas al sistema del intestino sin ser inactivada dicha sustancia, administrando por via oral a un sujeto una
construccién de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 542 330 T3

Un aspecto de la invencion es un método para administrar una sustancia que controla la agregacién mediada por
plaquetas a la circulaciéon sanguinea de un sujeto sin ser inactivada la sustancia, administrando por via oral a un
sujeto una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento.

Otra realizaciéon de la presente invencion es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente
documento para su uso en el tratamiento, prevencion y/o alivio de los sintomas o trastornos susceptibles a la
modulacién por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas administrada al tracto vaginal y/o
rectal.

En un ejemplo no limitante, una formulaciéon segun la invencién comprende una construccion de polipéptido como se
ha desvelado en el presente documento, en forma de un gel, crema, supositorio, pelicula, o en forma de una esponja
o como un anillo vaginal que libera lentamente el principio activo con el tiempo (tales formulaciones se describen en
los documentos EP 707473, EP 684814, US 5629001).

Un aspecto de la invencién es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento,
para su uso en un método para tratar, prevenir y/o aliviar, administrando vaginalmente y/o rectalmente a un sujeto,
los sintomas de trastornos susceptibles a la modulacién por una sustancia que controla la agregacion mediada por
plaquetas administrada al tracto vaginal y/o rectal.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el
presente documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de
trastornos susceptibles a la modulacion por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas
administrada al tracto vaginal y/o rectal.

Un aspecto de la invencion es un método para administrar una sustancia que controla la agregacién mediada por
plaquetas al tracto vaginal y/o rectal sin ser inactivada dicha sustancia, administrando al tracto vaginal y/o rectal de
un sujeto una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento.

Un aspecto de la invencion es un método para administrar una sustancia que controla la agregacién mediada por
plaquetas a la circulaciéon sanguinea de un sujeto sin ser inactivada dicha sustancia, administrando al tracto vaginal
y/o rectal de un sujeto una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento.

Otra realizaciéon de la presente invencion es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente
documento, para su uso en el tratamiento, prevencion y/o alivio de los sintomas de trastornos susceptibles a la
modulaciéon por una sustancia que controla la agregacién mediada por plaquetas administrada a la nariz, vias
respiratorias superiores y/o pulmon.

En un ejemplo no limitante, una formulacién segun la invencién comprende una construccion de polipéptido como se
ha desvelado en el presente documento en forma de un espray nasal (por ejemplo, un aerosol) o inhalador. Como la
construccion de polipéptido es pequeia, puede alcanzar su diana mucho mas eficazmente que la moléculas de IgG
terapéuticas.

Un aspecto de la invencién es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento,
para su uso en un método para tratar, prevenir y/o aliviar, administrando a un sujeto por inhalacion mediante la boca
0 nariz, los sintomas de trastornos susceptibles a la modulacién por una sustancia que controla la agregacion
mediada por plaquetas administrada a las vias respiratorias superiores y pulmon.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el
presente documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de
trastornos susceptibles a la modulacion por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas
administrada a la nariz, vias respiratorias superiores y/o pulmon, sin ser inactivado dicho polipéptido.

Un aspecto de la invencion es un método para administrar una sustancia que controla la agregacién mediada por
plaquetas a la nariz, vias respiratorias superiores y pulmén sin inactivacion, administrando a la nariz, vias
respiratorias superiores y/o pulmén de un sujeto una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el
presente documento.

Un aspecto de la invencion es un método para administrar una sustancia que controla la agregacién mediada por
plaquetas a la circulacion sanguinea de un sujeto sin inactivaciéon administrando a la nariz, vias respiratorias
superiores y/o pulmén de un sujeto una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente
documento.

Una realizacion de la presente invencion es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente
documento para su uso en el tratamiento, prevencion y/o alivio de los sintomas de trastornos susceptibles a la
modulaciéon por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas administrada a la mucosa
intestinal, en la que dicho trastorno aumenta la permeabilidad de la mucosa intestinal. Debido a su pequefio tamafio,
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una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento puede pasar a través de la
mucosa intestinal y llegar a la circulacion sanguinea mas eficazmente en sujetos que padecen trastornos que
producen un aumento en la permeabilidad de la mucosa intestinal.

Un aspecto de la invencién es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento,
para su uso en un método para tratar, prevenir y/o aliviar, administrando por via oral a un sujeto, los sintomas de
trastornos susceptibles a la modulacion por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas
administrada a la mucosa intestinal, en la que dicho trastorno aumenta la permeabilidad de la mucosa intestinal.

Este proceso puede incluso potenciarse adicionalmente por un aspecto adicional de la presente invencion - el uso de
vehiculos de transporte activo. En este aspecto de la invencién, el VHH esta fusionado con un vehiculo que potencia
la transferencia a través de la pared intestinal en la circulacion sanguinea. En un ejemplo no limitante, este
“vehiculo” es un segundo VHH que esta fusionado con el VHH terapéutico. Tales construcciones de fusion se hacen
usando métodos conocidos en la técnica. El VHH “vehiculo” se une especificamente a un receptor sobre la pared
intestinal que induce una transferencia activa a través de la pared.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el
presente documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de
trastornos susceptibles a la modulacion por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas
administrada a la mucosa intestinal, en el que dicho trastorno aumenta la permeabilidad de la mucosa intestinal.

Un aspecto de la invencion es un método para administrar una sustancia que controla la agregacién mediada por
plaquetas a la mucosa intestinal sin ser inactivada, administrando por via oral a un sujeto una construccion de
polipéptido de la invencion.

Un aspecto de la invencion es un método para administrar una sustancia que controla la agregacién mediada por
plaquetas a la circulacién sanguinea de un sujeto sin ser inactivada, administrando por via oral a un sujeto una
construccién de polipéptido de la invencion.

Este proceso puede incluso potenciarse adicionalmente por un aspecto adicional de la presente invencion - el uso de
vehiculos de transporte activo. En este aspecto de la invencion, una construcciéon de polipéptido como se describe
en el presente documento se fusiona con un vehiculo que potencia la transferencia a través de la pared intestinal en
la circulacion sanguinea. En un ejemplo no limitante, este “vehiculo” es un VHH que esta fusionado con dicho
polipéptido. Tales construcciones de fusién se hacen usando métodos conocidos en la técnica. El VHH “vehiculo” se
une especificamente a un receptor sobre la pared intestinal que induce una transferencia activa a través de la pared.

Una realizacion de la presente invencion es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente
documento para su uso en el tratamiento, prevencion y/o alivio de los sintomas de trastornos susceptibles a la
modulacién por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaguetas que puede pasar a través de los
tejidos por debajo de la lengua eficazmente. Una formulacion de dicha construccion de polipéptido como se ha
desvelado en el presente documento, por ejemplo, un comprimido, espray, gota, se coloca debajo de la lengua y se
adsorbe a través de las membranas mucosas en la red de capilares debajo de la lengua.

Un aspecto de la invencién es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento,
para su uso en un método para tratar, prevenir y/o aliviar, administrando sublingualmente a un sujeto, los sintomas
de trastornos susceptibles a la modulacion por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas que
puede pasar a través de los tejidos debajo de la lengua eficazmente.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el
presente documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de
trastornos susceptibles a la modulaciéon por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas que
puede pasar a través de los tejidos debajo de la lengua.

Un aspecto de la invencion es un método para administrar una sustancia que controla la agregacién mediada por
plaquetas a los tejidos debajo de la lengua sin ser inactivada, administrando sublingualmente a un sujeto una
construccién de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento.

Un aspecto de la invencion es un método para administrar una sustancia que controla la agregacién mediada por
plaquetas a la circulacién sanguinea de un sujeto sin ser inactivada, administrando por via oral a un sujeto una
construccién de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento.

Una realizacion de la presente invencion es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente
documento para su uso en el tratamiento, prevencion y/o alivio de los sintomas de trastornos susceptibles a la
modulacién por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas que puede pasar a través de la piel
eficazmente.
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Una formulacién de dicha construccion de polipéptido, por ejemplo, una crema, pelicula, espray, gota, parche, se
coloca sobre la piel y pasa a través.

Un aspecto de la invencién es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento,
para su uso en un método para tratar, prevenir y/o aliviar, administrando tépicamente a un sujeto, los sintomas de
trastornos susceptibles a la modulaciéon por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas que
puede pasar a través de la piel eficazmente.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el
presente documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de
trastornos susceptibles a la modulaciéon por una sustancia que controla la agregacion mediada por plaquetas que
puede pasar a través de la piel eficazmente.

Un aspecto de la invencion es un método para administrar una sustancia que controla la agregacién mediada por
plaquetas a la piel sin ser inactivada, administrando tépicamente a un sujeto una construccion de polipéptido como
se ha desvelado en el presente documento.

Un aspecto de la invencion es un método para administrar una sustancia que controla la agregacién mediada por
plaquetas a la circulacion sanguinea de un sujeto, administrando topicamente a un sujeto una construccion de
polipéptido como se ha desvelado en el presente documento.

En otra realizacién de la presente invencion, una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente
documento comprende ademas un anticuerpo de dominio Unico portador (por ejemplo, VHH) que actua de vehiculo
de transporte activo para el transporte de dicha construccion de polipéptido mediante la luz del pulmén a la sangre.

Una construccion de polipéptido que comprende ademas un vehiculo que se une especificamente a un receptor
presente sobre la superficie de la mucosa (células epiteliales bronquiales) produciendo el transporte activo del
polipéptido de la luz del pulmén a la sangre. El anticuerpo de dominio Unico transportador puede fusionarse con la
construccion de polipéptido. Tales construcciones de fusiéon se hicieron usando métodos conocidos en la técnica y
se describen en el presente documento. El anticuerpo de dominio Unico “transportador’ se une especificamente a un
receptor sobre la superficie de la mucosa que induce una transferencia activa a través de la superficie.

Otro aspecto de la presente invencion es un método para determinar qué anticuerpos de dominio Unico (por ejemplo,
VHH) son activamente transportados en la circulacion sanguinea tras la administracion nasal. Similarmente, una
biblioteca de fagos de VHH sin tratamiento previo o inmunitaria puede administrarse nasalmente, y después de
diferentes momentos de tiempo después de la administracion, la sangre u érganos pueden aislarse para rescatar
fagos que se han transportado activamente a la circulacion sanguinea. Un ejemplo no limitante de un receptor para
el transporte activo de la luz del pulmén a la circulaciéon sanguinea es el receptor de Fc N (FcRn). Un aspecto de la
invencion incluye las moléculas de VHH identificadas por el método. Tales VHH pueden entonces usarse como VHH
transportador para la administracion de un VHH terapéutico a la diana correspondiente en la circulacion sanguinea
tras la administracion nasal.

Una realizacion de la presente invencion es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente
documento para su uso en el tratamiento, prevencion y/o alivio de los sintomas de trastornos relacionados con la
agregacion mediada por plaquetas o disfuncién de la misma. Dichos trastornos incluyen purpura trombocitopénica
trombdtica (PTT), ataque isquémico cerebral transitorio, angina de pecho inestable o estable, infarto cerebral, infarto
de miocardio, enfermedad oclusiva arterial periférica, reestenosis. Dichos trastornos incluyen adicionalmente
aquellos que surgen de injerto de derivacion coronaria, valvuloplastia de la arteria coronaria e intervenciones
coronarias tales como angioplastia, implantacion de endoproétesis vascular o aterectomia.

Otros trastornos son cualquiera de formacién de un trombo no oclusivo, formacién de un trombo oclusivo, formacién
de trombo arterial, oclusidon coronaria aguda, reestenosis, reestenosis después de PCTA o implantacion de
endoprétesis vascular, formacion de trombo en arterias estenosadas, hiperplasia después de angioplastia,
aterectomia o implantacion de endoprotesis arterial, sindrome oclusivo en un sistema vascular o falta de
permeabilidad de las arterias enfermas.

Un aspecto de la invencién es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento
para su uso en el tratamiento, prevencion y/o alivio de trastornos o afecciones relacionados con la agregacion
mediada por plaquetas o disfuncion de la misma, en la que dicha construccién de polipéptido se administra
intravenosamente, subcutaneamente, por via oral, sublingualmente, tdpicamente, nasalmente, vaginalmente,
rectalmente o por inhalacion.

Otro aspecto de la invencién es el uso de una construccién de polipéptido como se ha desvelado en el presente
documento para la preparacion de un medicamento para el tratamiento, prevencion y/o alivio de trastornos o
afecciones relacionados con la agregacion mediada por plaquetas o disfuncion de la misma, en el que dicha
construccion de polipéptido se administra intravenosamente, subcutaneamente, por via oral, sublingualmente,
topicamente, nasalmente, vaginalmente, rectalmente o por inhalacion.
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Otro aspecto de la invencién es una construcciéon de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento,
para su uso en un método para tratar, prevenir y/o aliviar, que comprende administrar a un sujeto dicho construccion
de polipéptido heteroespecifica intravenosamente, subcutaneamente, por via oral, sublingualmente, topicamente,
nasalmente, vaginalmente, rectalmente o por inhalacion, trastornos o afecciones relacionados con la agregacion
mediada por plaquetas o disfuncién de la misma.

Otro aspecto de la invencion es una construccion de polipéptido como se ha desvelado en el presente documento
para su uso en el tratamiento, prevencion y/o alivio de trastornos o afecciones relacionados con la agregacion
mediada por plaquetas o disfuncién de la misma.

Otro aspecto de la invencion es un uso de un polipéptido como se ha desvelado en el presente documento para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento, prevencion y/o alivio de trastornos o afecciones relacionados
con la agregacion mediada por plaquetas o disfuncién de la misma.

Puede usarse una construccion de polipéptido de la presente invencién con el fin de cribar agentes que modulan la
union del polipéptido a un VWF (o gplb o colageno). Cuando se identifican en un ensayo que mide la unién o dicho
desplazamiento de polipéptido solo, los agentes tendran que someterse a prueba funcional para determinar si
actuan de moduladores de la agregacion mediada por plaquetas.

En un ejemplo de un experimento de desplazamiento, fago o células que expresan VWF o un fragmento del mismo
se incuban en tampon de unién con, por ejemplo, un polipéptido representado por SEC ID N.°: 1 que se ha marcado,
en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de un candidato a modulador. Para validar y calibrar el
ensayo, pueden realizarse reacciones de competicion de control usando concentraciones crecientes de dicho
polipéptido y que esta sin marcar. Después de la incubacion, las células se lavan ampliamente, y el polipéptido
marcado unido se mide segun convenga para la marca dada (por ejemplo, recuento por centelleo, fluorescencia,
etc.). Una disminucién de al menos el 10 % en la cantidad de polipéptido marcado unido en presencia de candidato
a modulador indica el desplazamiento de la unién por el candidato a modulador. Se considera que los candidatos a
modulador se unen especificamente en este u otros ensayos descritos en el presente documento si desplaza el
50 % de polipéptido marcado (dosis de polipéptido inferior a la saturacion) a una concentracion de 1 uM o menos.
Por supuesto, el método anterior podria aplicarse facilmente para el cribado de candidatos a modulador que alteran
la union entre los polipéptidos representados por SEC ID N.%: 2 a 15, 20 a 47 y 62 a 65 o las construcciones de
polipéptido desveladas en el presente documento, y macromoléculas que participan en la agregacién mediada por
plaquetas tales como, por ejemplo, VWF, gplb o colageno, o un fragmento de las mismas.

Alternativamente, la unién o desplazamiento de la unidon puede monitorizarse por resonancia de plasmones
superficiales (SPR). Pueden usarse ensayos de resonancia de plasmones superficiales como método cuantitativo
para medir la unién entre dos moléculas por el cambio en la masa cerca de un sensor inmovilizado producida por la
unioén o pérdida de unién de, por ejemplo, el polipéptido representado por SEC ID N.°: 1 de la fase acuosa a un VWF,
o fragmento del mismo inmovilizado en una membrana sobre el sensor. Este cambio en la masa se mide como
unidades de resonancia frente al tiempo después de la inyeccion o eliminacion de dicho polipéptido o candidato a
modulador y se mide usando un Biacore Biosensor (Biacore AB). El VWF, o fragmento del mismo, puede
inmovilizarse, por ejemplo, sobre un chip sensor (por ejemplo, chip CM5 de calidad para investigacion; Biacore AB)
en una delgada membrana de lipidos de pelicula segiin métodos descritos por Salamon et al. (Salamon et al., 1996,
Biophys J. 71: 283-294; Salamon et al., 2001, Biophys. J. 80: 1557-1567; Salamon et al., 1999, Trends Biochem. Sci.
24: 213-219). Sarrio et al. demostraron que SPR puede usarse para detectar la unién del ligando al receptor de
adenosina GPCR A(1) inmovilizado en una capa de lipido sobre el chip (Sarrio et al., 2000, Mol. Cell. Biol. 20: 5164-
5174). Condiciones para la unién de una construccion de polipéptido de la invencién en un ensayo de SPR pueden
ajustarse por un experto en la materia usando las condiciones informadas por Sarrio et al. como punto de partida.
Por supuesto, el método anterior podria aplicarse faciimente para cribar candidatos a modulador que alteran la union
entre las construcciones de polipéptido desveladas en el presente documento y macromoléculas que participan en la
agregacion mediada por plaquetas tales como, por ejemplo, VWF, gplb o colageno, o un fragmento de las mismas.

SPR puede ensayar moduladores de la unién en al menos dos formas. Primera, un polipéptido representado por
SEC ID N.% 1, por ejemplo, puede unirse previamente para inmovilizar VWF, o fragmento del mismo, seguido de
inyeccion del candidato a modulador a una concentracion que oscila de 0,1 nM a 1 uM. El desplazamiento del
polipéptido unido puede cuantificarse, permitiendo la deteccién de la uniéon del modulador. Alternativamente, el VWF
unido a membrana, o fragmento del mismo, puede incubarse previamente con un candidato a modulador y
exponerse a, por ejemplo, un polipéptido representado por SEC ID N.°: 1. Una diferencia en la afinidad de unién
entre dicho polipéptido y vWF, o fragmento del mismo previamente incubado con el modulador, en comparaciéon con
aquella entre dicho polipéptido y VWF, o fragmento del mismo, en ausencia del modulador demostrara la unién o
desplazamiento de dicho polipéptido en presencia de modulador. En cualquier ensayo, una disminucién del 10 % o
mas en la cantidad de dicho polipéptido unido en presencia de candidato a modulador, con respecto a la cantidad de
dicho polipéptido unido en ausencia de candidato a modulador, indica que el candidato a modulador inhibe la
interaccion de VWF, o fragmento del mismo, y dicho polipéptido. Por supuesto, el método anterior podria aplicarse
facilmente para cribar candidatos a modulador que alteran la unién entre los polipéptidos representados por
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SEC ID N.% 2 a 15, 20 a 47 y 62 a 65 o las construcciones de polipéptido desveladas en el presente documento, y
macromoléculas que participan en la agregacion mediada por plaquetas tales como, por ejemplo, VWF, gplb, o
colageno, o un fragmento de los mismos.

Otro método de deteccion de la inhibicion de la union de, por ejemplo, un polipéptido representado por SEC ID N.°: 1
a 15, 20 a 34, 38 a 45 o0 62 a 65 a VWF, o fragmentos del mismo, usa transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET). FRET es un fendmeno mecanico cuantico que se produce entre un donante de fluorescencia
(D) y un aceptor de fluorescencia (A) en estrecha proximidad entre si (normalmente < 100 A de separacion) si el
espectro de emisién de D se solapa con el espectro de excitaciéon de A. Las moléculas que van a probarse, por
ejemplo, un polipéptido representado por SEC ID N.°: 1 y un vVWF, o fragmento del mismo, se marcan con un par
complementario de fluoréforos donante y aceptor. Aunque estan estrechamente unidos juntos por la interaccion VWF
: polipéptido, la fluorescencia emitida tras la excitacion del fluoréforo donante tendra una longitud de onda diferente
de la emitida en respuesta a esa longitud de onda de excitacién cuando dicho polipéptido y VWF, o fragmento del
mismo, no estan unidos, proporcionando la cuantificacién de moléculas unidas frente a sin unir por medicion de la
intensidad de emision a cada longitud de onda. Los fluoréforos donantes con los que marcar el VWF, o fragmento del
mismo, son muy conocidos en la técnica. De particular interés son variantes de la GFP de A. victoria conocida como
FP cian (CFP, donante (D)) y FP amarilla (YFP, aceptor (A)). Como un ejemplo, la variante de YFP puede
prepararse como una proteina de fusiéon con vVWF, o fragmento del mismo. Se conocen en la técnica vectores para la
expresion de variantes de GFP como fusiones (Clontech), ademas de reactivos marcados con fluoréforo (Molecular
Probes). La adicion de un candidato a modulador a la mezcla de polipéptido fluorescentemente marcado y YFP-vWF
producira una inhibicion de la transferencia de energia demostrada por, por ejemplo, una disminucion en la
fluorescencia de YFP con respecto a una muestra sin el candidato a modulador. En un ensayo usando FRET para la
deteccion de la interaccion VWF : polipéptido, una disminuciéon del 10 % o mayor en la intensidad de la emision
fluorescente a la longitud de onda del aceptor en muestras que contienen un candidato a modulador, con respecto a
muestras sin el candidato a modulador, indica que el candidato a modulador inhibe la interaccion de
VWF:polipéptido. Por supuesto, el método anterior podria aplicarse facilmente para cribar candidatos a modulador
que alteran la unién entre los polipéptidos representados por cualquiera de SEC ID N.°: 2a 15,20a 47,62 a 650 las
construcciones de polipéptido desveladas en el presente documento, y macromoléculas que participan en la
agregacion mediada por plaquetas tales como, por ejemplo, VWF, gplb o colageno, o un fragmento de los mismos.

Una variacién en FRET usa extincion de fluorescencia para monitorizar interacciones moleculares. Una molécula en
el par de interaccion puede marcarse con un fluoréforo, y la otra con una molécula que extingue la fluorescencia del
fluoréforo cuando se pone en estrecha yuxtaposicion con él. Un cambio en la fluorescencia tras la excitacion es
indicativo de un cambio en la asociacion de las moléculas marcadas con el par fluoréforo:extintor. Generalmente, un
aumento en la fluorescencia de VWF marcado, o fragmento del mismo, es indicativo de que la molécula de
polipéptido (por ejemplo, una construcciéon de polipéptido de la invencion) que lleva el extintor se ha desplazado.
Para ensayos de extincion, un aumento del 10 % o mayor en la intensidad de la emision fluorescente en muestras
que contienen un candidato a modulador, con respecto a muestras sin el candidato a modulador, indica que el
candidato a modulador inhibe la interacciéon VWF : polipéptido. Por supuesto, el método anterior podria aplicarse
facilmente para cribar candidatos a modulador que alteran la unién entre las construcciones de polipéptido
desveladas en el presente documento y macromoléculas que participan en la agregacion mediada por plaquetas
tales como, por ejemplo, VWF, gplb o colageno, o un fragmento de los mismos.

Ademas de los métodos de resonancia de plasmones superficiales y FRET, la medicion de la polarizacion de
fluorescencia es util para cuantificar la union. El valor de la polarizacion de fluorescencia para una molécula
fluorescentemente marcada depende del tiempo de correlacion rotacional o tasa de rotacion. Complejos, tales como
aquellos formados por VWF, o fragmento del mismo que se asocian con un polipéptido fluorescentemente marcado
(por ejemplo, un polipéptido fluorescentemente marcado representado por cualquiera de SEC ID N.°: 1 a 15, 20 a 34,
38 a 45y 62 a 65), tienen mayores valores de polarizacion que el polipéptido marcado sin complejar. La inclusion de
un candidato a inhibidor de la interaccion VWF : polipéptido produce una disminucién en la polarizaciéon de la
fluorescencia, con respecto a una mezcla sin el candidato a inhibidor, si el candidato a inhibidor rompe o inhibe la
interaccion de VWF, o fragmento del mismo, con dicho polipéptido. La polarizacién de fluorescencia es muy apta
para la identificacion de moléculas pequefias que rompen la formacién de complejos de VWF: polipéptido. Una
disminucion del 10 % o mas en la polarizacion de fluorescencia en muestras que contienen un candidato a
modulador, con respecto a la polarizacion de fluorescencia en una muestra que carece del candidato a modulador,
indica que el candidato a modulador inhibe la interacciéon VWF: polipéptido. Por supuesto, el método anterior podria
aplicarse facilmente para cribar candidatos a modulador que alteran la unién entre las construcciones de polipéptido
desveladas en el presente documento y macromoléculas que participan en la agregacion mediada por plaquetas
tales como, por ejemplo, VWF, gplb o colageno, o un fragmento de los mismos.

Otra alternativa para monitorizar las interacciones VWF : polipéptido usa un ensayo de biosensor. Se han descrito
biosensores ICS en la materia (Australian Membrane Biotechnology Research Institute; Cornell B, Braach-Maksvytis
V, King L, Osman P, Raguse B, Wieczorek L, y Pace R. “A biosensor that uses ion-channel switches” Nature 1997,
387, 580). En esta tecnologia, la asociacion de VWF, o fragmento del mismo, y un polipéptido (por ejemplo, un
polipéptido representado por cualquiera de SEC ID N.°: 1 a 15, 20 a 34, 38 a 45 y 62 a 65) se acopla al cierre de
canales de iones facilitados por gramicidina en bicapas de membrana en suspension y asi a un cambio medible en
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la admitancia (similar a la impedancia) del biosensor. Este enfoque es lineal durante seis érdenes de magnitud de
cambio de admitancia y es idealmente apto para el cribado de alto rendimiento a gran escala de bibliotecas
combinatorias de moléculas pequefias. Un cambio del 10 % o mayor (aumento o disminucion) en la admitancia en
una muestra que contiene un candidato a modulador, con respecto a la admitancia de una muestra que carece del
candidato a modulador, indica que el candidato a modulador inhibe la interaccion de VWF, o fragmento del mismo, y
dicho polipéptido. Es importante observar que en ensayos que prueban la interaccién de vVWF, o fragmento del
mismo, con un polipéptido (tal como, por ejemplo, un polipéptido representado por cualquiera de SEC ID N.°: 1 a 15,
20 a 34, 38 a 45 y 62 a 65), es posible que un modulador de la interaccion no necesite interaccionar necesariamente
directamente con el (los) dominio(s) de las proteinas que interaccionan fisicamente con dicho polipéptido. También
es posible que un modulador interaccione en una localizacion eliminada del sitio de interaccion y produzca, por
ejemplo, un cambio conformacional en el vVWF. Moduladores (inhibidores o agonistas) que actian de este modo son,
sin embargo, de interés como agentes para modular la agregacion mediada por plaquetas. Por supuesto, el método
anterior podria aplicarse facilmente para cribar candidatos a modulador que alteran la unién entre las construcciones
de polipéptido desveladas en el presente documento y macromoléculas que participan en la agregacion mediada por
plaquetas tales como, por ejemplo, VWF, gplb o colageno, o un fragmento de las mismas.

Cualquiera de los ensayos de unién descritos puede usarse para determinar la presencia de un agente en una
muestra, por ejemplo, una muestra de tejido, que se une a VWF, o fragmento del mismo, o que afecta la unién de,
por ejemplo, un polipéptido representado por cualquiera de SEC ID N.°: 1 a 15, 20 a 34, 38 a 45 0 62 a 65, a VWF.
Para hacer esto, un VWF, o fragmento del mismo, se hace reaccionar con dicho polipéptido en presencia o ausencia
de la muestra, y se mide la uniéon del polipéptido segun convenga para el ensayo de unién que se usa. Una
disminucion del 10 % o mas en la unién de dicho polipéptido indica que la muestra contiene un agente que modula la
union de dicho polipéptido a VWF, o fragmento del mismo. Por supuesto, el método anteriormente generalizado
podria aplicarse facilmente para cribar candidatos a modulador que alteran la unién entre las construcciones de
polipéptido desveladas en el presente documento y macromoléculas que participan en la agregacion mediada por
plaquetas tales como, por ejemplo, VWF, gplb o colageno, o un fragmento de los mismos.

Células

Una célula que es util segun la invencidon se selecciona preferentemente del grupo que consiste en células
bacterianas tales como, por ejemplo, E. coli, células de levadura tales como, por ejemplo, S. cerevisiae, P. pastoris,
células de insecto o células de mamifero.

Una célula que es util segun la invencion puede ser cualquier célula en la que una secuencia de acidos nucleicos
que codifica una construccion de polipéptido de la invencién segun la invencion pueda introducirse de forma que el
polipéptido se exprese a niveles naturales o por encima de los niveles naturales, como se define en el presente
documento. Preferentemente, un polipéptido de la invencién que se expresa en una célula presenta farmacologia
normal o casi normal, como se define en el presente documento. Lo mas preferentemente, un polipéptido de la
invencion que se expresa en una célula comprende la secuencia de nucleétidos que puede codificar las secuencias
de aminoacidos presentadas en la Tabla 30 o que pueden codificar una secuencia de aminoacidos que es al menos
el 70 % idéntica a la secuencia de aminoacidos presentada en la Tabla 30.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, una célula esta seleccionada del grupo que consiste en
células COS7, una célula CHO, una célula LM (TK), una célula NIH-3T3, célula HEK-293, célula K-562 o una célula
de astrocitoma 1321N1, pero también otras lineas celulares transferibles.

En general, “cantidad terapéuticamente eficaz’, “dosis terapéuticamente eficaz” y “cantidad eficaz” significa la
cantidad necesaria para lograr el resultado o resultados deseados (tratar o prevenir la agregacion de plaquetas). Un
experto habitual en la materia reconocera que la potencia y, por tanto, una “cantidad eficaz” puede variar para los
diversos compuestos que inhiben la agregacion mediada por plaquetas usados en la invencion. Un experto en la
materia puede evaluar facilmente la potencia del compuesto.

Como se usa en el presente documento, el término “compuesto” se refiere a las construcciones de polipéptido
desveladas en el presente documento, o a un acido nucleico que puede codificar dicho polipéptido, o un agente
identificado segun el método de cribado descrito en el presente documento o dicho polipéptido que comprende uno o
mas aminoacidos derivatizados.

Por “farmacéuticamente aceptable” se indica un material que no es bioldgicamente o de otro modo no deseable, es
decir, el material puede administrarse a un individuo junto con el compuesto sin causar ningun efecto biolégico no
deseable o interaccionar de una manera perjudicial con cualquiera de los otros componentes de la composicion
farmacéutica en la que esta contenido.

La invencion desvelada en el presente documento es Util para tratar o prevenir una afeccién de la agregacion

mediada por plaquetas en un sujeto y que comprende administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de un
compuesto o composicion que inhibe BTK y que inhibe la agregacion mediada por plaquetas.
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La invencién desvelada en el presente documento es Util para tratar o prevenir las primeras etapas de la formacion
del trombo en un sujeto y que comprende administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto o
composicion segun la invencion.

La invencion desvelada en el presente documento es Util para tratar o prevenir reestenosis en un sujeto y que
comprende administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto o composicion segun la invencion.

Un aspecto de la presente invencion es el uso de compuestos de la invencién para tratar o prevenir una afeccion de
la agregacion mediada por plaquetas en un sujeto y que comprende administrar una cantidad farmacéuticamente
eficaz de un compuesto en combinacién con otro, tal como, por ejemplo, aspirina.

Un aspecto de la presente invencion es el uso de compuestos de la invencién para tratar o prevenir una afecciéon de
la agregacion mediada por plaquetas en un sujeto y que comprende administrar una cantidad farmacéuticamente
eficaz de un compuesto en combinacién con otro, tal como, por ejemplo, un agente trombolitico.

Otro aspecto de la presente invencién es un uso de un compuesto de la invencién para tratar o prevenir placa o
trombo en un individuo. Dicha formacioén de placas o de trombos puede ser en condiciones de alto cizallamiento. En
tanto la trombosis como la reoclusion, la adhesion o anclaje reversible de las plaquetas a alta tasa de cizallamiento
va seguida de una firme adhesidon mediante el receptor de colageno sobre plaquetas que producen la activacion de
plaquetas; el anclaje de plaquetas por VWF a colageno expuesto en la pared del vaso dafiado es especialmente
importante en afecciones de alto cizallamiento. Los inventores han encontrado que las construcciones de polipéptido
de la presente invencion dieron inesperadamente buenos rendimientos bajo altas condiciones de cizallamiento (por
ejemplo, Ejemplo 16).

La presente invencion no se limita a la administracion de formulaciones que comprenden un Unico compuesto de la
invencion. Esta dentro del alcance de la invencién proporcionar tratamientos de combinacién en los que una
formulacién se administra a un paciente en necesidad de los mismos que comprende mas de un compuesto de la
invencion.

Afecciones de la agregacion mediada por plaquetas incluyen, pero no se limitan a, angina inestable, angina estable,
angina de pecho, formacién de émbolos, trombosis venosa profunda, sindrome urémico hemolitico, anemia
hemolitica, insuficiencia renal aguda, complicaciones tromboliticas, purpura trombocitopénica trombética,
coagulopatia intravascular diseminada, trombosis, cardiopatia coronaria, complicaciones tromboembodlicas, infarto de
miocardio, reestenosis y formacion de trombosis auricular en fibrilacion auricular, angina inestable crénica, ataques
isquémicos transitorios y accidentes cerebrovasculares, enfermedad vascular periférica, trombosis arterial,
preeclampsia, embolia, reestenosis y/o trombosis tras angioplastia, endarterectomia carotidea, anastomosis de
injertos vasculares y exposicion cronica a dispositivos cardiovasculares. Tales afecciones también pueden resultar
de tromboembolia y reoclusion durante y después de terapia trombolitica, después de angioplastia y después de
derivacion de las arterias coronarias.

Es muy conocido en la técnica como determinar la inhibicion de la agregacion mediada por plaquetas usando las
pruebas estandar descritas en el presente documento, o usando otras pruebas similares. Preferentemente, el
método produciria al menos una reduccion del 10 % en la agregacién mediada por plaquetas, que incluye, por
ejemplo, el 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %,60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, o cualquier cantidad entremedias,
mas preferentemente el 90 %.

Similarmente, el método produciria al menos una reduccion del 10 % en la movilizacion del calcio intracelular que
incluye, por ejemplo, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %. Similarmente, el
método produciria al menos una reduccion del 10 % en el nivel de PLCg 2 fosforilado que incluye, por ejemplo,
15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %.

La reduccion puede medirse, por ejemplo, comparando la impedancia dptica en un agregémetro de plaquetas
Chrono-log. También puede usarse cualquier otro método de medicién conocido. Por ejemplo, (1) tras la
estimulacion del colageno, el nivel de movilizacién de calcio intracelular inducido por colageno aumenta con el
tiempo y asi la medicion puede incluir medir el nivel de calcio intracelular inducido por colageno o (2) tras la
estimulacion del colageno, el nivel de PLCg 2 fosforilado aumenta con el tiempo y asi la medicidon puede incluir medir
el nivel de PLCg 2 fosforilado.

Las células pueden ponerse en contacto in vitro, por ejemplo, afiadiendo un compuesto de la invencion al medio de
cultivo (por infusién continua, por administracion en bolo, o cambiando el medio a un medio que contiene el
compuesto) o anadiendo el compuesto al fluido extracelular in vivo (por administracion local, administracion
sistémica, inhalacion, inyeccion intravenosa, administracion en bolo o infusidon continua). La duracién del “contacto”
con una célula o poblacién de células se determina por el tiempo que el compuesto esta presente a niveles
fisioldgicamente eficaces o a niveles fisioldgicamente eficaces supuestos en el medio o fluido extracelular que bana
la célula o células. Preferentemente, la duracién del contacto es 1-96 horas, y mas preferentemente, durante 24
horas, pero tal tiempo variaria basandose en la semivida del compuesto y podria optimizarse por un experto en la
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materia usando experimentacion rutinaria.

El compuesto util en la presente invencion puede formularse como composiciones farmacéuticas y administrarse a
un huésped mamifero, tal como un paciente humano o un animal doméstico en una variedad de formas adaptadas a
la via de administracion elegida, es decir, por via oral o parenteralmente, intranasalmente por inhalacién, vias
intravenosa, intramuscular, tépica o subcutanea.

El compuesto de la presente invencion también puede administrarse usando métodos de administracion de terapia
génica. Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 5.399.346. Usando un método de administracion de terapia
génica, células primarias transfectadas con el gen para el compuesto de la presente invencion pueden transfectarse
adicionalmente con promotores especificos de tejido para elegir como diana érganos especificos, tejido, injertos,
tumores o células.

Asi, el presente compuesto puede administrarse sistémicamente, por ejemplo, por via oral, en combinacién con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como un diluyente inerte o un vehiculo comestible asimilable. Puede
encerrarse en capsulas de gelatina de cubierta dura o blanda, puede comprimirse en comprimidos, o puede
incorporarse directamente con la comida de la dieta del paciente. Para administracion terapéutica oral, el compuesto
activo puede combinarse con uno o mas excipientes y usarse en forma de comprimidos ingeribles, comprimidos
orales, trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y similares. Tales composiciones y preparaciones
deben contener al menos el 0,1 % de compuesto activo. El porcentaje de las composiciones y preparaciones puede,
por supuesto, variarse y puede convenientemente estar entre aproximadamente el 2 y aproximadamente el 60 % del
peso de una forma de dosificaciéon unitaria dada. La cantidad de compuesto activo en tales composiciones
terapéuticamente utiles es de forma que se obtendra un nivel de dosificacién eficaz.

Los comprimidos, trociscos, pildoras, capsulas y similares también pueden contener lo siguiente: aglutinantes tales
como goma tragacanto, goma arabiga, almidén de maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato de dicalcio; un
agente disgregante tal como almidon de maiz, almidon de patata, acido alginico y similares; un lubricante tal como
estearato de magnesio; y puede afiadirse un edulcorante tal como sacarosa, fructosa, lactosa o aspartamo o un
aromatizante tal como menta, aceite de gaulteria, o aromatizante de cereza. Si la forma de dosificacion unitaria es
una capsula, puede contener, ademas de materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido, tal como un aceite vegetal
o un polietilenglicol. Diversos otros materiales pueden estar presentes como recubrimientos o para modificar de otro
modo la forma fisica de la forma sélida de dosificacion unitaria. Por ejemplo, comprimidos, pildoras o capsulas
pueden recubrirse con gelatina, cera, Shellac o azucar y similares. Un jarabe o elixir puede contener el compuesto
activo, sacarosa o fructosa como edulcorante, metil y propilparabenos como conservantes, un colorante y
aromatizante tal como aroma de cereza o de naranja. Por supuesto, cualquier material usado en la preparacion de
cualquier forma de dosificacion unitaria debe ser farmacéuticamente aceptable y sustancialmente no toxico en las
cantidades empleadas. Ademas, el compuesto activo puede incorporarse en preparaciones de liberacion sostenida y
dispositivos.

El compuesto activo también puede administrarse intravenosamente o intraperitonealmente por infusién o inyeccion.
Disoluciones del compuesto activo o sus sales pueden prepararse en agua, mezclarse opcionalmente con un
tensioactivo no toxico. También pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, triacetina y
mezclas de los mismos y en aceites. Bajo condiciones de almacenamiento y uso ordinarias, estas preparaciones
contienen un conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos.

Las formas de dosificacion farmacéuticas adecuadas para inyeccion o infusion pueden incluir disoluciones acuosas
estériles o dispersiones o polvos estériles que comprenden el principio activo que estan adaptadas para la
preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables o infusibles estériles, opcionalmente
encapsuladas en liposomas. En todos los casos, la forma de dosificacion definitiva debe ser estéril, fluida y estable
en las condiciones de fabricaciéon y almacenamiento. El excipiente o vehiculo liquido puede ser un disolvente o
medio de dispersion liquido que comprende, por ejemplo, agua, etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
polietilenglicoles liquidos y similares), aceites vegetales, ésteres de glicerilo no tdxicos y mezclas adecuadas de los
mismos. Puede mantenerse la fluidez apropiada, por ejemplo, por formacion de liposomas, por el mantenimiento del
tamano de particula requerido en el caso de dispersiones o por el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion
de microorganismos puede provocarse por diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, acido sorbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotdnicos,
por ejemplo, azlcares, tampones o cloruro sédico. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede
provocarse por el uso en las composiciones de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.

Se preparan disoluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con diversos de los otros componentes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido
de esterilizacion por filtracion. En el caso de polvos estériles para la preparacion de disoluciones inyectables
estériles, los métodos preferidos de preparacion son secado a vacio y las técnicas de liofilizacion, que dan un polvo
del principio activo mas cualquier componente deseado adicional presente en las disoluciones previamente
esterilizadas por filtracion.
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Para administracion tépica, el presente compuesto puede aplicarse en forma pura, es decir, cuando son liquidos. Sin
embargo, generalmente se deseara administrarlos a la piel como composiciones o formulaciones, en combinacion
con un vehiculo dermatolégicamente aceptable, que puede ser un sélido o un liquido.

Vehiculos sdlidos utiles incluyen sdlidos finamente divididos tales como talco, arcilla, celulosa microcristalina, silice,
alumina y similares. Vehiculos liquidos utiles incluyen agua, hidroxialquilos o glicoles o mezclas de agua-
alcohol/glicol, en las que el presente compuesto puede disolverse o dispersarse a niveles eficaces, opcionalmente
con la ayuda de tensioactivos no téxicos. Pueden afiadirse adyuvantes tales como fragancias y agentes
antimicrobianos adicionales para optimizar las propiedades para un uso dado. Las composiciones liquidas
resultantes pueden aplicarse de almohadillas absorbentes, usadas para impregnar vendas y otros apdsitos, o
pulverizarse sobre el area afectada usando pulverizadores de tipo bomba o de aerosol.

También pueden emplearse espesantes tales como polimeros sintéticos, acidos grasos, sales de acidos grasos y
ésteres, alcoholes grasos, celulosas modificadas o materiales minerales modificados con vehiculos liquidos para
formar pastas faciles de untar, geles, pomadas, jabones y similares, para aplicacién directamente a la piel del
usuario.

Ejemplos de composiciones dermatologicas Utiles que pueden usarse para administrar el compuesto a la piel son
conocidas en la técnica; por ejemplo, véase Jacquet et al. (patente de EE.UU. n° 4.608.392), Geria (patente de
EE.UU. n°® 4.992.478), Smith et al. (patente de EE.UU. n° 4.559.157) y Wortzman (patente de EE.UU. n°® 4.820.508).

Pueden determinarse dosificaciones Utiles del compuesto comparando su actividad in vitro y actividad in vivo en
modelos animales. Métodos para la extrapolacion de dosificaciones eficaces en ratones, y otros animales, a seres
humanos son conocidos en la técnica; por ejemplo, véase la patente de EE.UU. n° 4.938.949.

Generalmente, la concentracion del (de los) compuesto(s) en una composicion liquida, tal como una locién, sera de
aproximadamente el 0,1-25% en peso, preferentemente de aproximadamente el 0,5-10% en peso. La
concentracion en una composicion semisélida o solida tal como un gel o un polvo sera aproximadamente del 0,1-5 %
en peso, preferentemente aproximadamente del 0,5-2,5 % en peso.

La cantidad del compuesto, o una sal activa o derivado del mismo, requerida para su uso en el tratamiento variara
no solo con la sal particular seleccionada, sino también con la via de administracion, la naturaleza de la afeccion que
esta tratandose y la edad y condicion del paciente y sera, por ultimo lugar, a criterio del médico adjunto o profesional
clinico. La dosificacion del compuesto también varia dependiendo de la célula diana, tumor, tejido, injerto u érgano.

La dosis deseada puede presentarse convenientemente en una dosis Unica o como dosis divididas administradas a
intervalos apropiados, por ejemplo, como dos, tres, cuatro o mas sub-dosis por dia. La propia sub-dosis puede
dividirse adicionalmente, por ejemplo, en varias administraciones discretas libremente espaciadas; tal como
multiples inhalaciones de un insuflador o por aplicacion de una pluralidad de gotas en el ojo.

Una pauta de administracion podria incluir tratamiento diario a largo plazo. Por “largo plazo” se indica al menos dos
semanas y preferentemente varias semanas, meses, o afios de duracion. Pueden determinarse modificaciones
necesarias en este intervalo de dosificaciéon por un experto habitual en la materia usando solo experimentacion
rutinaria dadas las ensefianzas en el presente documento. Véase Remington's Pharmaceutical Sciences (Martin,
E.W., ed. 4), Mack Publishing Co., Easton, PA. La dosificacion también puede ajustarse por el médico individual en
caso de cualquier complicacion.

La invencion proporciona un agente que es un modulador de la agregacién mediada por plaquetas.

El agente candidato puede ser un agente sintético, o una mezcla de agentes, o puede ser un producto natural (por
ejemplo, un extracto de planta o sobrenadante de cultivo). Un agente candidato segun la invencién incluye una
molécula pequefia que puede sintetizarse, un extracto natural, péptidos, proteinas, hidratos de carbono, lipidos, etc.

Pueden cribarse agentes candidatos a modulador de grandes bibliotecas de agentes sintéticos o naturales.
Actualmente se usan numerosos medios para la sintesis aleatoria y dirigida de agentes basados en sacaridos,
péptidos y acidos nucleicos. Estan comercialmente disponibles bibliotecas de agentes sintéticos de varias
compafiias que incluyen Maybridge Chemical Co. (Trevillet, Cornwall, RU), Comgenex (Princeton, NJ), Brandon
Associates (Merrimack, NH) y Microsource (New Milford, CT). Esta disponible una biblioteca de productos quimicos
raros de Aldrich (Milwaukee, WI). Estan disponibles bibliotecas combinatorias y pueden prepararse.
Alternativamente, estan disponibles bibliotecas de agentes naturales en forma de extractos bacterianos, fungicos,
vegetales y animales de, por ejemplo, Pan Laboratories (Bothell, WA) o MycoSearch (NC), o son facilmente
producibles por métodos muy conocidos en la técnica. Adicionalmente, bibliotecas y agentes naturales y producidos
sintéticamente se modifican facilmente mediante medios quimicos, fisicos y bioquimicos convencionales.

Pueden encontrarse agentes utiles dentro de numerosas clases quimicas. Agentes utiles pueden ser agentes

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 542 330 T3

organicos o agentes organicos pequefos. Los agentes organicos pequerios tienen un peso molecular superior a 50
aunque inferior a aproximadamente 2.500 daltons, preferentemente inferior a aproximadamente 750, mas
preferentemente inferior a aproximadamente 350 daltons. Clases a modo de ejemplo incluyen heterociclos, péptidos,
sacaridos, esteroides y similares. Los agentes pueden modificarse para potenciar la eficacia, estabilidad,
compatibilidad farmacéutica y similares. La identificacion estructural de un agente puede usarse para identificar,
generar o cribar agentes adicionales. Por ejemplo, si se identifican agentes de péptidos, pueden modificarse en una
variedad de formas para potenciar su estabilidad, tal como usando un aminoacido no natural, tal como un D-
aminoacido, particularmente D-alanina, funcionalizando el extremo amino o carboxilico, por ejemplo, para el grupo
amino, acilacién o alquilacion, y para el grupo carboxilo, esterificacion o amidificacion, o similares.

Para el cribado primario, una concentracion util de un agente candidato segun la invencion es de aproximadamente
10 mM a aproximadamente 100 uM o mas (es decir, 1 mM, 10 mM, 100 mM, 1 M, etc.). La concentracion de cribado
primario se usara como un limite superior, junto con nueve concentraciones adicionales, en las que las
concentraciones adicionales se determinan reduciendo la concentraciéon de cribado primario a intervalos
semilogaritmicos (por ejemplo, durante 9 concentraciones mas) para cribados secundarios o para generar curvas de
concentracion.

Kit de cribado de alto rendimiento

Un kit de cribado de alto rendimiento segun la invencién comprende todos los medios necesarios y medios para
realizar la deteccion de un agente que modula la agregacion mediada por plaquetas interaccionando con una diana
de la invencion, tal como, por ejemplo, VWF, o fragmento del mismo en presencia de un polipéptido (por ejemplo, un
polipéptido representado por SEC ID N.°: 1 a 15, 20 a 34, 38 a 45, 62 a 65 o una construcciéon de polipéptido),
preferentemente a una concentracion en el intervalo de 1 yM a 1 mM. El kit comprende lo siguiente. Células
recombinantes de la invencidn, que comprenden y que expresan la secuencia de nucleétidos que codifica VWF, o
fragmento del mismo, que se cultivan segun el kit sobre un soporte sélido, tal como una placa de microtitulacion,
mas preferentemente una placa de microtitulacion de 96 pocillos, segin métodos muy conocidos para el experto en
la materia, especialmente como se describe en el documento WO 00/02045. Alternativamente, VWF, o fragmento del
mismo, se suministra en una forma purificada para inmovilizarse sobre, por ejemplo, una placa de microtitulacion de
96 pocillos por el experto en la materia. Alternativamente, vVWF, o fragmento del mismo se suministra en el kit pre-
inmovilizado sobre, por ejemplo, una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Alternativamente, en casos en los que
la macromolécula va a cribarse contra gplb, gpla/lla, o colageno, las realizaciones anteriores llevarian gplb, gpla/lla,
o polipéptido de colageno o acido polinucleico respectivamente en lugar de vVWF. El kit puede contener mas de una
macromolécula (por ejemplo, VWF, gplb o macromolécula de colageno y/o acido polinucleico). Los agentes
moduladores segun la invencion, a concentraciones de aproximadamente 1 yM a 1 mM o mas, se afiaden a pocillos
definidos en presencia de una concentracion apropiada de construccion de polipéptido, dicha concentracion de dicho
polipéptido preferentemente en el intervalo de 1 yM a 1 mM. Los kits pueden contener mas de un polipéptido.

Se realizan ensayos de unién segun los métodos ya desvelados en el presente documento y los resultados se
comparan con el nivel inicial de, por ejemplo, VWF, o fragmento del mismo, que se une a un polipéptido, tal como,
por ejemplo, un polipéptido representado por cualquiera de SEC ID N.%: 2 a 15, 20 a 34, 38 a 45 0 62 a 65, pero en
ausencia de agente modulador afiadido. Los pocillos que muestran al menos 2 veces, preferentemente 5 veces, mas
preferentemente 10 veces, y lo mas preferentemente un aumento o disminucién de 100 veces o mas en la union de
vWF-polipéptido (por ejemplo) en comparacion con el nivel de actividad en ausencia de modulador se seleccionan
para analisis adicional.

Otros kits segun la invencion

La invencion proporciona kits Utiles para cribar moduladores de la agregacion mediada por plaquetas, ademas de
kits utiles para diagnosticar enfermedades o trastornos caracterizados por desregulacion de la agregacion mediada
por plaquetas. Kits utiles segun la invencion pueden incluir un vWF aislado, o fragmento del mismo.
Alternativamente, o ademas, un kit puede comprender células transformadas para expresar vVWF, o fragmento del
mismo. En otra realizacién, un kit segun la invenciéon puede comprender un polinucleétido que codifica VWF, o
fragmento del mismo. En una realizacién todavia adicional, un kit segun la invencién puede comprender los
cebadores especificos Utiles para la amplificacion de vVWF, o fragmento del mismo. Alternativamente, en casos en
los contra la macromolécula que va a cribarse es gplb, o colageno, las realizaciones anteriores llevarian gplb,
gpla/lla, o polipéptido de colageno o acido polinucleico, o fragmento del mismo, respectivamente, en lugar de vWF.
El kit puede contener mas de una macromolécula (por ejemplo, VWF, gplb, o macromolécula de colageno o acido
polinucleico, o fragmento del mismo). Kits utiles segun la invencion pueden comprender un polipéptido aislado
representado por cualquiera de SEC ID N.°: 1 a 15, 20 a 47 o 62 a 65, un homdlogo del mismo, o una porcion
funcional del mismo, o una construccion de polipéptido segun la invenciéon. Un kit segin la invencién puede
comprender células transformadas para expresar dicho polipéptido. Los kits pueden contener mas de un polipéptido.
En otra realizacion, un kit segun la invencion puede comprender un polinucleétido que codifica una macromolécula,
por ejemplo, VWF, gplb, o colageno, o fragmento del mismo. En una todavia realizacion adicional, un kit segun la
invencion puede comprender los cebadores especificos Utiles para la amplificacion de una macromolécula tal como,
por ejemplo, VWF gplb, o colageno, o fragmento del mismo. Todos los kits segun la invencion comprenderan los
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articulos establecidos o combinaciones de articulos y, por tanto, materiales de embalaje. Los kits también incluiran
instrucciones para su uso.

Dispositivos médicos

La invencién también proporciona dispositivos médicos invasivos recubiertos con una construccion de polipéptido de
la invenciéon o un agente resultante de un método de cribado de la invencién para su uso en dispositivos que
requieren los mismos. Ejemplos no limitantes de dispositivos incluyen tubos quirdrgicos, dispositivos de oclusion,
dispositivos protéticos. La aplicacion para dichos dispositivos incluye procedimientos quirirgicos que requieren una
modulacion de la agregacion mediada por plaquetas alrededor del sitio de invasion.

Una realizacion de la presente es un método para tratar dispositivos médicos invasivos para prevenir la agregacion
mediada por plaquetas alrededor del sitio de invasién que comprende la etapa de recubrir dicho dispositivo con una
construccion de polipéptido o agente segun la invencion.

Otra realizacion de la presente es un dispositivo médico invasivo que previene la agregacion mediada por plaquetas
alrededor del sitio de invasion, en el que dicho dispositivo esta recubierto de una construccién de polipéptido o
agente segun la invencion.

EJEMPLOS

La invencion se ilustra por los siguientes ejemplos no limitantes.

Leyenda de los ejemplos

Ejemplo 1. Inmunizacion de llama 002
Ejemplo 2. Clonacion del repertorio
Ejemplo 3. Rescate de la biblioteca, preparacion de fagos

Seleccién de ligantes para VWF que inhiben la interaccién con colageno:

Ejemplo 4. Seleccion de ligantes para VWF que inhiben la interaccion con colageno: Primera y segunda ronda de
inmunopurificacion

Ejemplo 5. Caracterizacion funcional de ligantes de VWF: Inhibicién de la unién de vWF a colageno por VHH
Ejemplo 6. Expresion y purificacion de VHH

Ejemplo 7. ELISA que se une a VWF

Ejemplo 8. Especificidad de los VHH

Ejemplo 9. ELISA de inhibiciéon con VHH purificado

Ejemplo 10. Secuenciacion de los clones

Ejemplo 11. Mapeo de epitopes

Ejemplo 12. Expresion y purificacion de VHH bivalentes y biespecificos

Ejemplo 13. Unién en ELISA a VWF

Ejemplo 14. ELISA de inhibicion con VHH purificado

Ejemplo 15. Estabilidad de construcciones bivalentes o biespecificas en plasma humano

Ejemplo 16. Evaluacion de la inhibicion por VHH a alto cizallamiento.

Seleccién de ligantes para VWF que inhiben la interaccién con plaguetas:

Ejemplo 17. Seleccion de ligantes para vVWF que inhiben la interaccion con plaquetas: Inmunopurificacion
Ejemplo 18. Cribado de la unién al dominio A1 de vVWF

Ejemplo 19. Seleccion de ligantes para vVWF que inhiben la interaccion con plaquetas: MATCHM
Ejemplo 20. ELISA: unién a vVWF de VHH purificado

Ejemplo 21. ELISA de inhibiciéon con VHH purificado

Ejemplo 22. Secuenciacion de los clones

Ejemplo 23. Evaluacion de la inhibicion por VHH a alto cizallamiento.

Ejemplo 24. Expresion de VHH bivalentes y purificacion

Ejemplo 25. Evaluacion de la inhibicion por VHH a alto cizallamiento.

Preparacién de construcciones biespecificas para VHH especifico de vWEF:

Ejemplo 26. Construccion y secuencia de construcciones biespecificas

Ejemplo 27. Expresion y purificacion de construcciones biespecificas

Ejemplo 28. Unién a vVWF

Ejemplo 29. Inhibicion de la unién de VWF a colageno por las construcciones biespecificas en comparacion con los
VHH monovalentes

Ejemplo 30. Evaluacion de la inhibicion por VHH a alto cizallamiento.
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igantes para colageno tipo | y tipo llI:

Ejemplo 31.
Ejemplo 32.
Ejemplo 33.
Ejemplo 34.
Ejemplo 35.
Ejemplo 36.
Ejemplo 37.
Ejemplo 38.
Ejemplo 39.
Ejemplo 40.

Seleccion de ligantes para colageno tipo |

VHH de prueba en ELISA para unirse a colageno tipo | y tipo Il

Secuenciacion de los clones

Union de VHH purificado a colageno tipo | y tipo 111

Seleccion de ligantes para colageno tipo | que inhibe la interaccion con vVWF

VHH de prueba en ELISA para unirse a colageno tipo | y tipo Il

Secuenciacion de los clones

Union de VHH purificado a colageno tipo | y tipo 111

Prueba de inhibicion de la union de vVWF a colageno por VHH especifico de colageno en ELISA
Inhibicién de prueba de la agregacion de plaquetas por VHH especifico de colageno a bajo (300 s™)y a

alto (1600 s™) cizallamiento

Semivida mejorada de VHH:

Ejemplo 41.
Ejemplo 42.
Ejemplo 43.
Ejemplo 44.
Ejemplo 45.
Ejemplo 46.
Ejemplo 47.
Ejemplo 48.
Ejemplo 49.
Ejemplo 50.
Ejemplo 51.
Ejemplo 52.
Ejemplo 53.
Ejemplo 54.

Inmunizacioén de llamas

Clonacion del repertorio

Rescate de la biblioteca, preparacion de fagos

ELISA de fagos

Seleccion: Primera y segunda ronda de bioinmunopurificacion
Cribado de clones individuales después de la bioinmunopurificacién
Patrén y secuenciacion de Hinfl

Prueba de reactividad cruzada con albumina de diferentes especies
Expresion y purificacion

ELISA en MSA de los nanocuerpos purificados

Construccion y secuencia de construcciones biespecificas
Expresion y purificacion de construcciones biespecificas
Funcionalidad de ambos VHH en la construccién biespecifica
Inhibicion de la unién de VWF a colageno por las construcciones biespecificas en comparacion con los

VHH monovalentes

Seleccién de ligantes para gplb que inhibe la interaccién con vVWF:

Ejemplo 55
Ejemplo 56
Ejemplo 57
Ejemplo 58
Ejemplo 59
Ejemplo 60

. Selecciodn de ligantes para rgplb

. Cribado de ligantes en ELISA.

. Unién de VHH purificado a rgplb

. Secuenciacion de los clones

. Prueba de propiedades inhibidoras de VHH especificos para gplb
. Evaluacién de la inhibicién por VHH a alto cizallamiento.

Recubrimiento de endoprétesis vasculares, tubos, globos, catéteres, material de trasplante con VHH:

Ejemplo 61
Ejemplo 62

. Estabilidad de VHH
. VHH inmovilizados en un polimero

Humanizacién de C37:

Ejemplo 63
Ejemplo 64

Fragmentos

. Alineamiento de C37 con DP-47
. Mutagénesis de C37

de VHH anti-vWF

Ejemplo 65
Ejemplo 66
Ejemplo 67
Ejemplo 68
Ejemplo 69

Ejemplos

Ejemplo 1:

. Expresion de un fragmento VHH-CDR3 de vVWF-C37

. Seleccion mediante la primera y segunda ronda de bioinmunopurificacion en A1 recombinante (rA1)
. Cribado de clones individuales después de la bioinmunopurificaciéon

. Patrén y secuenciacion de Hinfl

. ELISA de inhibicién

Inmunizacion de llama 002

Se inmunizo6 una llama con una mezcla de VWF y colageno tipo | y tipo Ill. Aquellos antigenos son todos los que
participan en las primeras interacciones que conducen a la agregacion de plaquetas (Figura 1). El esquema de

inmunizacio

n se resume en la Tabla 1
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Ejemplo 2: Clonacion del repertorio

Se aislaron linfocitos de sangre periférica (PBL) por centrifugacion en un gradiente de densidad (Ficoll-Paque Plus
Amersham Biosciences). Los PBL se usaron para extraer ARN total (Chomczynski y Sacchi 1987). Se prepar6 ADNc
en 100 pg de ARN total con MMLYV transcriptasa inversa (Gibco BRL) usando oligonucleétidos oligo d(T). El ADNc se
purificd con una extraccion con fenol/cloroformo, seguido de una precipitacion con etanol y posteriormente se uso
como molde para amplificar el repertorio de VHH.

En una primera PCR, el repertorio de segmentos de genes de tanto anticuerpos convencionales (1,6 kb) como de
cadenas pesadas (1,3 kb) se amplificaron usando un cebador especifico de conductor (5'-
GGCTGAGCTCGGTGGTCCTGGCT.3)  (SECIDN® 66) y el cebador olgo d(T) (5-

MCTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGGAAI IBERAAREERRERERR! [T--S') (SEC ID N.° 67) Los fragmentos

de ADN resultantes se separaron por electroforesis en gel de agarosa y el fragmento de 1,3 kb, que codifica
segmentos de anticuerpos de cadenas pesadas, se purific en gel de agarosa. Se realiz6é una segunda PCR usando
una mezcla de cebadores inversos de FR1 y el mismo cebador directo oligo d(T). Los productos de PCR se
digirieron con Sfil (introducido en el cebador de FR1) y BstEll (que se produce naturalmente en FR4). Tras la
electroforesis en gel, el fragmento de ADN de aproximadamente 400 pares de bases se purificé en gel y se ligd en
los sitios de restriccion correspondientes del fagémido pAX004 para obtener una biblioteca de VHH clonados
después de la electroporacion de TG1 de Escherichia coli. El tamafio de la biblioteca fue 1,4 x 107 ufc, y todos los
clones contuvieron inserto del tamafio correcto.

Ejemplo 3: Rescate de la biblioteca, preparacion de fagos

La biblioteca se cultivd a 37 °C en 10 ml de medio 2xTY que contenia 2 % de glucosa y 100 ug/ml de ampicilina,
hasta que la DO600 nm alcanzo 0,5. Se afiadieron fagos M13KO7 (10'%) y la mezcla se incub6 a 37 °C durante 2 x
30 minutos, primero sin agitacion, y luego con agitacion a 100 rpm. Las células se centrifugaron durante 10 minutos
a 4500 rpm a temperatura ambiente. El sedimento bacteriano se resuspendié en 50 ml de medio 2xTY que contenia
100 pg/ml de ampicilina y 25 pg/ml de kanamicina, y se incubd durante la noche a 37 °C con agitacion vigorosa a
250 rpm. Los cultivos durante la noche se centrifugaron durante 15 minutos a 10000 rpm a 4 °C. Los fagos se
precipitaron con PEG (20 % de polietilenglicol y NaCl 1,5 M) y se centrifugaron durante 30 minutos a 10000 rpm. El
sedimento se resuspendié en 20 ml de PBS. Los fagos se precipitaron de nuevo con PEG y se centrifugaron durante
30 minutos a 20000 rpm y 4 °C. El sedimento se disolvié en 5 ml de PBS-1 % de caseina. Los fagos se valoraron por
infeccion de células TG1 a DO600 nm= 0,5 y sembrando sobre placas de LB agar que contenian 100 ug/ml de
ampicilina y 2 % de glucosa. El nimero de transformantes indica el nimero de fagos (= ufp). Los fagos se
almacenaron a -80 °C con 15 % de glicerol.

Seleccion de ligantes para vWF que inhiben la interacciéon con colageno (Figura 2)

Ejemplo 4: Seleccion de ligantes para vVWF que inhiben la interaccién con colageno: Primera y segunda
ronda de inmunopurificacién

Se recubrié un pocillo en una placa de microtitulo con 2 yg/ml de vVWF o con PBS que contenia 1 % de caseina.
Después de la incubacién durante la noche a 4 °C, los pocillos se bloquearon con PBS que contenia 1 % de caseina,
durante 3 horas a TA. Se afiadieron 200 ul de fagos a los pocillos. Después de 2 horas de incubaciéon a TA, los
pocillos se lavaron 10x con PBS-Tween y 10x con PBS. Los fagos se eluyeron especificamente con 100 pl de
100 pg/ml de colageno tipo lll. Las eluciones se realizaron durante la noche a temperatura ambiente. Se dejé que los
fagos eluidos infectaran células TG1 en crecimiento exponencial, y a continuacién se sembraron en placas de LB
agar que contenian 100 pg/ml de ampicilina y 2 % de glucosa. Este experimento se repitid6 durante una segunda
ronda de inmunopurificacion, bajo las mismas condiciones que se han descrito anteriormente. Los resultados de la
inmunopurificacion se presentan en la Tabla 2.

Ejemplo 5: Caracterizacion de ligantes de vWF: Inhibicion de la unién de vWF a colageno por VHH

Se recubrié durante la noche una placa de microtitulacion a 4 °C con colageno tipo Il a 25 ug/ml en PBS. La placa
se lavo cinco veces con PBS-Tween y se bloqued durante 2 horas a temperatura ambiente con PBS que contenia
1 % de caseina. La placa se lavo cinco veces con PBS-Tween. Se mezclaron 100 pl de 2 pg/ml de vVWF (el vVWF se
preincuba a 37 °C durante 15 minutos) con 20 yl de extracto periplasmico que contenia un anticuerpo para VHH
(descrito en el Ejemplo 6) y se incub6 durante 90 minutos a temperatura ambiente en los pocillos de la placa de
microtitulo. La placa se lavd cinco veces con PBS-Tween. Se diluyé un anticuerpo monoclonal anti-vWF-HRP
(DAKO) 3.000 veces en PBS y se incubd durante 1 hora. La placa se lavo cinco veces con PBS-Tween y la union de
VWF se detecté con ABTS/H,O,. Las sefiales se midieron después de 30 minutos a 405 nm. Los resultados se
presentan en la Tabla 3, que muestran que se obtienen inhibidores después de la primera y segunda ronda de
inmunopurificacion.
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Ejemplo 6: Expresion y purificacion de VHH

Se preparé plasmido para ligantes para VWF que inhiben la interacciéon con colageno tipo lll y se transformé en
células electrocompetentes WK6. Se usd una Unica colonia para empezar un cultivo durante la noche en LB que
contenia 2 % de glucosa y 100 pg/ml de ampicilina. Este cultivo durante la noche se diluyé 100 veces en 300 ml de
medio TB que contenia 100 pug/ml de ampicilina, y se incubd a 37 °C hasta que la DO 600 nm = 0,5. Se afadid IPTG
1 mM y el cultivo se incubd durante 3 horas mas a 37 °C o durante la noche a 28 °C.

Los cultivos se centrifugaron durante 20 minutos a 10000 rpm a 4 °C. El sedimento se congel6 durante la noche o
durante 1 hora a -20 °C. A continuacion, el sedimento se descongeld a temperatura ambiente durante 40 minutos, se
resuspendid en 20 ml de PBS y se agitd sobre hielo durante 1 hora. La fraccion periplasmica se aislé por
centrifugacion durante 20 minutos a 4 °C a 20000 rpm. El sobrenadante que contenia el VHH se cargd sobre Ni-NTA
y se purificd a homogeneidad. El rendimiento de VHH se calculé segun el coeficiente de extincion. Los resultados se
resumen en la Tabla 4.

Ejemplo 7: ELISA: Union a vWF

Se recubrié una placa de microtitulacion con 2 pg/ml de vWF, durante la noche a 4 °C. Las placas se bloquearon
durante dos horas a temperatura ambiente con 300 pl de 1 % de caseina en PBS. Las placas se lavaron tres veces
con PBS-Tween. Las series de dilucién de todas las muestras purificadas se incubaron durante 2 horas a TA. Las
placas se lavaron seis veces con PBS-Tween, después de lo cual la unién de VHH se detectd por incubacién con
mAb de raton anti-myc 1/2000 en PBS durante 1 hora a TA seguido de conjugado anti-ratén-HRP 1/1000 en PBS,
también durante 1 hora a TA. Se realiz6 tincion con el sustrato ABTS/H»0, y las sefiales se midieron después de 30
minutos a 405 nm. La union en funcion de la concentracion de VHH purificado se indica en la Figura 3.

Ejemplo 8: Especificidad de los VHH

Se recubrieron placas de microtitulos con 2 pg/ml de vWF y otros 3 antigenos que no participan en la agregacion de
plaquetas, pero que también se inmunizaron en llama 002. Se realizé ELISA como se ha descrito en Ejemplo 7 con
VHH 670, 67 y 6,7 nM. Los resultados se resumen en la Tabla 5. Los resultados muestran que el VHH inhibidor es
especifico para vVWF.

Ejemplo 9: ELISA de inhibicion con VHH purificado

Se realiz6é ELISA de inhibicion como se ha descrito en el Ejemplo 5, pero con concentraciones decrecientes de VHH
y con plasma humano a una diluciéon de 1/60 en lugar de con VWF purificado o con plasma sin diluir humano. Los
resultados se representan en la Figura 4. La concentracion de VHH resultante al 50 % de inhibicién (Clso) se da en la
Tabla 6.

Ejemplo 10: Secuenciacion de los clones

Los clones se secuenciaron con cebador inverso universal M13. Las secuencias de aminoacidos se muestran en la
Tabla 30 (SEC ID niumeros 1, 3,4, 5,6y 7).

Ejemplo 11: Mapeo de epitopes

Clonacion del dominio A3 de vVWF en pBAD-Oprl-ss

Se usé6 el vector pBAD-Oprl-strep-spec para mostrar el dominio A3 de VWF como una fusién con Oprl sobre la
superficie de células UT5600 de E. coli (F- ara-14 leuB6 azi-6 lacY1 proC14 tsx-67 entA403 trpE38 rfbD1 rpsL109
xyl-5 mtl-1 thi1 DompT fepC266) (Cote-Sierra et al., 1998, Gene, 221: 25-34). El gen que codifica el dominio A3 de
vWF (201 aa) se amplificé por PCR usando los cebadores A3for y A3back de PCR.

A3for: CTG GTG CTG CAG AGG TGA AGC TTC GGA GAG GGG CTG CAG ATC (SEC ID N.68)
A3back: ATC CAT GCA BAT CCT CTA GAA TCC AGA GCA CAG TTT GTG GAG (SEC ID N.° 69)

El fragmento y vector se digirieron con Hindlll y Xbal, se ligaron y se transformaron en UT5600 (= pBAD-
VWFA1/pBAD-vWFAS3). Las células transformadas se sembraron sobre placas de LB agar que contenian 20 ug/ml
de estreptomicina, 50 pug/ml de espectinomicina.

El plasmido pBAD-VWFAS se transformo en células UT5600 F y se sembraron en placas de LB agar con 20 yg/ml de
estreptomicina, 50 pg/ml de espectinomicina. Se us6 una Unica colonia para inocular medio LB con 20 ug/ml de
estreptomicina, 50 ug/ml de espectinomicina. Las células se cultivaron durante la noche a 37 °C a 200 rpm. Al dia
siguiente, las células se indujeron con 0,2 % de arabinosa y se incubaron durante 1 hora mas a 37 °C a 150 rpm.
Los lisados celulares totales se hirvieron en tampén de muestra reductor, se cargaron sobre 12 % de SDS-PAGE y
se transfirieron a nitrocelulosa para transferencia Western. Las proteinas transferidas se detectaron usando un

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 542 330 T3

anticuerpo monoclonal anti-Oprl (SH2.2) (Cote-Sierra et al., 1998, Gene, 221: 25-34). Se aplic6 un anti-lgG de ratén
conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma), y las transferencias se desarrollaron con BCIP/NBT (Figura 5). Los
plasmidos pBAD-vWF-A3 se transformaron en células UT5600 F y se sembraron sobre placas de LB agar con
20 pg/ml de estreptomicina, 50 pg/ml de espectinomicina. Se usé una uUnica colonia para inocular medio LB con
20 pg/ml de estreptomicina, 50 pg/ml de espectinomicina. Las células se cultivaron durante la noche a 37 °C a 200
rpm. Al dia siguiente, las células se indujeron con 0,2 % de arabinosa y se incubaron durante 1 hora mas a 37 °C a
150 rpm. Se recubrié una placa de microtitulacion durante la noche a 4 °C con el anticuerpo monoclonal anti-Oprl
(SH2.2) diluido 1/1000 en PBS y se bloque6 durante 2 horas a TA con PBS que contenia 1 % de caseina. Después
de la induccidn, se dejo que las células totales se unieran a la placa durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
placas se lavaron cinco veces con PBS-Tween. Se dejé que las preparaciones de fagos de colonias individuales se
unieran durante dos horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron cinco veces con PBS-Tween. Se usé un
conjugado de anti-M13 - HRP para la deteccién de la unién de fago a células de E. coli que expresan el dominio A3
0 a un antigeno irrelevante sobre su superficie. Las placas se lavaron cinco veces con PBS-Tween. Se realizd
tincion con ABTS/H20, y se midieron sefiales después de 30 minutos a 405 nm. Los resultados se resumen en la
Tabla 7.

Ejemplo 12: VHH bivalentes y biespecificos: Expresion y purificacion

Se disefio la produccion en E. coli del vector pAX11 (Figura 6), que permite la clonacion de dos etapas de VHH
bivalente o biespecifico.

El VHH del extremo carboxi se clona primero con Pstl y BstEll, mientras que en la segunda etapa el otro VHH se
inserta por Sfil y Notl, que no se cortan dentro del primer fragmento de gen. El procedimiento evita la imposicion de
nuevos sitios por amplificacion y asi el riesgo de introducir errores por PCR. La secuencia se muestra en la Tabla 30
(SEC ID nimeros 8, 9, 10, 11y 12).

Se expreso proteina y se purific6 como se ha descrito en el Ejemplo 6. Se necesité una etapa de purificacion
adicional sobre Superdex 75 para la eliminacién de algo de producto de degradacion monovalente (5-10 %). Los
rendimientos obtenidos para 1 litro de expresion y purificacion de proteina bivalente en E. coli se resumen en la
Tabla 8.

Ejemplo 13: Unién en ELISA a vVWF

Se probo la unién a vWF en ELISA como se ha descrito en el Ejemplo 7 y en comparacién con la uniéon de VHH
monovalente. Los resultados se muestran en la Figura 7. Es evidente de los resultados que VHH bivalente y
biespecifico muestran unién mas fuerte a VWF cuando se compara con VHH monovalente.

Ejemplo 14: ELISA de inhibicién con VHH purificado

Se probd la inhibicién de la unién de vVWF a colageno para VHH monovalentes en comparacién con bivalentes como
se ha descrito en el Ejemplo 5. En lugar de usar VWF purificado, se us6 plasma humano, de babuino y de cerdo en
paralelo a una dilucién de 1/60. Los valores de Clso se resumen en la Tabla 9.

Ejemplo 15: Estabilidad de construcciones bivalentes o biespecificas en plasma humano

Se probd la estabilidad de construcciones bivalentes por incubacién a 37 °C en plasma humano. Se incubé AM-4-15-
3/AM2-75 en plasma humano a una concentracion de 38 ug/ml a 37 °C. Se saco una muestra después de 1,2, 3,6y
24 horas de incubacion. Las muestras se diluyeron 10 veces y se analizaron por transferencia Western. Los
resultados se resumen en la Figura 8 y muestran que la construccion bivalente es estable durante al menos 24 horas
a 37 °C en plasma humano.

Ejemplo 16: Evaluacion de la inhibiciéon por VHH a alto cizallamiento.

Se limpiaron cubreobjetos de vidrio (18 x 18 mm, Menzel Glaser) durante la noche con una disolucién de acido
cromosulfurico (2 % de trioxido de cromo) y se aclararon con agua destilada antes de la pulverizacién. Se solubilizé
colageno monomeérico tipo 1ll en 50 mmol/l de acido acético y se pulverizé con una densidad de 30 pg/cm? sobre
cubreobjetos de vidrio con un cepillo de aire de retoque (modelo 100 de Badger, Badger Brush Co). Después del
procedimiento de pulverizacion, la superficie del colageno se bloque6 durante 1 hora con 1 % de albumina humana
en PBS (10 mmol/l de tampodn fosfato, pH 7,4, y 0,15 mol/l de NaCl) para prevenir la union de proteina no especifica
durante la posterior perfusion. Los estudios de perfusién sobre el colageno tipo Il se llevaron a cabo en una camara
de perfusion de placas paralelas pequefias especialmente ideada con caracteristicas reoldgicas bien definidas que
acomodan un cubreobjetos de vidrio. Se obtuvo sangre completa por venopuncién de voluntarios. La sangre se
extrajo a través de la camara de perfusion por una bomba de infusién Harvard (bomba 22, modelo 2400-004;
Harvard, Natick, MA). El tiempo de perfusion fue 5 minutos. Se insertaron cubreobjetos por triplicado en la camara.
Se precalentaron cinco mililitros de sangre completa a 37 °C durante 5 minutos con o sin adicién de VHH, y a
continuacién se recircularon a través de la camara durante 5 minutos a una tasa de cizallamiento de la pared de
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300s” o 1600s”. Se sacaron los cubreobjetos, se aclararon, se fijaron con 0,05 % de glutaraldehido, se
deshidrataron con metanol y se tifieron con May-Griinwald/Giemsa. La adhesion de plaquetas se cuantificé con un
microscopio 6ptico (1.000x aumentos) conectado a un analizador de imagenes computerizado (AMS 40-10, Saffron
Walden, RU). La adhesion de plaquetas se expresé como el porcentaje de la superficie cubierta con plaquetas. Los
resultados se resumen en la Tabla 10y 11.

Seleccion de ligantes para VWF que inhiben la interacciéon con plaquetas (Figura 9).

Ejemplo 17: Seleccion de ligantes para vVWF que inhiben la interaccion con plaquetas: Inmunopurificacion

Se recubrieron inmunotubos con 2 ug/ml de VWF o con PBS que contenia 1% de caseina. Después de la
incubacion durante la noche a 4 °C, los tubos se bloquearon con PBS que contenia 1 % de caseina, durante 3 horas
a TA. Se afiadieron 200 pl de fagos a los inmunotubos con un volumen final de 2 ml en PBS. Después de 2 horas de
incubacion a TA, los inmunotubos se lavaron 10x con PBS-Tween y 10x con PBS. Los fagos unidos se eluyeron con
2 ml de tampon glicina 0,2 M a pH = 2,4. Las eluciones se realizaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se
dejo que los fagos eluidos infectaran células TG1 en crecimiento exponencial, y a continuacion se sembraron en
placas de LB agar que contenian 100 ug/ml de ampicilina 'y 2 % de glucosa. Los resultados de la inmunopurificacion
se presentan en la Tabla 12.

Ejemplo 18: Cribado de la unién al dominio A1 de vWF

Se usé el vector pBAD-Oprl-strep-spec para mostrar el dominio A1 de VWF como una fusién con Oprl sobre la
superficie de células UT5600 de E. coli (F- ara-14 leuB6 azi-6 lacY1 proC14 tsx-67 entA403 trpE38 rfbD1 rpsL109
xyl-5 mtl-1 thi1 DompT fepC266) (Cote-Sierra et al., 1998, Gene, 221: 25-34). El gen que codifica el dominio A1 de
VWF (219 aa) se amplificé por PCR usando los cebadores A1for y Alback de PCR.

Affor: CCG GTG AGC CCC ACC ACT CTA AGC TTG GAG GAC ATC TCG GBA CCG (SECIDN.°70)
Alback: CCC CAG GGT CGA AAC CCT CTA GAG CCC CGG GCC CAC AGT GAC. (SECIDN.°71)

El fragmento y vector se digirieron con Hindlll y Xbal, se ligaron y se transformaron en UT5600 (= pBAD-
VWFA1/pBAD-vWFAS3). Las células transformadas se sembraron sobre placas de LB agar que contenian 20 pyg/ml
de estreptomicina, 50 pug/ml de espectinomicina.

El plasmido pBAD-vWFA1 se transformo en células UT5600 F y se sembraron en placas de LB agar con 20 yg/ml de
estreptomicina, 50 pg/ml de espectinomicina. Se us6 una Unica colonia para inocular medio LB con 20 ug/ml de
estreptomicina, 50 ug/ml de espectinomicina. Las células se cultivaron durante la noche a 37 °C a 200 rpm. Al dia
siguiente, las células se indujeron con 0,2 % de arabinosa y se incubaron durante 1 hora mas a 37 °C a 150 rpm.
Los lisados celulares totales se hirvieron en tampén de muestra reductor, se cargaron sobre 12 % de SDS-PAGE y
se transfirieron a nitrocelulosa para transferencia Western. Las proteinas transferidas se detectaron usando un
anticuerpo monoclonal anti-Oprl (SH2.2) (Cote-Sierra et al., 1998, Gene, 221: 25-34). Se aplicé un anti-lgG de ratén
conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma), y las transferencias se desarrollaron con BCIP/NBT como se muestra en
la Figura 10.

El ELISA se realizd como se ha descrito en el Ejemplo 11. Los resultados se resumen en la Tabla 13. Los resultados
indican que se obtiene VHH especifico del dominio A1 de vWF.

Ejemplo 19: Seleccion de ligantes para vVWF que inhiben la interaccion con plaquetas: MATCHM

Se usaron células de E. coli que expresan el dominio A1 de VWF (Ejemplo 18) para un experimento MATCHM: se
cultivaron células UT5600 transformadas con pBAD-Oprl-A1 y se indujeron con 0,2 % de arabinosa. Las células se
lavaron y se incubaron con los fagos durante 1 hora a TA. Esta mezcla se lavd 7 veces con PBS-Tween y los fagos
se eluyeron con células TG1 en crecimiento exponencial. Los presentes inventores realizaron una primera y una
segunda ronda de seleccion. Los resultados se resumen en la Tabla 14.

Ejemplo 20: ELISA: Unién a vWF de VHH purificado

Se expresaron VHH especificos para el dominio A1 de vVWF y se purificaron como se ha descrito en el Ejemplo 6. La
union en ELISA a VWF se midié como se ha descrito en el Ejemplo 7. Los resultados se muestran en la Figura 11.

Ejemplo 21: ELISA de inhibicién con VHH purificado

Se recubrié una placa de microtitulacion durante la noche a 4 °C con un anticuerpo especifico para el receptor de
plaquetas gplb a 5 pg/ml en PBS. La placa se lavé cinco veces con PBS-Tween y se bloque6 con 300 ul de PBS-1 %
de caseina durante 2 horas a temperatura ambiente. La placa se lavd 3 veces con PBS-Tween. El receptor de
plaquetas gplb (gplb) se aplico a los pocillos de la placa de microtitulacion a una concentracion de 1 ug/ml y se dejo
que se uniera durante 2 horas a temperatura ambiente. La placa se lavd cinco veces con PBS-Tween. Se afiadieron
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VHH (A38 (control negativo) y A50 (ligante de A1 de VWF)) a concentracion decreciente. El plasma que contiene
VWF se pre-incub6 a una dilucién de 1/128 a 37 °C durante 5 minutos. Se afiadié Risto a una concentracion final de
760 pyg/ml y se anadié al VHH. Esta mezcla se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Entonces se
aplicaron 100 pl de esta mezcla a un pocillo de placa de microtitulacion y se incubd durante 90 minutos a
temperatura ambiente. La placa se lavo cinco veces con PBS-Tween. Se diluy6 un anticuerpo monoclonal anti-vWF-
HRP 3.000 veces en PBS y se incubé durante 1 hora. La placa se lavé cinco veces con PBS-Tween y la union de
VWF se detecté con ABTS/H,O,. Las sefiales se midieron después de 30 minutos a 405 nm. Los resultados se
resumen en la Figura 12.

Ejemplo 22: Secuenciacion de los clones

Se secuenciaron clones con el cebador inverso universal M13. Las secuencias de aminoacidos se muestran en la
Tabla 30 (SEC ID numeros 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 y 31).

Ejemplo 23: Evaluacién de la inhibiciéon por VHH a alto cizallamiento.

Se realizaron experimentos de cizallamiento como se ha descrito en el Ejemplo 16. La adhesién de plaquetas se
expres6 como el porcentaje de la superficie cubierta con plaquetas. Los resultados se resumen en la Tabla 15y 16.

Ejemplo 24: VHH bivalentes: Expresion y purificacion

Se construyeron moléculas bivalentes como se ha descrito en el Ejemplo 12. La secuencia se muestra en la Tabla
30 (SEC ID numeros 32, 33 y 34).

Se expreso proteina y se purifico6 como se ha descrito en el Ejemplo 6. Se necesité una etapa de purificacion
adicional sobre Superdex 75 para la eliminacion de algo de producto de degradacion monovalente (5-10 %).

Ejemplo 25: Evaluacién de la inhibicion por VHH a alto cizallamiento.

Se realizaron experimentos de cizallamiento como se ha descrito en el Ejemplo 16. La adhesién de plaquetas se
expres6 como el porcentaje de la superficie cubierta con plaquetas. Los resultados se resumen en la Tabla 17 y 18.

Preparacion de construcciones biespecificas para VHH especifico de vVWF (Figura 13)

Ejemplo 26: Construccion y secuencia de construcciones biespecificas

Se prepararon construcciones como se ha descrito en el Ejemplo 12, con un VHH especifico para vVWF y que inhibe
la interaccion con colageno, y el segundo VHH también especifico para VWF, pero que inhibe la interaccion con el
receptor de plaquetas gplb: las secuencias se muestran en la Tabla 30 (SEC ID N.°: 20, 21 y 22)

Ejemplo 27: Expresion y purificacion de construcciones biespecificas

Se expreso proteina y se purific6 como se ha descrito en el Ejemplo 6. Se necesité una etapa de purificacion
adicional sobre Superdex 75 para la eliminacién de algo de producto de degradacion monovalente (5-10 %). Los
rendimientos obtenidos para 1 litro de expresion y purificacion de proteina biespecifica en E. coli se resumen en la
Tabla 19.

Ejemplo 28: Unién a vVWF

Se probé la unién a vVWF en ELISA como se ha descrito en el Ejemplo 7. Los resultados se muestran en la Figura
14.

Ejemplo 29: Inhibicion de la union de vWF a colageno por las construcciones biespecificas en comparacion
con los VHH monovalentes

Se probd la inhibiciéon de la unién de VWF a colageno para construcciones monovalentes en comparacion con
biespecificas como se ha descrito en el Ejemplo 5. Los valores de Clsp se resumen en la Tabla 20.

Ejemplo 30: Evaluacién de la inhibicion por VHH a alto cizallamiento.

Se realizaron experimentos de cizallamiento como se ha descrito en el Ejemplo 16. La adhesién de plaquetas se
expres6 como el porcentaje de la superficie cubierta con plaquetas. Los resultados se resumen en la Tabla 21 y 22.

Cribado de ligantes para colageno tipo | y tipo lll (Figura 15)

Ejemplo 31: Seleccion de ligantes para colageno tipo |
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Se recubrié una placa de microtitulo con 25 ug/ml de colageno tipo I. Se prepararon fagos como se ha descrito en el
Ejemplo 3 y se dejé que se unieran al pocillo de una placa de microtitulo que se bloque6 durante 2 horas. Después
de lavar, los fagos se eluyeron con tampon glicina 0,1 M a pH = 4,5. Los resultados se resumen en la Tabla 23.
Ejemplo 32: VHH de prueba en ELISA para unirse a colageno tipo | y tipo Il

Se probaron clones para la unién en ELISA como se ha descrito en el Ejemplo 7, pero entonces sobre pocillos
recubiertos de colageno tipo | o tipo 11l a 25 pg/ml en PBS. Los resultados se resumen en la Tabla 24.

Ejemplo 33: Secuenciacion de los clones

Los clones se secuenciaron con cebador inverso universal M13. Las secuencias de aminoacidos se muestran en la
Tabla 30 (SEC ID numeros 35, 36 y 37).

Ejemplo 34: Unién de VHH purificado a colageno tipo | y tipo llI

Se expresaron VHH y se purificaron como se ha descrito en el Ejemplo 6. Se recubrié una placa de microtitulo con
25 pg/ml de colageno tipo | o tipo Ill y se bloqued. Se aplicaron ligantes en diluciones dobles y la unién se detectd
como se ha descrito en el Ejemplo 7. Los resultados se resumen en la Figura 16.

Ejemplo 35: Seleccion de ligantes para colageno tipo | que inhibe la interaccion con vWF

Se recubrié una placa de microtitulo con 25 ug/ml de colageno tipo |. Se prepararon fagos como se ha descrito en el
Ejemplo 3 y se dejé que se unieran al pocillo de una placa de microtitulo que se bloque6 durante 2 horas. Después
de lavar, los fagos se eluyeron con 300 ug/ml de vVWF. Se realizaron una segunda y tercera ronda de seleccion de la
misma forma.

Ejemplo 36: VHH de prueba en ELISA para unirse a colageno tipo | y tipo Il

Se probaron clones para la unién a colageno tipo | y tipo Il en ELISA como se ha descrito en el Ejemplo 34.
Ejemplo 37: Secuenciacion de los clones

Los clones se secuenciaron con cebador inverso universal M13.

Ejemplo 38: Unién de VHH purificado a colageno tipo | y tipo llI

Se expresaron VHH y se purificaron como se ha descrito en el Ejemplo 6. Se recubrié una placa de microtitulo con
25 pg/ml de colageno tipo | o tipo lll y se bloqued. Se aplicaron ligantes en diluciones dobles y la unién se detectd
como se ha descrito en el Ejemplo 34.

Ejemplo 39: Prueba de inhibicion de la unién de vWF a colageno por VHH especifico de colageno en ELISA

Se probo la inhibicion como se ha descrito en el Ejemplo 5.

Ejemplo 40: Inhibicion de prueba de la agregacion de plaquetas por VHH especifico de colageno a bajo y a
alto cizallamiento

Se realizaron experimentos de cizallamiento como se ha descrito en el Ejemplo 16. La adhesiéon de plaquetas se
expres6 como el porcentaje de la superficie cubierta con plaquetas.

Semivida mejorada de VHH

Ejemplo 41: Inmunizacién de llamas
Se inmunizé una llama con seroalbumina humana (HSA). El esquema de inmunizacion se resume en la Tabla 25.
Ejemplo 42: Clonacion del repertorio

La biblioteca se preparé como se ha descrito en el Ejemplo 2. El tamafio de la biblioteca fue 2 x 10" ufc, y todos los
clones contuvieron inserto del tamafio correcto.

Ejemplo 43: Rescate de la biblioteca, preparacion de fagos

Se prepararon fagos como se ha descrito en el Ejemplo 3.
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Ejemplo 44: ELISA de fagos

Se recubrié una placa de microtitulacion (Maxisorp) durante la noche a 4 °C con PBS-1 % de caseina o con 5 pg/ml
de HSA (seroalbumina humana). La placa se lavé 3 veces con PBS-Tween (0,05 % de Tween20) y se bloqued
durante 2 horas a temperatura ambiente con 200 pl de PBS-1 % de caseina. La placa se lavo cinco veces con PBS-
Tween. Se prepararon fagos como se ha descrito anteriormente y se aplicaron a los pocillos en diluciones dobles
sucesivas. Las placas se lavaron cinco veces con PBS-Tween. El fago unido se detectdé con un anticuerpo
monoclonal de ratén anti-M13 conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) diluido 1/2000 en PBS. Las
placas se lavaron cinco veces con PBS-Tween. Se realiz6 tincion con ABTS/H,O; y las sefales se midieron después
de 30 minutos a 405 nm. Los resultados se muestran en la Figura 17 e indican la presencia de nanocuerpos
especificos de HSA en la biblioteca.

Ejemplo 45: Seleccion: Primera y segunda ronda de bioinmunopurificacion

Se recubrié un pocillo en una placa de microtitulo con 10 pg/ml de seroalbumina de raton (MSA), o con PBS que
contenia 1 % de caseina. Después de la incubacién durante la noche a 4 °C, los pocillos se bloquearon con PBS que
contenia 1 % de caseina, durante 3 horas a TA. Se afiadieron 200 pl de fagos a los pocillos. Después de 2 horas de
incubacion a TA, los pocillos se lavaron 10x con PBS-Tween y 10x con PBS. Los fagos unidos se eluyeron con
100 pl de tampon glicina 0,2 M a pH = 2,4. Se realizaron eluciones durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se
dejo que los fagos eluidos infectaran células TG1 de E. coli en crecimiento exponencial y a continuacion se
sembraron en placas de LB agar que contenian 100 pg/ml de ampicilina y 2 % de glucosa. Se realizé una segunda
ronda con las mismas condiciones que se han descrito anteriormente. Los resultados se resumen en la Tabla 26.

Ejemplo 46: Cribado de clones individuales después de la bioinmunopurificaciéon

ELISA: Unién a seroalbumina humana (HSA) y seroalbimina de ratén (MSA)

Se preparo6 extracto periplasmico como se ha descrito en el Ejemplo 6.

Se recubrié una placa de microtitulacion con 5 ug/ml de HSA, con 5 pg/ml de seroalbimina de ratén (MSA) o con
PBS-1 % de caseina, durante la noche a 4 °C. Las placas se bloquearon durante dos horas a temperatura ambiente
con 300 ul de 1% de caseina en PBS. Las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween. Se preparé fraccion
periplasmica para 23 clones individuales después de la primera y segunda ronda de seleccion, y se dejé que se
unieran a los pocillos de la placa de microtitulo. Las placas se lavaron seis veces con PBS-Tween, después de lo
cual la unién de nanocuerpo se detectd por incubacién con anticuerpo monoclonal de ratén anti-histidina Serotec
MCA 1396 (dilucion 1/1000) en PBS durante 1 hora a TA seguido de conjugado anti-ratén-fosfatasa alcalina 1/2000
en PBS, también durante 1 hora a TA. Se realiz6 tincion con el sustrato PNPP (p-nitrofenil-fosfato, 2 mg/ml en
dietanolamina 1 M, Mg>SO4 1 mM, pH 9,8) y las sefiales se midieron después de 30 minutos a 405 nm. Los
resultados se resumen en la Tabla 27.

Ejemplo 47: Patron y secuenciacion de Hinfl

Se realiz6 una PCR en clones positivos después de la segunda ronda de inmunopurificacién, con un conjunto de
cebadores que se une a una secuencia en el vector. El producto de PCR se digirié con la enzima de restriccion Hinfl
y se cargd sobre un gel de agarosa. Se seleccionaron 4 clones con un patron de Hinfl diferente para evaluacion
adicional. Aquellos clones se secuenciaron, y los resultados se resumen en la Tabla 30 (SEC ID nimeros 16, 17, 18
y 19).

Ejemplo 48: Prueba de reactividad cruzada con albumina de diferentes especies

Se realiz6 una SDS-PAGE para plasma (dilucion 1/10) de diferentes especies (babuino, cerdo, hamster, ser
humano, rata, ratén y conejo) y se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa. Se prepararon fagos para los clones
MSA 21, MSA 24, MSA 210, MSA 212 y un nanocuerpo irrelevante como se ha descrito en el Ejemplo 3. Se dejo
que los fagos se unieran a las albuminas de suero transferidas a nitrocelulosa y se lavaron los fagos sin unir. La
unién se detectdé con un anticuerpo policlonal anti-M13 acoplado a HRP. Se us6 DAP como sustrato para la
deteccion. Los resultados se muestran en la Figura 18.

De estos resultados los presentes inventores pueden llegar a la conclusidon de que los 4 ligantes son reactivos de
forma cruzada entre cerdo, ser humano, ratén (menos para MSA212) y seroalbumina de hamster. MSA 21 también
es reactivo de forma cruzada con seroalbumina de conejo. Con el nanocuerpo irrelevante no se observé unién (no
mostrada).

Como experimento de control se realiz6 una SDS-PAGE con las diferentes muestras de plasma diluidas 1/100 en

PBS. El gel se tifi6 con Coomassie. Los presentes inventores pueden sacar la conclusion de la Figura 19 que los
niveles de albumina en todas las muestras de plasma son altos, excepto para plasma de conejo, con bajos niveles
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de albumina.

Ejemplo 49: Expresion y purificacion

Se expreso proteina y se purific6 como se ha descrito en el Ejemplo 6.
Ejemplo 50: ELISA en MSA de los nanocuerpos purificados

Se recubrié una placa de microtitulo con 5 pg/ml de MSA durante la noche a 4 °C. Después de lavar, la placa se
bloqued durante 2 horas a TA con PBS-1 % de caseina. Las muestras se aplicaron por duplicado empezando a una
concentracion de 2500 nM a diluciones 1/3 y se dejoé que se unieran durante 2 horas a TA. Se afadié un suero
policlonal de conejo anti-nanocuerpo a 1/1000 (K208) durante una hora a TA. La deteccion fue con fosfatasa alcalina
anti-conejo conjugada a 1/1000 y tincion con PNPP. Los resultados se muestran en la Figura 20.

Ejemplo 51: Construccion y secuencia de construcciones biespecificas

Se prepararon construcciones biespecificas con el primer VHH especifico para albimina (MSA21) y el segundo VHH
especifico para VWF (Figura 21). Se prepararon construcciones como se ha descrito en el Ejemplo 12. Las
secuencias se muestran en la Tabla 30 (SEC ID nimeros 13,14 y 15)

Ejemplo 52: Expresion y purificacion de construcciones biespecificas

Se expreso proteina y se purifico6 como se ha descrito en el Ejemplo 6. Se necesité una etapa de purificacion
adicional sobre Superdex 75 para la eliminacion de algo de producto de degradacion monovalente (5-10 %).

Ejemplo 53: Funcionalidad de ambos VHH en la construccion biespecifica

Se recubrié una placa de microtitulo con 5 ug/ml de seroalbdimina de ratén durante la noche a 4 °C. Después de
lavar la placa, los pocillos se bloquearon durante 2 horas con PBS-1 % de caseina. Se dejo que las proteinas
biespecificas se unieran a los pocillos durante 2 horas a TA. Después de lavar, se afiadié plasma humano, de perro
y de cerdo a diferentes diluciones y se dejo que se unieran durante 2 horas a TA. La uniéon de VWF se detecté con
anti-wWF-HRP de DAKO a dilucién 1/3000. Se realiz6 tincion con ABTS/H20,. Los resultados se muestran en la
Figura 22 e indican que la funcionalidad de ambos VHH se retiene en la construccién biespecifica.

Ejemplo 54: Inhibicion de la union de vWF a colageno por las construcciones biespecificas en comparacion
con los VHH monovalentes

Se probd la inhibiciéon de la unién de VWF a colageno para construcciones monovalentes en comparacion con
biespecificas como se ha descrito en el Ejemplo 5. Los valores de Clsp se resumen en la Tabla 28. Los resultados
indican que las propiedades inhibidoras de VHH se retienen en la construccion biespecifica.

Seleccion de ligantes de gplb que inhiben la interaccion con vVWF (Figura 23)

Se realizaron inmunizacion, clonacioén del repertorio y preparacion de fagos como se describe en los Ejemplos 1, 2,
3.

Ejemplo 55: Seleccion de ligantes para rgplb

Se recubrié una placa de microtitulo con un mAb de ratén contra rgplb. La placa se bloqued y se dejé que se uniera
rgplb durante 2 horas a TA a 5 yg/ml. La placa se lavd. Se prepararon fagos como se ha descrito anteriormente y se
dejo que se unieran a los pocillos de la placa de microtitulo. Después de lavar, los fagos se eluyeron con tampdn
glicina 0,1 M a pH = 4,5. Se realiz6 una segunda ronda de inmunopurificacién de la misma forma.

Ejemplo 56: Cribado de ligantes en ELISA.

Se preparo6 extracto periplasmico como se ha descrito en el Ejemplo 6.

El sobrenadante se aplicé a pocillos recubiertos con mAb y posteriormente gplb, como se ha descrito en el Ejemplo
55. Las series de dilucién de todas las muestras purificadas se incubaron durante 2 horas a TA. Las placas se
lavaron seis veces con PBS-Tween, después de lo cual la unién de VHH se detectd por incubacién con mAb de
raton anti-His-HRP 1/2000 en PBS durante 1 hora a TA seguido de tincion con el sustrato ABTS/H»0.. Las sefiales
se midieron después de 30 minutos a 405 nm.

Ejemplo 57: Unién de VHH purificado a rgplb

Se preparo fraccion periplasmica como se ha descrito en el Ejemplo 6. El sobrenadante que contenia el VHH se
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cargd sobre Ni-NTA y se purific6 a homogeneidad. El rendimiento de VHH se calculd segun el coeficiente de
extincion. Se realizé ELISA como se ha descrito en el Ejemplo 55.

Ejemplo 58: Secuenciacion de los clones

Los clones se secuenciaron con cebador inverso universal M13.

Ejemplo 59: Prueba de propiedades inhibidoras de VHH especificos para gplb
Se probaron VHH para la inhibicion en ELISA como se ha descrito en el Ejemplo 21.
Ejemplo 60: Evaluacion de la inhibicion por VHH a alto cizallamiento.

Se realizaron experimentos de cizallamiento como se ha descrito en el Ejemplo 16. La adhesién de plaquetas se
expres6 como el porcentaje de la superficie cubierta con plaquetas.

Recubrimiento de endoprétesis vasculares, tubos, globos, catéteres, material de trasplante con VHH

Ejemplo 61: Estabilidad de VHH

Se incubd C37 de VHH a 37 °C y se midi¢ la inhibicion de la unién de VWF a colageno en diferentes momentos de
tiempo por ELISA como se ha descrito en el Ejemplo 7. Los resultados se compararon con VHH guardado a -20 °C y
se presentan en la Figura 24. Para la comparacion se muestran las actividades de un scFv contra el antigeno B3
(Reiter et al., Protein Engineering, 1994, 7: 697-704), y dicho scFv se modificé por la introducciéon de un enlace
disulfuro entre residuos de la region estructural 44 y 105 para potenciar su estabilidad (dsFv). El dsFv perdi6 el 40 %
de su actividad después de 60 horas incubacién a 37 °C. Después de un afo de incubacion a 37 °C, C37 se analizé
para sus propiedades inhibidoras en comparacion con C37 guardado en un congelador. El ELISA se realizé como se
ha descrito en el Ejemplo 5 con plasma humano a una dilucion final de 1/200. Los resultados se muestran en la
Figura 25 e indican que la funcionalidad se retiene completamente (valor de Clsy de 0,085 frente a 0,1 pg/ml para
C37 guardado a 37 °C frente a -20 °C). Por tanto, se espera que VHH tenga una larga estabilidad en almacén.

Ejemplo 62: VHH inmovilizados en un polimero

Se preparé una mezcla de 0,5 ml de 30 % de acrilamida; 1 ml de Tris 1 M a pH =7,5; 3,5 ml de H,O; 35 pl de 10 %
de APS; 3,5 yl de TEMED. En algunos pocillos se afiadi6 VHH de C37 a una concentracion final de 10 ug/ml. Se
dejo que la mezcla polimerizara en los pocillos de una placa de 96 pocillos durante 3 horas a TA. Se afadié plasma
humano a diferentes diluciones empezando con plasma sin diluir. Después de 1 hora de incubacién a TA, la placa se
lavé y se afadié anti-vWF-HRP (DAKO) a 1/2000, durante 1 hora a TA. Después de lavar la placa, se afadio
sustrato (ABTS/H,0;) y se midi6 la DO 405 nm. El resultado se muestra en la Figura 26. Los resultados indican que
el VHH sigue siendo funcional tras la inmovilizacion en un polimero.

Humanizacion de C37
Ejemplo 63: Alineamiento de C37 con DP-47

El alineamiento del nanocuerpo C37 (SEC ID numero 1) y una linea germinal de VH3 humana (DP-47) revelaron un
alto grado de homologia:

o Cambios de 4 aa en FR1 en la posiciéon 1, 5, 28 y 30
o Cambios de 4 aa en FR3 en la posicién 74, 75, 84 y 94
o Cambios de 3 aa en FR4 en la posicion 104, 108 y 111

como se muestra en la Figura 27
Ejemplo 64: Mutagénesis de C37

Se muté C37 usando un método de mutagénesis dirigida al sitio no basado en PCR como se describe por Chen y
Ruffner (Chen y Ruffner, Amplification of closed circular DNA in vitro, Nucleic Acids Research, 1998, 1126-1127) y se
comercializé por Stratagene (mutagénesis dirigida al sitio Quickchange).

Se usé ADN de plasmido como molde en combinacién con 2 cebadores mutagénicos (Tabla 29) que introdujeron
la(s) mutacion (mutaciones) deseada(s). Los 2 cebadores son cada uno complementarios a hebras opuestas del
ADN de plasmido del molde. En una reaccién de polimerasa usando la ADN polimerasa Pfu, cada hebra se extiende
desde la secuencia del cebador durante un programa de ciclado usando una cantidad limitada de ciclos. Esto
produce una mezcla de hebras naturales y mutadas. La digestion con Dpnl produce la seleccion de ADN sintetizado
in vitro mutado. El ADN se precipitd y se transformo en E. coliy se analizé para la mutacién requerida por analisis de
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secuencias. El clon con la secuencia correcta se llamoé C37-hum, la secuencia de aminoacidos esta en la Tabla 30
SEC ID nimero 2.

La expresion y purificacion de C37-hum se realizé como se ha descrito en el Ejemplo 6. La inhibicion de la unién de
vWF a colageno para C37 se compar6é con C37-hum como se ha descrito en el Ejemplo 5. Los resultados se
muestran en la Figura 28. Muestra claramente que la version humanizada de C37 sigue siendo completamente
funcional.

Las posiciones que todavia necesitan ser humanizadas son: Q1, Q5, D104, Q108 y 1111. Los presentes inventores
pueden humanizar la posicion 1 y 5 sin pérdida de inhibicion, ya que estos aminoacidos se introdujeron por el
cebador de FR1 y no se producen naturalmente en la secuencia de llama. Los presentes inventores también pueden
humanizar la posicion 111, ya que los presentes inventores aislaron un VHH idéntico a C37, excepto por 1111V (AM-
2-75 SEC ID nuamero 3) con las mismas caracteristicas funcionales (Ejemplo 9 y Tabla 6).

La posicion 108 esta expuesta a disolvente en VHH de camélido, mientras que en anticuerpos humanos esta
posicion esta enterrada en la interfase VH-VL (Spinelli, 1996; Nieba, 1997). En VH aislados, la posicion 108 esta
expuesta a disolvente. La introduccion de una Leu hidréfoba apolar en lugar de GIn sin carga polar puede tener un
espectacular efecto sobre la capacidad de plegamiento intrinseca/estabilidad de la molécula.

Fragmentos de VHH anti-vWF

Ejemplo 65: Expresion de un fragmento VHH-CDR3 de vVWF-C37

Se amplificod la region CDR3 de C37 usando un cebador de sentido directo localizado en la region estructural 4
(directo: CCCCTGGTCCCAGTTCCCTC) (SEC ID N.° 72) y un cebador de sentido contrario localizado en la regién
estructural 3 (inverso: TGTGCTCGCGGGGCCGGTAC) (SEC ID N.2 73).

Con el fin de de clonar el fragmento CDR-3 en pAX10, se realizé una segunda ronda de amplificacion por PCR con
los siguientes cebadores que introducen los sitios de restriccion requeridos:

Cebador inverso Sfi1:
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGGCCTGTGCTCGCGGGGCCGGTAC (SEC ID N.° 74)
Cebador directo Not1:

GTCCTCGCAACTGCGCGGCCGCCCCCTGGTCCCAGTTCCCTL (SECID N2 75)

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de reaccion de 50 ml usando 50 pmoles de cada cebador. Las
condiciones de reaccion para la PCR primaria fueron 11 min a 94 °C, seguido de 30/60/120 s a 94/55/72 °C durante
30 ciclos, y 5 min a 72 °C. Todas las reacciones se realizaron con MgCl; 2,5 mM, dNTP 200 mM y 1,25 U de ADN
polimerasa AmpliTaq God (Roche Diagnostics, Bruselas, Bélgica).

Después de la escision con Sfi1 y Not1, el producto de PCR se cloné en pAX10.
Aislamiento de VHH anti-vWF especificos de la conformacion

Ejemplo 66: Seleccion mediante la primera y segunda ronda de bioinmunopurificacion en A1 recombinante
(rA1)

Se recubrié un pocillo en una placa de microtitulacion con 5 ug/ml del dominio A1 recombinante de vVWF (rA1), o con
PBS que contenia 1 % de caseina. Después de la incubacion durante la noche a 4 °C, los pocillos se bloquearon con
PBS que contenia 1 % de caseina, durante 3 horas a TA. Se afiadieron 200 pl de fagos a los pocillos. Después de 2
horas de incubacién a TA, los pocillos se lavaron 10x con PBS-Tween y 10x con PBS. Los fagos unidos se eluyeron
con 100 pl de tampon glicina 0,2 M a pH 2,4. Las eluciones se realizaron durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Se dejo que los fagos infectaran células TG1 de E. coli en crecimiento exponencial, y a continuacion se
sembraron en placas de LB agar que contenian 100 pg/ml de ampicilina y 2 % de glucosa. Se realizé una segunda
ronda con las mismas condiciones que se han descrito anteriormente, pero los fagos se resuspendieron en 10 ug/ml
de VWF. Los pocillos de la placa de microtitulo se lavaron 7 veces durante 30 minutos con 10 pg/ml de VWF. Los
resultados se resumen en la Tabla 31.

Ejemplo 67: Cribado de clones individuales después de la bioinmunopurificaciéon

ELISA: Unién a rA1y vVWF

Se us6 una unica colonia para empezar un cultivo durante la noche en LB que contenia 2 % de glucosa y 100 pug/ml
de ampicilina. Este cultivo durante la noche se diluyé 100 veces en medio TB que contenia 100 pyg/ml de ampicilina,
y se incubd a 37 °C hasta DO 600 nm = 0,5. Se afiadio IPTG 1 mM vy el cultivo se incub6 durante 3 horas mas a
37 °C o durante la noche a 28 °C. Los cultivos se centrifugaron durante 20 minutos a 10.000 rpm a 4 °C. El
sedimento se congeld durante la noche o durante 1 hora a -20 °C. A continuacion, el sedimento se descongelé a

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 542 330 T3

temperatura ambiente durante 40 minutos, se resuspendié en PBS y se agité sobre hielo durante 1 hora. Se aisl6 la
fraccion periplasmica por centrifugacion durante 20 minutos a 4 °C a 20.000 rpm. El sobrenadante que contenia el
VHH se usé para el analisis posterior.

Se recubri6é una placa de microtitulacion con 2 ug/ml de rA1 o con 1 yg/ml de vVWF, durante la noche a 4 °C. Las
placas se bloquearon durante dos horas a temperatura ambiente con 300 pl de 1 % de caseina en PBS. Las placas
se lavaron tres veces con PBS-Tween. Se prepard fraccion periplasmica para 192 clones individuales después de la
segunda ronda de seleccion, y se dejo que se unieran a los pocillos de la placa de microtitulacion. Las placas se
lavaron seis veces con PBS-Tween, después de lo cual la unién de nanocuerpo se detectd por incubacién con anti-
nanocuerpo policlonal de conejo (dilucion 1/2000) en PBS durante 1 hora a TA seguido de conjugado de cabra anti-
conejo-HRP a 1/2000 en PBS, también durante 1 hora a TA. Se realiz6 tincion con el sustrato ABTS/H2O; y las
sefales se midieron después de 30 minutos a 405 nm. Los resultados se resumen en la Tabla 32. Los presentes
inventores pueden llegar a la conclusion de que 50 clones se unen a rA1y no a VWF.

Ejemplo 68: Patron y secuenciacion de Hinfl

Se realizd6 una PCR en clones positivos para rA1 y negativos para VWF, después de la segunda ronda de
inmunopurificacion, con un conjunto de cebadores que se une a una secuencia en el vector. El producto de PCR se
digirié6 con la enzima de restriccion Hinfl y se cargd sobre un gel de agarosa. Se seleccionaron 30 clones con un
patrén de Hinfl diferente para la evaluacion posterior. Aquellos clones se probaron en mas detalle por ELISA como
se ha descrito en el Ejemplo 67. De los 30 clones, 4 mostraron claramente que tenian una afinidad mucho mayor por
rA1 que por vVWF. Los datos se muestran en las Figuras 29 (union a rA1) y 30 (uniéon a vWF). Estos clones se
secuenciaron, y los resultados se resumen en la Tabla 30 (SEC ID niumeros 62 a 65).

Ejemplo 69: ELISA de inhibicion

La inhibicién por nanocuerpos de la unién de VWF a gplb se determind por ELISA. Se recubrié una placa de
microtitulacion durante la noche a 4 °C con un anticuerpo especifico para receptor de plaquetas gplb a 5 ug/ml en
PBS. La placa se lavo cinco veces con PBS-Tween, y se bloqued con 300 yl de PBS-1 % de caseina durante 2
horas a temperatura ambiente. La placa se lavo 3 veces con PBS-Tween. Se aplicé plasma a los pocillos de la placa
de microtitulaciéon a una dilucion 1/2 y se dejo que se uniera durante 1,5 horas a 37 °C. La placa se lavé cinco veces
con PBS-Tween. Se afiadié VHH a concentraciéon decreciente. EI VWF que contenia plasma se pre-incubd a una
dilucion de 1/50 a 37 °C durante 5 minutos. Se afadio ristocetina a una concentracion final de 1 mg/ml y se afiadi6 al
VHH. Esta mezcla se incub6 durante 1 hora 37 °C. Entonces se aplicaron 50 pl de esta mezcla a un pocillo de placa
de microtitulacion y se incubé durante 90 minutos a 37 °C. La placa se lavo cinco veces con PBS-Tween. Se diluyd
un anticuerpo monoclonal anti-vWF-HRP 3.000 veces en PBS y se incubé durante 1 hora. La placa se lavoé cinco
veces con PBS-Tween y la unién de vVWF se detectdé con ABTS/H.0,. Las sefiales se midieron después de 30
minutos a 405 nm.

FIGURAS

Figura 1. Interacciones que participan en las primeras etapas de agregacion de plaquetas.

Figura 2. Interacciones que participan en las primeras etapas de agregacion de plaquetas. Se indica un VHH que
inhibe la interaccion entre VWF y colageno.

Figura 3. Unién a VWF como se ha determinado por ELISA, por VHH purificado como se ha descrito en el Ejemplo 7.
Figura 4. ELISA para probar la inhibicion por VHH de la unién de vWF a colageno como se ha descrito en el Ejemplo
9.

Figura 5. Transferencia Western que muestra la expresion del dominio A3 de VWF como una fusiéon con Oprl sobre
la superficie de E. coli como se ha descrito en el Ejemplo 11.

Figura 6. Mapa de restriccion del sitio de clonacion multiple de PAX011 para la construccion de nanocuerpos
bivalentes o biespecificos.

Figura 7. Union en ELISA a vWF purificado, para VHH monovalente frente a bivalente y biespecifico como se ha
descrito en el Ejemplo 13.

Figura 8. Estabilidad de VHH biespecifico en plasma humano tras la incubaciéon a 37 °C durante hasta 24 horas
como se ha descrito en el Ejemplo 15.

Figura 9. Interacciones que participan en las primeras etapas de agregacion de plaquetas. Se indica un VHH que
inhibe la interaccion entre VWF y plaquetas.

Figura 10. Transferencia Western que muestra la expresion del dominio A1 de vWF como una fusién con Oprl sobre
la superficie de E. coli como se ha descrito en el Ejemplo 18.

Figura 11. Unién a vWF como se ha determinado por ELISA, por VHH purificado como se ha descrito en el Ejemplo
20.

Figura 12. Inhibicion de la unién de gplb a vWF por A50 y A38 (control negativo) como se ha descrito en el Ejemplo
21.

Figura 13. Interacciones que participan en las primeras etapas de agregacion de plaquetas. Se indica una
construccién biespecifica con un VHH especifico para vVWF y que inhibe la interaccion entre VWF y colageno y el
segundo VHH especifico para vVWF, pero que inhibe la interaccion entre vVWF y plaquetas.
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Figura 14. Unién en ELISA a vVWF como se ha descrito en el Ejemplo 28.

Figura 15. Interacciones que participan en las primeras etapas de agregacion de plaquetas. Se indica un VHH
especifico para colageno y que inhibe la interaccion entre vVWF y colageno.

Figura 16. Unidn de VHH purificado a colageno tipo | y tipo Il en ELISA como se ha descrito en el Ejemplo 34.

Figura 17. ELISA de fago para mostrar que los nanocuerpos especificos de HSA estan presentes en la biblioteca
como se ha descrito en el Ejemplo 44.

Figura 18. Union de fagos que expresa los ligantes de albumina, a plasma transferido sobre nitrocelulosa como se
ha descrito en el Ejemplo 48.

Figura 19. Tincién con Coomassie de muestras de plasma sobre SDS-PAGE como se ha descrito en el Ejemplo 48.
Figura 20. Union de nanocuerpos purificados a albumina de ratén como se ha determinado por ELISA como se ha
descrito en el Ejemplo 50.

Figura 21. Construcciones biespecificas con un VHH que se une a albumina y un segundo VHH que se une a vWF
para la mejora de la semivida como se ha descrito en el Ejemplo 51.

Figura 22. ELISA de sandwich que muestra la funcionalidad de ambos VHH en una construccion biespecifica como
se ha descrito en el Ejemplo 53.

Figura 23. Interacciones que participan en las primeras etapas de agregacion de plaquetas. Se indica un VHH
especifico para gplb y que inhibe la interaccién entre vVWF y plaquetas.

Figura 24. La actividad residual para C37 guardado a -20 °C en comparacion con C37 se incub6 a 37 °C durante
hasta 194 horas. La estabilidad de C37 se compara con la estabilidad de scFv especifico para antigeno B3 y una
forma estabilizada, dsFv (estabilizado por 2 enlaces disulfuro) como se ha descrito en el Ejemplo 61.

Figura 25. La actividad inhibidora para C37 guardado a -20 °C en comparacion con C37 se incub6 a 37 °C durante 1
afio como se ha descrito en el Ejemplo 61.

Figura 26. Union de vVWF de plasma humano a C37 inmovilizado en acrilamida como se ha descrito en el Ejemplo
62.

Figura 27. Alineamiento de aminoacidos de C37 con la secuencia de la linea germinal humana DP-47 como se ha
descrito en el Ejemplo 63.

Figura 28. Inhibicién de la unién de vVWF a colageno como se ha determinado por ELISA para C37 y C37 hum como
se ha descrito en el Ejemplo 64.

Figura 29. Unién de los clones A11, A12, A13, A14, A15y A16 a rA1 como se mide en ELISA

Figura 30. Unidn de los clones A11, A12, A13, A14, A15y A16 a vWF como se mide en ELISA

TABLAS

Tabla 1. Esquema de inmunizacion usado para la llama 002 segun el Ejemplo 1.

Tabla 2. Unidades formadoras de placa (ufp) después de una o dos ronda(s) de inmunopurificacion sobre VWF en
comparacion con PBS-caseina como se ha descrito en el Ejemplo 4. Ufp de vWF (antigeno) divididas entre ufp de
caseina (una union especifica) = enriquecimiento.

Tabla 3. Numero de inhibidores frente al nimero de clones probados después de la primera y la segunda ronda de
inmunopurificacion como se ha descrito en el Ejemplo 5.

Tabla 4. Rendimiento (mg/litro de cultivo) después de la expresion y purificacion de VHH cultivado en células WK6
de E. coli como se ha descrito en el Ejemplo 6.

Tabla 5. DO 405 nm para la union de VHH en ELISA a vWF y 3 antigenos que también se inmunizaron en la llama
002 segun el Ejemplo 8.

Tabla 6. Concentracion de VHH (nM) necesaria para inhibir la uniéon de vVWF a colageno al 50 % (Clso) como se ha
descrito en el Ejemplo 9.

Tabla 7. Mapeo de epitopes de VHH que se une a vVWF y que inhibe la interaccidon con colageno como se ha descrito
en el Ejemplo 11.

Tabla 8. Rendimiento de proteina purificada (mg) por litro de cultivo para VHH bivalentes y biespecificos como se ha
descrito en el Ejemplo 12.

Tabla 9. Valores de Clsp para VHH monovalentes en comparacion con bivalentes y biespecificos. Se probo la
inhibicién con plasma humano, de cerdo y de babuino como se ha descrito en el Ejemplo 14.

Tabla 10. Inhibicion de la agregacion de plaquetas a alto cizallamiento (1600 s™) como se ha descrito en el Ejemplo
16.

Tabla 11. Inhibicion de la agregacion de plaquetas a bajo cizallamiento (300 s™) como se ha descrito en el Ejemplo
16.

Tabla 12. Unidades formadoras de placa (ufp) después de una ronda de inmunopurificacion sobre vVWF como se ha
descrito en el Ejemplo 17. Ufp de VWF (antigeno) divididas entre ufp de caseina (una union especifica) =
enriquecimiento.

Tabla 13. Resultados del cribado en ELISA de colonias individuales para la unién a vVWF y al dominio A1 de vVWF
como se ha descrito en el Ejemplo 18.

Tabla 14. Resultados después de una ronda de MATCHM sobre células pBAD-Oprl-A1 como se ha descrito en el
Ejemplo 19.

Tabla 15. Inhibicion de la agregacion de plaquetas a alto cizallamiento (1600 s™) como se ha descrito en el Ejemplo
23.

Tabla 16. Inhibicion de la agregacion de plaquetas a bajo cizallamiento (300 s™) como se ha descrito en el Ejemplo
23.
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Tabla 17. Inhibicion de la agregacion de plaquetas a alto cizallamiento (1600 s™) como se ha descrito en el Ejemplo
25.

Tabla 18. Inhibicion de la agregacion de plaquetas a bajo cizallamiento (300 s') como se ha descrito en el Ejemplo
25.

Tabla 19. Rendimiento después de la expresion y purificacion de construcciones biespecificas como se ha descrito
en el Ejemplo 27.

Tabla 20. Valores de Clso para nanocuerpos biespecificos para el dominio A1 y A3 de vVWF como se ha descrito en el
Ejemplo 29.

Tabla 21. Inhibicion de la agregacion de plaquetas a alto cizallamiento (1600 s™) como se ha descrito en el Ejemplo
30.

Tabla 22. Inhibicién de la agregacion de plaquetas a bajo cizallamiento (300 3'1) como se ha descrito en el Ejemplo
30.

Tabla 23. Unidades formadoras de placa (ufp) después de una ronda de inmunopurificacion sobre colageno tipo |
como se ha descrito en el Ejemplo 31. Ufp de vVWF (antigeno) divididas entre ufp de caseina (una unién especifica) =
enriquecimiento.

Tabla 24. Numero de clones que se une a colageno tipo | y tipo Il después de una ronda de seleccion como se ha
descrito en el Ejemplo 32.

Tabla 25. Esquema de inmunizacion para seroalbdmina humana segun el Ejemplo 41.

Tabla 26. Resultados después de una y dos rondas de inmunopurificaciéon sobre seroalbumina de ratdbn como se ha
descrito en el Ejemplo 45.

Tabla 27. Se seleccionaron clones después de una y dos rondas de seleccion y se prepararon extractos
periplasmicos. Estos clones se analizaron en ELISA para unirse a albimina humana y de ratébn como se ha descrito
en el Ejemplo 46.

Tabla 28. Valores de Clso para nanocuerpos biespecificos contra la albumina y contra vVWF como se ha descrito en el
Ejemplo 54.

Tabla 29. Secuencias de los cebadores usados para la humanizacion de C37 como se ha descrito en el Ejemplo 64.
Tabla 30. Lista de secuencias de aminoacidos de los péptidos de la presente invencion y de factor de von Willebrand
(VWF) humano. La secuencia de VWF humano indica los dominios A1 y A3 respectivamente en letras en negrita.
Tabla 31. Resultados después de dos rondas de inmunopurificacién sobre el dominio rA1 de VWF como se ha
descrito en el Ejemplo 66.

Tabla 32. Analisis de ELISA de clones seleccionados para unirse a rA1 y vWF como se ha descrito en el Ejemplo 67.

Tabla 1: Esquema de inmunizacion usado para la llama 002 segun el Ejemplo 1.

Dia de inmunizacion VvWF Colageno Colageno
de la llama 002 Tipo | Tipo lll
0 100 pg 100 pg 100 pg
7 100 pg 100 pg 100 pg
14 50 ug 50 pg 50 pg
21 50 pg 50 pg 50 pg
28 50 pg 50 pg 50 pg
35 50 pg 50 pg 50 pg

Tabla 2: Unidades formadoras de placa (ufp) después de una o dos ronda(s) de inmunopurificacion sobre
VWF en comparaciéon con PBS-caseina como se ha descrito en el Ejemplo 4. Pfu vVWF (antigeno) dividido
entre ufp de caseina (una unién especifica) = enriquecimiento.

ronda Ufp de vVWF Ufp de caseina | Enriquecimiento
Primera 1x10’ 2,5x10° 40
Segunda 5x10° 2,5x10° 200

Tabla 3: Numero de inhibidores frente al nimero de clones probados después de la primera y la segunda
ronda de inmunopurificacién como se ha descrito en el Ejemplo 5.

ronda Numero de inhibidores frente al niimero de clones probados
Primera 4/800
Segunda 4/96

Tabla 4: Rendimiento (mg/litro de cultivo) después de la expresion y purificacion de VHH cultivado en células
WKG6 de E. coli como se ha descrito en el Ejemplo 6.

Nombre de VHH Rendimiento (mg/litro de cultivo)
22-21-34 1,4
T76 29
AM-4-15-3 2,2
22-41L-16 2,8
C37 3,8
AM-2-75 3,6
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Tabla 5: DO 405 nm para la union de VHH en ELISA a vWF y 3 antigenos que también se inmunizaron en la
llama 002 segun el Ejemplo 8.

D0O405 nm vWF Antigeno 1 Antigeno 2 Antigeno 3

nM 670 | 67 | 6,7 | 670 | 67 6,7 | 670 | 67 | 6,7 | 670 | 67 | 6,7
T76 0,77 10,36 | 0,13 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,06 | 0,06 | 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,03
22-21-34 1,30 | 0,63 | 0,20 | 0,06 | 0,0 | 0,10 | 0,10 | 0,07 | 0,05 | 0,06 | 0,05 | 0,03
22-41L-16 1411086 |0,81|0,08|0,10|0,11] 0,15| 0,11 | 0,05 | 0,08 | 0,07 | 0,03
C37 1,51[1,09]1,06|0,10| 0,10 | 0,12 0,12 | 0,11 | 0,08 | 0,10 | 0,08 | 0,06
AM-2-75 1,5711,10]1,04 | 0,09 0,110,172 0,14 | 0,11 ] 0,09 | 0,10 | 0,13 | 0,05
AM-4-15-3 1,32 1,06 | 0,56 | 0,09 | 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,11 | 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,08

Tabla 6: Concentracion de VHH (nM) necesaria para inhibir la unién de vWF a colageno al 50 % (Clso) como
5 se ha descrito en el Ejemplo 9.
Nombre de VHH Clso (nM) en plasma Clso (nM) en plasma
humano 1/60 humano sin diluir

22-2L-34 10 -

T76 30 -

AM-4-15-3 7 200

22-4L-16 4 1000

C37 3 -

AM-2-75 2 100

Tabla 7: Mapeo de epitopes de VHH que se une a vVWF y que inhibe la interaccion con colageno como se ha
descrito en el Ejemplo 11.

Nombre de VHH Unién a dominio A3 de VWF
22-2L-34 Si
T76 No
22-4L-16 No
C37 Si
AM-2-75 Si

Tabla 8: Rendimiento de proteina purificada (mg) por litro de cultivo para VHH bivalentes y biespecificos

10 como se ha descrito en el Ejemplo 12.
VHH del extremo NH2 | VHH del extremo COOH Rendimiento mg/litro de cultivo
AM-2-75 AM-4-15-3 3,2
AM-4-15-3 AM-4-15-3 23
AM-4-15-3 AM-2-75 4,0
AM-2-75 AM-2-75 1,0
AM-2-75 22-41-16 3,0
Tabla 9: Valores de Clsp para VHH monovalentes en comparacion con bivalentes y biespecificos. La
inhibicion se probé con plasma humano, de cerdo y de babuino como se ha descrito en el Ejemplo 14.
Primer Segundo Clso (ng/ml) en Clso (ng/ml) en Clso (ng/ml) en
VHH VHH plasma humano plasma de babuino plasma de cerdo
AM-2-T5 150 400 50
AM-4-15-3 50 200 40
22-4L-16 15 70 7
AM-2-75 AM-4-15-3 3 5 6
AM-4-15-3 | AM-2-T5 2 8 3
AM-4-15-3 | AM-4-15-3 5 10 7
AM-2-75 22-4L-16 8 20 10
AM-2-75 AM-2-75 5
15  Tabla 10: Inhibicién de la agregacion de plaquetas a alto cizallamiento (1600 s”) como se ha descrito en el
Ejemplo 16.
Concentracion [ug/ml] | % de inhibicién
AM-2-T5 0,2 0
AM-2-75 0,3 12
AM-2-75 0,4 56
AM-2-75 0,6 97
AM-2-75 0,8 96
AM-4-15-3 0,05 0
AM-4-15-3 0,1 75
AM-4-15-3 0,25 74
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AM-4-15-3 0,5 86
AM-4-15-3 1 91

22-4L-16 0,1 32
22-4L-16 0,5 54
22-4L-16 0,75 86
22-4L-16 2 97
22-4L-16 10 99
AM-4-15-3/AM-4-15-3 0,05 0

AM-4-15-3/AM-4-15-3 0,075 23
AM-4-15-3/AM-4-15-3 0,1 37
AM-4-15-3/AM-4-15-3 0,15 56
AM-4-15-3/AM-4-15-3 0,2 98
AM-4-15-31AM-4-15-3 1,9 100
AM-4-15-3/AM-2-75 1,9 100
AM-2-75/AM-4-15-3 0,05 2

AM-2-75/AM-4-15-3 0,1 36
AM-2-75/AM-4-15-3 0,2 96
AM-2-75/AM-4-15-3 0,35 91

AM-2-75/AM-4-15-3 04 98
AM-2-75/AM-2-T5 0,04 5

AM-2-75/AM-2-75 0,1 26
AM-2-75/AM-2-75 0,2 52
AM-2-75/AM-2-75 0,3 80
AM-2-75/AM-2-75 04 99
AM-2-75/AM-2-75 0,83 100
AM-2-75/22-41L-16 1,17 99

Tabla 11: Inhibicién de la agregacién de plaquetas a bajo cizallamiento (300 s™') como se ha descrito en el
Ejemplo 16.

Concentracion [ug/ml] % de inhibicion
AM-2-75 10 20
AM-4-15-3 10 17
22-41L-16 10 22
AM-4-15-3/AM-4-15-3 10 23
AM-4-15-3/AM-2-75 10 21
AM-2-75/AM-4-15-3 10 18
AM-2-75/AM-2-75 2 32
AM-2-75/22-4L-16 10 13

Tabla 12: Unidades formadoras de placa (ufp) después de una ronda de inmunopurificacion sobre vWF como
se ha descrito en el Ejemplo 17. Ufp de vWF (antigeno) divididas entre ufp de caseina (una union especifica)
= enriquecimiento.

Ufp de vVWF Ufp de caseina Enriquecimiento
1,5x10’ 1x10° 1,500

Tabla 13: Resultados del cribado en ELISA de colonias individuales para unirse a vVWF y al dominio A1 de
VWF como se ha descrito en el Ejemplo 18.

N.° de clones +vos para vVWF / n.° N.° de clones +vos para A1/ n.° probado
probado
344/380 5/570

Tabla 14: Resultados después de una ronda de MATCHM sobre células pBAD-Opri-A1 como se ha descrito
en el Ejemplo 19.

Ronda N.° de clones +vos para VWF / n.° probado | N.° de clones +vos para A1/ n.° probado
Primera 1/96

segunda 45/348 12/348
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Tabla 15: Inhibicion de la agregacion de plaquetas a alto cizallamiento (1600 s™') como se ha descrito en el
Ejemplo 23.

Concentracion [ug/ml] % de inhibicion
2A1-4L-129 13,5 26
2A1-4L-129 20 50
2L-A1-15 9,7 30
2L-A1-15 25 45
A50 10,2 20
2A1-4L-T9 11,1 20
2A1-4L-34 11,1 3
229 10,6 0
153 9,7 0
M53 10,6 0

Tabla 16: Inhibicién de la agregacién de plaquetas a bajo cizallamiento (300 s™') como se ha descrito en el
Ejemplo 23.

Concentracion [ug/ml] % de inhibicion
2A1-4L-129 10 0
2L-A1-15 10 3
A50 25 0
2A1-4L-79 25 15

Tabla 17: Inhibicién de la agregacion de plaquetas a alto cizallamiento (1600 s™') como se ha descrito en el
Ejemplo 25.

Concentracion [ug/ml]

% de inhibicion

2A1-4L-79/2A1-4L-79

54

2LA1-15/2LA1-15

25

45

Tabla 18: Inhibicién de la agregacién de plaquetas a bajo cizallamiento (300 s™') como se ha descrito en el

Ejemplo 25.

Concentracion [ug/ml]

% de inhibicion

2A1-4L-79/2A1-4L-79

0

2LA1-15/2LA1-15

25

23

Tabla 19: Rendimiento después de la expresion y purificacion de construcciones biespecificas como se ha

descrito en el Ejemplo 27.

VHH del extremo NH2 | VHH del extremo COOH | Rendimiento mg/litro de cultivo
2A1-4L-79 AM-4-15-3 7,5
2A1-4L-79 AM-2-75 2
2A1-4L-79 22-41-16 25

Tabla 20: Valores de Clsp para nanocuerpos biespecificos para el dominio A1 y A3 de vVWF como se ha

descrito en el Ejemplo 29.

VHH del extremo NH2 | VHH del extremo COOH | Cls, (ng/ml)
2A1-4L-79 AM-4-15-3 10
AM-4-15-3 - 45
2A1-4L-79 AM-2-75 12

AM-2-75 - 40
2A1-4L-79 22-41-16 10
22-41-16 - 10
2A1-4L-79 - >10000

Tabla 21: Inhibicién de la agregacion de plaquetas a alto cizallamiento (1600 s™') como se ha descrito en el

Ejemplo 30.

Concentracion [ug/ml] % de inhibicion
2A1-4L-79/AM-4-15-3 12 100
2A1-4L-79/AM-2-75 0,02 0
2A1-4L-79/AM-2-75 0,1 28
2A1-4L-79/AM-2-75 0,5 79
2A1-4L-79/AM-2-75 1 95
2A1-4L-79/22-4L-16 12 96
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Tabla 22: Inhibicion de la agregacion de plaquetas a bajo cizallamiento (300 s'1) como se ha descrito en el
Ejemplo 30.

Concentracion [ug/ml] | % de inhibicién
2A1-4L-79/AM-4-15-3 10 15
2A1-4L-79/AM-2-75 10 25
2A1-4L-79/22-4L-16 10 27

Tabla 23: Unidades formadoras de placa (ufp) después de una ronda de inmunopurificacion sobre colageno
tipo | como se ha descrito en el Ejemplo 31. Ufp de vWF (antigeno) divididas entre ufp de caseina (una union
especifica) = enriquecimiento.

Fagos eluidos de colageno tipo | 5x 10°
Fagos eluidos de caseina 4 x10°
Enriquecimiento 100

Tabla 24: Numero de clones que se une a colageno tipo | y tipo lll después de una ronda de seleccion como
se ha descrito en el Ejemplo 32.

Colageno Tipo | 15/32
Colageno Tipo lll 7/32
Caseina 0/32
Tabla 25: Esquema de inmunizacion para seroalbumina humana segtn el Ejemplo 41.
Dia de inmunizacion HSA de la llama 006

0 100 pg

7 100 pg

14 50 ug

21 50 pg

28 50 pg

35 50 ug

Tabla 26: Resultados después de una y dos rondas de inmunopurificacion sobre seroalbimina de raton
como se ha descrito en el Ejemplo 45.

Primeraronda | Segunda ronda
Ufp de seroalbiimina de ratén 2,5x 10’ 2,5x 10’
Ufp de caseina 5x10° 2,5x10°
Enriquecimiento 5,000 10,000

Tabla 27: Se seleccionaron clones después de una y dos rondas de seleccion y se prepararon extractos
periplasmicos. Estos clones se analizaron en ELISA para unirse a albiumina humana y de ratén como se ha
descrito en el Ejemplo 46.

Primera ronda Segunda ronda
ELISA de seroalbumina de ratéon 1/16 15/16
ELISA de seroalbumina humana 1/16 15/16
ELISA de caseina 0/16 0/16

Tabla 28: Valores de CI50 para nanocuerpos biespecificos contra la albumina y contra vWF como se ha
descrito en el Ejemplo 54.

CI50 (ng/ml)
AM-2-75 100
MSA21/AM-2-75 60
AM-4-15-3 155
MSA21/AM-4-15-3 245
22-41L-16 100
MSA21/22-4L-16 140
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Tabla 29: Secuencias de los cebadores usados para humanizacion de C37 como se ha descrito en el Ejemplo

64.

Tabla 30: Listado de secuencias de aminoacidos de los péptidos de la presente invencion y de factor de von
Willebrand (VWF) humano. La secuencia de vVWF humano indica los dominios A1 y A3 respectivamente en
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Mutacion Molde Secuencia de cebador
A74S+N75 | Natural 5°-AGA GAC AAC TCC AAG AAC ACG CTG TAT CTG CaAn
K+P84A ATG AAC AGC CTG AGA GCT GAG GAC ACG-3’
(SECID N.° 76)
Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
(SECID N.°77)
A74S+N75 | A74S+N75 5'-AT TAC TGT GCT AAA GGG GCC GGT ACT AGT T-37
K+P84A+R | K+P84A (SECID N.°78)
94K Tyr Cys Ala Lys Gly Ala Gly Thr Ser
(SECID N.°79)
N28T+N30 | A74S+N75 | 5°-TCC TGT GCA GCC TCC GGA TTC ACT TTC AGT TGG
S K+P84A+R | Ta-3+ (SEC ID N.° 80)
AT4S+NTS5 | 94K Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Trp
K+P84A+R o
94K (SECID N.° 81)

letras en negrita.

NOMBRE

SECIDN.°

SECUENCIA

VHH anti-A3 de vWF

C37

1

QVOLQESGGGELVQPGGSLRLSCAASGFNFNWY PMSWVRQAPGRKCGLEWVSTIS
TYGEPRYADSVKGRFTISRDNANNTLYLOMNSLRPEDTAVYYCARGAGTSSY
LPORGNWDQGTQVTISS

C37-hum

OVOLOESGGGLVOPGGSLRLSCAASGF TFSWYPMSWVROAPGKGLEWVSTIS
TYGEPRYADSVKGRFTISRDNS KNTLY LOMNSLRAEDTAVYYCAKGRATSSY
LPOQRGNWDOGTOVTISS

AM-2-75

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNFNWYPMSWVRQAPGKGLEWVSTIS
TYGEPRYADSVKGRFTISRDNANNTLYLOMNSLRPEDTAVYYCARGAGTSSY
LPORGNWDOGTQVTVSS

22-21-34

QVOLODSGGGLVQAGGSLRLSCAASVRIFTSYANGWFRQAPGKEREFVAAIN
RSGKSTYYSDSVEGRFTISRDNAKNTVSLOMDS LKLEDTAVYYCAADY SGSY
TSLWSRPERLDWGOGTQVTVES

22-41-16

QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAAIS
WSGGSTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCVADTGGIS
WIRTQGYNYRGOGTQVIVES

T76

QVQLOESGGGLVQFGESLRLSCARSGSIFS INTMGWIGQAPGRGRELVASIT
FGGVTNYADSVKGRFTISRDNTNDTVYLOMNSLKPEDTAVY ICNAVTHGGLT
NYWGDGTOVTVSS

AM-4-15-3

OVOLRDSGGGLVOPGGSLRLACAASGSIFS INSMGWYROAPGKORELVAHAL
ADGEASYRDSVKGRFTISRODNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCNTVPSSVTK
GYWGOGTQVTVSS

NOMBRE

SEC IDN.°

SECUENCIA

VHH anti-dominio A3 de vWF: bivalente o biespecifico

AM-4-15-
3/AM-4-15-3

8

ADGSASYRDSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVY YCNTVPSSVTK
GYWGOGTQVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLODSGGRLVYPGESLRLACAASGS
IFSINSMGWYROAPGKORELVAHALADGSASYRDSVKGRFTISRDNAKNTVY
LOMNSLKPEDTAVYYCNTVPSSVTKGYWGQGTQVTVSS

AM-4-15-
3/AM-2-75

QVOLODSGGGLVOPGGSLRLACAASGSIFSINSMGWYRQAPGKORELVAHAL
ADNGSASYRDSVKGRFTISRDONAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCNTVPSSVTK
GYWGQGTQVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLOESGGGLVOPGESLRLSCAASGF
NENWYPMSWYROAPGKGLEWVETISTYGEPRYADSVKADSPSSETTFTTRCI
CNEQPETEDTAVYYCARGAGTSSYLPORGNWDOGTQVTVSS

AM-2-
75/AM-4-15-
3

10

QVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNFNWY PMSWVRQAPGKGLEWVSTIS
TYGEPRYADSVKGRFTISRDNANNTLYLOMNSLRPEDTAVY YCARGAGTSSY
LPQRGNWDOGTQVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLODSGGGLVQOPGGSLRLACA
ASGSIFSINSMGWYRQAPGKORELVAHALANDGSASYRDSVKGRFTISRDNAK
NTVYLOMNSLKPEDTAVYYCNTVPSSVTKGYWGQGTOVTVES

AM-2-
75/AM-2-75

11

OVOLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNFNWYPMSWVROAPGKGLEWVSTIS
TYGEPRYADSVKGRFTISRDNANNTLYLOMNSLRPEDTAVYYCARGAGTSSY
LPORGNWDQGTQVTVSSQVOLOESGEELVOPGGSLRLSCAASGFREFNWYEPMS
WVRQAPGKGLEWVSTISTYGEPRYADSVKGRFTISRDNANNTLYLOMNSLRP
EDTAVYYCARGAGTSSYLPOQRGNWDQGTOVTVSS

45
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NOMBRE

SEC IDN.°

SECUENCIA

AM-2-75/22-
4L-16

12

OVOLOESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFNFNWY PMSWVROAPGKGLEWVSTIS
TYGEPRYADSVKGRFTISRONANNTLYLOMNSLRPEDTAVYYCARGAGTSSY
LPQRGNWDOGTQVTVSSEPKTPRKPQPAAAQVQLVESGGGLVQAGESLRLSCA
ASGRTFSSYAMGWFROAPGKEREFVARI SWSGGSTYYADSVKGRFTISRDNA
KNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCVADTGGISWIRTQGYNYWGQGTQVTVSS

VHH anti-vWF + VHH anti-seroalbumina de ratéon

MSA21/ AM-
2-75

13

QVOLOESGGGLVOPGGSLRLSCEASGFTFSRFGMTWVRQAPGKGVEWVSGIS
SLGDSTLYADSVKGRFTSRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLNPG
GQGTQVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLOESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFNEN
WYPMSWVRQAPGKGLEWVSTISTYGEPRYADSVKADSPSSETTPTTRCICNE
QPETEDTAVYYCARGAGTSSYLPORGNUDRETQVTVSS

MSA21/ AM-
4-15-3

14

QVOLOESGGGLV(PGGSLRLECEASGF TFSRFGMTWVROAPGKGVENVSGES
SLEDSTLYADSVKGRFTSRONAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLNPG
GOETRVTVSSEPKTPKPOPAAAQVOLQDSGGGLVOPGGSLRLACAASGSIFS
INSMGWYRQAPGKQRELVAHALADGSAS YRDSVKGRFTISRONAKNTVYLOM
NSLKPEDTAVYYCNTVPSSVTRGYNGOGTQVTVSS '

MSA21/ 22-
4L-16

15

OVOLOESGGGLVOPCGSLRL.SCEASGF TFSRFGMTWVRQAPGRGVEWVSGIS
SLGDSTLYADSVKGRFTSRDNAKNTLYLQMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLNDPG
GQGTQVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLVESGGELVOAGGSLRLSCAASGRTES
SYAMGWFRQAPGKEREFVARISWSGGSTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLO
MNSLKPEDTAVYYCVADTGGISWIRTQGYNYWGQGTQVTVSS

VHH anti-seroalbimina de ratén

MSA21

16

QVOLOESGGGLVQPGGSLRLSCEASGFTFSRFGMTHVRQAPGKGVEWVSGIS
SLGDSTLYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLNP
B 1.9 ~r
-GGQGEQUTVSS

MSA24

17

QVQLQESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFRNFGNSWVRQAPGKEPEWVSS I3
GSGSNTIYADSVKDRETISRDNAKSTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLSR
8SDGTOVTVSS

MSA210

18

QVOLOQESGGGLVQPGGSLRLTCTASGFTFSSFGMSWVROAPGKGLEWVSAIS
SDSGETENYADSVKGRFPTISRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYCVIGRGSPS
SQGTQVTVSS

MSA212

19

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLTCTASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGLEWVSAIS
ADGSDKRYADSVKGRETISRDNGKKMLTLDMNSLKPEDTAVYYCVIGRGSPA
SQGTQVTVSS

MSACcI6

49

AVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCVVSGTTFS SAAMGWFRQAPGKEREFVGATK
WSGTSTYYTDSVKGRFTISRDNVENTYVY LOMNNLKPEDTGVYTCABDRDRYR
DRMEPMTTTDFRFHGQGTQVTVSS

MSAcI1 2

50

QVKLEESGGGLVQTGGSLRLSCAASGRTFSSFAMGWFROAPGREREFVASIG
S5GITTNYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTGLEYCAVNRYGIPR
YRSCTQYONWGQGTQVTVES

MSAcI1 0

51

EVQLEESGGGLVQPGGSLRLSCAASGLTFNDYAMGWYRQAPGKERDMVATIS
IGGRTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAIYYCVAHRQTVVR
GPYLLWGQGTQVTVSS

MSAcI1 4

52

QVQLVESGGKLVQAGGSLRLSCAASGRTFSNYAMGWFRQAPGKEREFVAGSG
RENSYNYYSDSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCAASTRLWP
RDRNLYAYWGQGTQVTVSS

NOMBRE

SECIDN.°

SECUENCIA

MSAclI1 6

53

EVOLVESGGGLVOAGDSLRLSCAASGRSLGIYRMGWFROVPGKEREFVAAILS
WEGGTTRYLDSVRKGRFTISRDSTRNAVYLOMNSLKPEDTAVYYCAVDSSCRL
YWTLSTSYDYWGOGTOVTVSS

MSAcI1 9

54

QVOLVEFGGGLVOAGDSLRLSCAASGRSLGI YKMAWFRQVPGKEREFVARIS
WSGGTTRYIDSV&GRFTLSRDNTKNMVYLQMNSLKPDDTAVYYCAVDSSGRL
YWTLSTSYDYWGQGTQVTVSS

MSAcI5

55

EVQLVESGGGLVQAGGSLSLSCAASGRTFSPYTMGWFRQAPGKEREFLAGVT
WSGSSTFYGDSVRGRFTASRDSAKNTVTLEMNSLNPEDTAVY YCAAAYGGGL
YRDPRSYDYWGRGTQVTIVSS

MScl11

56

AVQLVESGGGLVOAGGSLRLSCAASGFTLDAWPIAWFROAPGKEREGVSCIR
DGTTYYADSVKGRFTISSDNANNTVYLOTNSLKPEDTAVYYCARPSGPATGS
SHTFGIYWNLRDDYDNWGQGTQVTVSS

MSAcl1 5

57

EVOLVESGGELVOAGGSLRLSCAASGFTFDRY TIGWFROVPGKEREGVSCIS
SSDGSTYYADSVKGRFTISSDNAKNTVYLQMNTLEPDDTAVYYCAAGGLLLR
VEELQASDYDYWGQGIQVTVSS

MSACcI8

58

AVQLVDSGGGLVQPGGSLRLSCTASGFTLDYYAIGWFRQAPGKEREGVACIS
NSDGSTYYGDSVEGRET I SRDNAKTTVY LOMNSLKPEDTAVYYCATADREYS
ASHHUPFADFAENSWGQCTOVTVES

MSAcl7

59

EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAYGLTFWRAAMAWFRRAPGKERELVVARN
WGDGSTRYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAAVRTYGS
ATYDIWGQGTQVTVSS

46
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NOMBRE

SEC IDN.°

SECUENCIA

MSAcI2 0

60

EVQLVESGGGLVODGESLRLSCIFSCGRTFANYAMGWFROAPGKEREFVAAIN
RNGGTTNYADALKGRETISRDNTENTAFLOMNSLKPDDTAVYYCAAREWPFS
TIPSGWRYWGQGTOVIVSS

MSAcl4

61

DVOLVESGGGWVQPGGSLRLECRARSGPTASSHAIGWFROAPGKEREFVVGIN
RGCVTRDYADSVKGRFAVSRDNVEKNTVYLOMNRLKPEDSAIYICAARPEYSF
TAMSKGDMDYWGKGTLVIVSS

VHH anti-dominio A1 de vWF + VHH antl dominio A3 de VWF

2A1-4L-
79/AM-4-15-
3

20

QVOLODSGGRLVKAGASLRLSCAASGRTFSSLPMAWFROAPGKEREFVAFIG
SDSSTLYTSSVRGRFTISRDNGKNTVYLQMMNLKPEDTAVYYCAARSSAFSS
GIYYREGSYAYWGOGTOVIVSSEPKTPKPQPAAAQVOLODSGCGLVOPGGSL
RLACAASGSIFSINSMGWYRQAFPGKORELVAHALADGSASYRDSVKGRETIS
RDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCNTVPSSVTKGYWGQGTQVTVSS

2A1-4L-
79/AM-2-75

21

QVQLODSGGRLVKAGASLRLECAASGRTFSSLPMAWNFROAPGKEREFVAFIG
SDSSTLYTSSVRGRFTISRPNGKNTVYLOMMNLKPEDTAVYYCAARSSAFSS
GIYYREGSYAYWGQGETQVTVSSEPKTPKPQPAAAQVQLQESGGGLVQPGGSL
RLSCAASGFNFNWYPMSWVRQAPGKGLEWVSTISTYGEPRYADSVKADSPSS
ETTPTTRCICNEQPETEDTAVYYCARGAGTSSYLPORGNWDOGTOVTVSS

2A1-4L-
79/22-4 L.-16

22

QVQLODSGGRLVKAGASLRLSCAASGRTFSSLPMAWFROAPGKEREFVAFIG
SDSSTLYTSSVRGRFTISRDNGKNTVYLQMMNLKPEDTAVYYCAARSSAFSS
GIYYREGSYAYWGQGTQVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLVESGCGLVOAGGST,
RLSCAASGRTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAAISWSGESTY YADSVKGRFTI
SRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCVADTGGISWIRTOGYNYWGOGTQVTV

sg :
VHH anti-dominio A1 de vWF

A50

23

QVQLOESGGCGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSSYRMGWFROAPGKEREFVAAILS
RRGDNVYYADSVKGRFAISRDNAESTLYLOMNSLKPEDTAVYYCAAHVTVSA
ITLSTSTYDYWGQCTQVIVES

153

24

QVOLODSGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTKDMAWFRQPPGKEREFVAVIYSSD
GSTLVAASVKGRFTISRDNAKN TVYLOMTSLKPADTAVYYCATSRGYSGTYY
STSRYDYWTGGTQVIVSS

229

25

QVOLORSGGGSVQAGDSLTLSCARSGRTFSMEAMGWERQAPGKEREFVAATS

PSAFTEYADSLKGRFTVSRDNAKKLVWLOMNGLEPEDTAAYYCAARRGAFTA
TTAPLYDYWGQGTQVTVSS

M53

26

QVOLODSGGGLVOAGESLRLSCGTSGRTFGRRAMAWFROAPGKERQFVAWT A
RYDGSTLYADSVKGRFTISRDDNKNTMYLHMNNLTPEDTAVYYCRAGPRGLY
YESRYEYWGQGTLVTVSS

2A1-4L-79

27

QVOLODSGGRLVKAGASLRLSCAASGRTFSSLPMANFRQAPGKEREFVAFIG
SDSSTLYTSSVRGRFTISRDNGKNTVYLOMMNLKPEDTAVYYCAARSSAFSS
GIYYREGSYAYWGOGTQVIVSS

2A1-4L-129

28

QVQLQESGGGLVQAGASLRLSCAASGRSFSSYPMAWFRQAPGKEREFVVFIG
SDHSTLYSTSVRGRFTISRDNAKNTVYLOMMNLKPEDTAVYYCAARNSAWSS

2A1-4L-34

29

CIVYRETSYOVWGQUIQUIVSS oo oo
QVQLODSGGGSVOAGASLRLSCARGGGTFSS LANANFROAPGREREFVGEIG

SDGSTLYSSSVRGRFTISRDNAKNTVALOMMNLKPEDTAVYYCAARARYSGI
YYRETDYPYWGOGTQVTIVSS

2A1-4L-78

30

QVQLQESGGGLVQAGASLRLSCTASGRSFGGFPMGWFRQAPGKEREFVSGLT
RSLFTVYADSVEGRPTVSTONTKNTVYLOMNSLKPEDTAVY Y CAARPDLYAY
SROPNEYDYWGQGTQVTVSS b

2LA1-15

31

QVQLQDSGGGLVQSGGSLRLACAASGRIVSTYAMGWFRQSPGKEREFVATVK
GRFTISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCAKTKRTGIFTTARMVDYHGQG
TQVTVSS

NOMBRE

SEC IDN.°

SECUENCIA

VHH anti-dominio A1 de vWF: VHH biespecifico y bivalente

2A1-4L-
79/2A1
79

4L -

32

OVOLODSGGRLVKAGASLRLSCAASGRTFS SLPMAWFROAPGKEREFVAFIG
SDSSTLYTSSVRGRFTISRDNGKNTVYLOMMNLKPEDTAVY YCAARSSAFSS
GIYYREGSYAYWGQGTOVIVSSEPKTPKPQPAAAOVOLQDSGGRLVKAGASL
RLSCAASGRTFSSLPMAWFROAPGKEREFVAFIGSDSSTLYTSSVRGRFTIS
RDNGENTVYLOMMNLKPEDTAVYYCAARSSAFSSGIYYREGSYAYWGQGTQV

2LA1-
15/2LA 1-15

33

S%%ions GGGLVQSGGSLRLACARSGRIVS T Y AMGWFROSPGREREFVATVR
GRFTISRDNAKNTEYLOMNSLKPEDTAVYY CAKTKRTGT FTTARMVDYWGOG
TOVTVSSEPKTPKPQPARAQVOLODSGEELVOSGESLRLACAASGRIVSTYA
'MGWFRQS PGI\EREFVA’I"VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKPEDTAVYYCAK
TRRTGIFTTARMVDYWGQGTOVTVSS

A50/A5 0

34

QVQLQESGGGLVQAGGSLRLSCAASuKlrSSYRMGWFRQAPGKEREFVAAIS
RRGDNVYYADSVKGRFAISRDNAESTLYLOMNSLKPEDTAVYYCAAKVTVSA
ITLSTSTYDYWGQGTQVIVSSEPKTPKPQPAAAQVOLQESGGELVQAGGSLR
LSCAASGRTFSSYRMGWFROAPGKEREFVAAT SRRGONVYYADSVKGRFALS
RDNAESTLYLOMNSLKPEDTAVYYCAAHVIVSAITLSTSTYDYWGQGTQVTV
S8

VHH anti-colageno

47
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NOMBRE

SEC IDN.°

SECUENCIA

3P1-31

35

QVQLQESGGGLVRAGGS LRLSCAASGRIFRRYAMGHY ROAPGRQRELVABIT
SGGRTSVADTVKGRFTISSDNAKNTVYLOMNSLKPEDAAVY YCTLYNSTTNY
YNQSPSSWGQGTQVTVSS

3L-41

36

QVQLODSGGGLVQAGGSLRLSCAARSGRTFRRYAMGHYRQAPGKORVLVAAIT
SNGRPSVADSVKGRFTISSDTAKNTVYLOMNSLKPEDTALYYCTLYNTSADY
YNQSPSSWGQGTOVI VLS

3P2-31

37

OVQLOESGGGLVOAGDSLRLS CAASGRTFTMGWEFROAPGKERQFVAALTWTG
GSPVYADSVKGRFTTWRVLDNNTVYLHMNSLKPEDTAVYHCAARRTYYGNIS
EYYDYWGQGTQVTVSS

VHH anti-vWF: humanizado

C37-3

38

QVOLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNFNNYPMSWVRQAPGKGLENVSTIS
TYGEPRYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCARGAGTSSY
LPQRGNWDQGTQOVTISS

C37-4

39

QVQLOESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFNFNWY EMSWVROAPGRKGLEWVSTIE
TYGEPRYADSVRGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGAGTSSY
LPOQRGNWDQGTQVTISS

C37-8

40

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSWYPMSWVRQAPGKGLEWVSTIS
TYGEPRYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGAGTSSY
LPQRGNWDQGETQVTISS

C37-10

41

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSWYPMSWVROAPGKCLEWVSTIS
TYGEPRYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGAGTSSY
LPQRGNWDQGTLVTVSS

VHH humanizado anti-vWF + VHH anti-seroalbiimina de ratéon

MSA21/
C37-hum

42

QVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCEASGFTFSRFGMTWVRQAPGKGVEWVSGIS
SLGDSTLYADSVRGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLNP
GGOOTOVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLOESGEGLVQPGGSLRL SCAARSGFTF
SWYPMSWVRQAPGKGLEWVSTISTYGEPRYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLY
MNSLRAEDTAVYYCAKGAGTSSYLPQRGNWDQGTQVTISS

MSA24/
C37-hum

43

QVOLOESGGGLVOPGNSLRLSCAASGFTFRNFGMSWVROAPGKEPEWVSSIS
GSESNTIYADSVKDRFTISRENAKSTLYLOMNSLEKPEDTAVYYCTIGGSLSR
SSQGTQVITVSSEPKTPRKPQPAARQVQLOESGGCLVQPEGGSLRLSCAASGFTF
SWYPMSWVROAPGKGLEWVSTISTYGEPRYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLO
MNSLRAEDTAVYYCAKGAGTSSYLPORGNWDOGTOVTISS

MSA210
C37-hum

/

44

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLTCTASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSAIS
SDSGTKNYADSVEGRFTISRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYCVIGRGSPES
SOGTOVTVSSEPKTPKPOPARAQVOLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTES
WYPMSWVROAPGKGLEWVSTISTYGEPRYADSVEKGRFTISRDNSKINTLYLOM
NSLRAEDTAVYYCAKGAGTS SYLPOQRGNWDOGTQVTISS

MSA212
C37-hum

/

45

OVOLOESGGGLVOPGGSLRLTCTASGF TFRSFGMSWVROAPGKGLEWVSAIS
ADGSDKRYADSVKGRFTISRDNGKKMLTLDMNSLKPEDTAVYYCVIGRGSPA
SOGTOVTVSSEPKTPKPQEAAAQVOLOESGGELVOPGGSLRLSCAASGFTFS
WYPMSWVRQAPGKGLEWVSTISTYGEPRYADSVKGRFTT SRDNSKNTLYLOM
NSLRAEDTAVYYCAKGAGTSSYLPQRGNWDOGTQVTISS

NOMBRE

SEC IDN.°

SECUENCIA

VHH anti-colageno: biespecifico

3P1-31/3P2
-31

46

OVOLOESGGGLVOAGGSLRLSCAASGRTFRRYAMGWYROAPGKORELVAARIT
SGERTSVADTVKGRFTISSDNAKNTVYLOMNSLKPEDAAVYYCTLYNSTTNY
YNQSPSSWOQGTQVIVSSEPKTPKPOPAAAQVOLOESGGGLVQAGDSLRLSC
AASGRTFTMGWEFRQAPGKERQFVAALTHTGGSPVYADSVKGRFTTHRVLDNN
WY TLHMNST.KPEDTAVYHCAAMRTYYGN TSEYYRYHGOGTOVTVSS

3L-41/3P2
31

47

QVQLODSGGELVOAGGSLRLSCAASGRTFRRYAMGWY RQAPGKORVLVAALT
SNGRPSVADSVKGRFTISSDTAKNTVYLOMNSLEKPEDTALYYCTLYNTSADY
¥NQSPSSWGOGTOVIVLS EPKTPKPOPARAQVOLOESGGELVOAGDSLRLSC
AASGRTFTMGNFROAPGKERQFVAALTHIGASPVYADSVKGRFT TWRVLDNN

TVYLEMNSLKPEDTAVYHCAAARTYYGN I SEYYDYRGQGTQVIVSS

VHH anti-vWF especifico de conformacion

A11

62

EVQLVESGGRLVKAGASLRLSCAASGRTFSSLPMAWFRQAPGKEREFVAFIG
SDSSTLYTSSVRGRFTISRDNGKNTVYLQMMNLKPEDTAVYYCAARSSAFSS
GIYYREGSYAYWGQGTQUTVSS

A12

63

QVQLVESGGGLVCAGGELRLSCTASGRIFETYALGWFROVPGRGREFLAVIY
WRDGSSLYSDSVKGRFTISKDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCANRHDSRG
TYYSSRGYDYWGQGTQVTVSS

A13

64

QVQLVESGGGLVQAGGSLRL“CAASGRTKDMAWFRQPPGKEREFVAVIYSSD
GSTLVAASVRGRFTISRDNAKNTVYLOMTSLKPADTAVYYCATSRGYSGTYY
STSRYDYWGQGTQVIVSS

48
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NOMBRE SEC ID N.° SECUENCIA

A15 65 OVOLVESGGGLYOAGGSLRLECAASCRTKDMAWFROPPGREREFVAVIYSSD
GSTLVARSVTGRFTISRONAKNMVYLOMTSLKPADTAVYYCASSRGYSGTYY
STSRYDYRGQGTQVTVSS

NOMBRE SEC ID N.° SECUENCIA
vWF humano

vWE 48 MIFARFAGVLLALALILPGILCAEGTRGRSSTARCSLFGSDFUNTFDGSMES

humano FAGYCSYLLAGGCQKRSFSIIGDFQNGKRVSLSVYLGEFFDIHLFVNGTVTY

GDQRVSMPYASKGLYLETEAGYYKLSGEAYGFVARIDGSGNFPQVLLSDRYFN
KTCGLCGNFNI FAEDDFMTQEGTLTSDPYDFANSWALSSGEQWCERASPPSS
SCNISSGEMOKGLWEQCQLLKSTSVFARCHPLVDPEPFVALCEKTLCECAGS
LECACPALLEYARTCAQGEGMVLYGHWTDHSACSPVCPAGMEYRQCVEPCARTC
QSLHINEMCQERCVDGCSCPEGOLLDEGLCVESTECPCVHSGKRYPPGTSLS
RDCNTCI CRNSOWICSNEECPGECLVTGRSHFKSFONRYFTFSGICQYLLAR
DCQDHSFSIVIETVQCADPRDAVCTRSVTVRLPGLEN SLVKL KHGAGVAMDG
QODIQLPLLKGDLRIQHTVTASVRLS YGEDLOMDWDGRGRLLVKLS PV YAGKT
CGLCGNYNGNQGDDFLTPSGLAEPRVEDFGNAWKLHGDCQDLOKQHSDPCAL
NPRMTRFSEEACAVLTSPTFEACHRAVSPLPYLRNCRYDVCSCSDGRECLTG
ALASYARACAGRGVRVAWREPGRCELNCPKGOVYLOCGTPCNLTCRSLSYPD
EECNEACLEGCFCPPGLYMDERGDCVPKAQCPCYYDGEI FQPEDI FSDHHTHM
CYCEDGFMHCTMSGVPESLLPDAVLS SPLSHRSKRSLSCRPPMVKLVCPADN
LRAEGLECTKTCONYDLECMSMGCVSGCLCP PGMVRHENRCVALERCPCFHG
GKEYAPGETVKIGCNTCVCRDRKWNCTDHVCDATCSTIGMARYLTFDGLKYL,
FPGECQYVLVQDYCGSNPETFRILVGNKGCSHPSVKCKKRVTILVEGGEIEL
FDGEVNVKRPMKDETHFEVVESGRY I ILLLGKALSVVHDRHLS ISVVLKQTY
QEKVCGLCGNFDG IQNNDL TS SNLQVEEDPVDFGN SWKV SSRCADTRKVELD
SSPATCHNNIMKQTMVDSSCRILTSDVFQDCNKLVDPEPYLDVCIYDTCSCE
SIGDCACFCDTIAAYAHVCAQHGKVVTWRTATLCEQSCEERNLRENGYECEW
RYNSCAPACQVTCQHPEPLACPVOCVEGCHAHCPPGRILDELLOTCVDEEDC
PVCEVAGRRFASGKKVTLNPSDPEHCQICHCDVVNLTCEACOEPGGLYVEPT
DARVSPTTLYVEDISEPPLEDFYCSRLLDLVFLLDGESRLSEAEFEVLKAFY
VDMMERLRLSQKWVRVAVVEYHDGSHAYIGLKDRKRPEELRRIASQVKYAGS
QVASTSEVLKYTLFQIFEKIDRPEASRIALLLMASQEPQRMSRNFVRY VQGL
KKRKVIVIPVGIGPHANLKOIRLIEKQAPENKAFVLSSVDELEQQRDETIVSY
LCDLAPEAPPPTLPPHMARVTVGPGLRNSMULDVAFVLEGSDKIGEADFNRS
KEFMEEVIQRMDVGODS IHVTVLOYSYMVTVEYPFSEAQSKGDILORVREIR
YQGGNRTNTGLALRYLSDHSFLVSQGDREQAPNLVYMVTGNPASDEIKRLEG
DIQVVPICVGPNANVOELERIGWPNAPILIODFETLPREAPDLVLORCCSGE
GLOIPTLSPAPDCSOPLDVILLLDGSSSFPASYFDEMKE FAKAFTSKANIGP
RLTQVSVLOYGSITTIDVPWNVVREKAHLLSLVDVMOREGGP SQIGDALGFA

VRYLTSEMHGARPGASKAVVILVIDVSVDSVDAARDAARSNREVTVIPIGIGD
RYDARQLRILAGPAGDSNVVEKLQRIEDLPTMVILGNSFLHKLCS@FVRICMD

EDGNEKRFPGDVWTLPDOCHTVICQPDGOTLLKSHRVNCDRGLRPSCPNSQSP
VKVEETCGCRWICPCVCTGSSTRHIVTFDGONFKLTGSCSYVLFONKEQDLE
VILHNGACSPGARQGCMKSTEVKHSALSVELHSDMEVTVNGRLVSVPYVGGN
MEVNVYGAIMHEVRFNHLGHIFTFIPONNEFOLQLSPKTFASKTYGLCGICD
ENGANDFMLRDOTVTTDWKTLVOEWTVORPGOTCQPILEEQCLVPDS SHCQV
LLLPLFAECHKVLAPATFYATCOODSCHOEQVCEV I ASYAHLCRTNGVCVDW
RTPDFCAMSCPPSLVYNHCEHGCPRHCDGNVSSCGDHPSEGCFCPPDKVMLE
GSCVPEEACTQCIGEDGVQHQFLEAWVPDHQPCQICTCLSGRKVNCTTQRCP
TAKAPTCGLCEVARLRONADQCCPEYECVCDPVSCDLPPVPHCERGLOPTLT
NFGECRPNFTCACRKEECKRVSPPSCPPHRLPTLRKTQCCDEYECACNCVNS
TVSCPLEYLASTATNDCGCTTTTCLPDKVCVHRSTIYPVGQFWEEGCDVCTC
TDMEDAVMGLRVAQCSQKPCEDSCRSGFTYVLHEGECCGRCLPSACEVVTGS
PRGDSOSSWKSVGSOWASPENPCL INECVRVKEEVE IOORNVSCPQLEVEVC
PSGFQLSCKTSACCPSCRCERMEACMLNGTVIGPGKTVMIDVCTTCRCOMVOV
GVISGFKLECRKTTCNPCPLGYKEENNTGECCGRCLPTACTIQLRGGQIMTL
KRDETLODGCDTHFCKVNERGEYFWEKRVTGCPPFDERKCLAEGGKIMKIPG
TCCDTCEEPECNDITARLOYVKVGSCKSEVEVDIHYCQGKCASKAMYSIDIN
DVODQCSCCSPTRTEPMQVALHCTNGSVVYHEVLNAMECKCSPRKCSK

Tabla 31: Resultados después de dos rondas de inmunopurificacion sobre el dominio rA1 de vVWF como se

ha descrito en el Ejemplo 66

Tercera biblioteca

Primera biblioteca

Segunda biblioteca

Ufp de rA1 1x10° 2x 10’ 4 x10°
Ufp de caseina 2x10° 2x10° 2x10°
Enriquecimiento 5,000 1,000 200,000

Tabla 32: Analisis de ELISA de clones seleccionados para unirse a rA1 y vVWF como se ha descrito en el
Ejemplo 67

Primera biblioteca

Segunda biblioteca

Tercera biblioteca

ELISA de rA1

54/64

51/64

49/64
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| ELISA de VWWF | 36/64 35/64 33/64
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REIVINDICACIONES

1.- Una construccién de polipéptido que consiste en uno o mas anticuerpos de dominio uUnico dirigidos contra el
factor de von Willebrand (vVWF) y opcionalmente un conector peptidico, en la que el anticuerpo o anticuerpos de
dominio uUnico esta/n seleccionado/s del grupo de anticuerpos de dominio Unico que consiste en las secuencias
representadas por cualquiera de SEC ID N.°: 3, 5 0 7, 0 una secuencia homologa de cualquiera de SEC ID N.°: 3, 5
o 7, con una identidad de secuencias superior al 70 % con la secuencia parental; y en la que dicha secuencia
homodloga puede inhibir al menos el 50 % de agregacién de plaquetas a una tasa de cizallamiento de 1600 s" auna
concentracion entre 0,08 y 0,3 pg/ml.

2.- La construccion de polipéptido segun la reivindicacion 1, en la que al menos un anticuerpo de dominio Unico se
corresponde con una secuencia representada por SEC ID N.%: 3, o con una secuencia homologa de SEC ID N.°: 3
con una identidad de secuencias superior al 70 % con la secuencia parental.

3.- La construccion de polipéptido segun la reivindicacion 1, en la que al menos un anticuerpo de dominio Unico se
corresponde con una secuencia representada por SEC ID N.%: 5, o con una secuencia homologa de SEC ID N.°: 5
con una identidad de secuencias superior al 70 % con la secuencia parental.

4.- La construccion de polipéptido segun la reivindicacién 1, en la que al menos un anticuerpo de dominio Unico se
corresponde con una secuencia representada por SEC ID N.%: 7, o con una secuencia homologa de SEC ID N.°: 7
con una identidad de secuencias superior al 70 % con la secuencia parental.

5.- La construccion de polipéptido segun la reivindicacion 1, en la que la construccion de polipéptido consiste en dos
anticuerpos de dominio Unico dirigidos contra el factor de von Willebrand; y

i. en la que al menos un anticuerpo de dominio Unico se corresponde con una secuencia representada por
SEC ID N.°: 3 o con una secuencia homologa de SEC ID N.°: 3 con una identidad de secuencias superior al
70 %, o

ii. en la que al menos un anticuerpo de dominio Unico se corresponde con una secuencia representada por
SEC ID N.° 5, o con una secuencia homologa de SEC ID N.°: 5 con una identidad de secuencias superior al
70 %, o

iii. en la que al menos un anticuerpo de dominio Unico se corresponde con una secuencia representada por
SEC ID N.° 7, o con una secuencia homologa de SEC ID N.°: 7 con una identidad de secuencias superior al
70 %.

6.- Construccion de polipéptido, que comprende la construccion de polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 5, que
comprende ademas al menos un anticuerpo de dominio Unico dirigido contra la seroalbimina, en la que el al menos
un anticuerpo de dominio Unico dirigido contra la seroalbumina se corresponde con una secuencia representada por
cualquiera de SEC ID N.°: 16 a 19 o con una secuencia homologa de cualquiera de SEC ID N.% 16 a 19 con una
identidad de secuencias superior al 70 % con la secuencia parental.

7.- La construccion de polipéptido segun la reivindicacion 6 correspondiente a una secuencia representada por
cualquiera de SEC ID: 13 a 15.

8.- La construccion de polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 7, en la que al menos un anticuerpo de dominio
Unico es un dominio VHH.

9.- La construccion de polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 8, en la que al menos un anticuerpo de dominio
Unico es un dominio VHH que se obtiene inmunizando un camello y obteniendo hibridoma del mismo, o clonando
una biblioteca de anticuerpos de dominio Unico y posteriormente seleccionando el VHH usando expresion en fago.

10.- La construccion de polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 9, en la que al menos un anticuerpo de dominio
Unico esta humanizado

11.- La construccion de polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 10, en la que al menos un anticuerpo de dominio
Unico es un dominio VHH humanizado.

12.- La construccion de polipéptido segun la reivindicacion 11, en la que al menos un anticuerpo de dominio Unico se
humaniza reemplazando uno o mas de los aminoacidos de Camelidae con sus homdlogos humanos como se
encuentra en una secuencia consenso humana.

13.- La construccion de polipéptido segun las reivindicaciones 11 0 12, en la que al menos un anticuerpo de dominio
Unico se humaniza reemplazando cualquiera de los siguientes residuos tanto solos como en combinacion:
posiciones FR1 1, 5, 28 y 30, los aminoacidos distintivos en las posiciones FR2 37, 44, 45 y 47, posiciones FR3 74,
75,76, 83,84,93y 94y 4103, 104, 108 y 111, en la que la numeracion de las posiciones es segun la numeracion
de Kabat.
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14.- La construccion de polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 13, en la que el conector peptidico opcional
consiste en tres residuos de alanina.

15.- La construccion de polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 13, en la que el extremo C del primer anticuerpo
de dominio unico esta ligado al extremo N del siguiente anticuerpo de dominio unico.

16.- La construccion de polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 15, en la que dicha secuencia homéloga no puede
inhibir el 50 % de agregacion de plaquetas a una tasa de cizallamiento de 300 s"a10 pg/ml o a concentraciones
menores.

17.- Una composicion que comprende una construccion de polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 16 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

18.- La composicion que comprende una construccion de polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 16 adaptada a la
via de administracion elegida, en la que la via de administracion es oral o parenteral, intranasal por inhalacion,
intravenosa, intramuscular, tépica o subcutanea; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

19.- Una composicién que comprende una construccion de polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
16 y al menos un agente trombolitico, para administracion simultanea, separada o secuencial a un sujeto.

20.- La composicion segun la reivindicacion 19, en la que dicho agente trombolitico es cualquiera de estafilocinasa,
activador tisular del plasmindgeno, estreptocinasa, estreptocinasa monocatenaria, urocinasa y complejo acilado de
plasminégeno-estreptocinasa.

21.- Un acido nucleico que codifica una construccion de polipéptido seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

22.- Una construccion de polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 para su uso en el tratamiento,
prevencion y/o alivio de trastornos relacionados con la agregacion mediada por plaquetas o disfuncion de la misma.

23.- La construccién de polipéptido segun la reivindicacion 22, en la que dichos trastornos son cualquiera que surja
de angina inestable, angina estable, angina de pecho, formacién de émbolos, trombosis venosa profunda, sindrome
urémico hemolitico, anemia hemolitica, insuficiencia renal aguda, complicaciones tromboliticas, purpura
trombocitopénica trombdtica, coagulopatia intravascular diseminada, trombosis, cardiopatia coronaria,
complicaciones tromboembodlicas, infarto de miocardio, reestenosis y formacion de trombosis auricular en fibrilacion
auricular, angina inestable crénica, ataques isquémicos transitorios y accidentes cerebrovasculares, enfermedad
vascular periférica, trombosis arterial, preeclampsia, embolia, reestenosis y/o trombosis tras angioplastia,
endarterectomia carotidea, anastomosis de injertos vasculares y exposicion cronica a dispositivos cardiovasculares.

24 - La construccion de polipéptido segun la reivindicacion 22, en la que dichos trastornos son cualquiera que surja
de ataque isquémico cerebral transitorio, angina inestable o estable, angina de pecho, infarto cerebral, infarto de
miocardio, enfermedad oclusiva arterial periférica, reestenosis, injerto de derivacion coronaria, o valvuloplastia de la
arteria coronaria e intervenciones coronarias tales como angioplastia, implantacion de endoprotesis vascular,
endarterectomia carotidea o aterectomia.

25.- La construccion de polipéptido segun la reivindicacion 22, en la que dichos trastornos son cualquiera de
formacion de un trombo no oclusivo, formacion de un trombo oclusivo, formacién de trombo arterial, oclusion
coronaria aguda, reestenosis, reestenosis después de PCTA o implantacion de endoprotesis vascular, formacion de
trombo en arterias estenosadas, hiperplasia después de angioplastia, aterectomia o implantacion de endoprétesis
arterial, sindrome oclusivo en un sistema vascular o falta de permeabilidad de las arterias enfermas.

26.- La construccion de polipéptido segun la reivindicacion 22, en la que dichos trastornos son trastornos que se
producen por la formacién de placas o de trombos en entornos de alto cizallamiento.

27.- Un método de produccion de una construccion de polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16,
que comprende

(a) cultivar células huésped que comprenden acido nucleico que puede codificar un polipéptido segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 en condiciones que permitan la expresion del polipéptido, y,
(b) recuperar el polipéptido producido del cultivo.

28.- Un método segun la reivindicacion 27, en el que dichas células huésped son bacterianas o levadura.

29.- Un método para tratar dispositivos médicos invasivos para prevenir la agregacion mediada por plaquetas

alrededor del sitio de invasién que comprende la etapa de recubrir dicho dispositivo con una construccién de
polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 16.
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30.- Un método de diagndstico de una enfermedad o trastorno caracterizado por disfuncion de la agregacion
mediada por plaquetas que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una muestra con una construccion de polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 16, y

(b) detectar la union de dicha construccion de polipéptido a dicha muestra, y

(c) comparar la union detectada en la etapa (b) con un patrén, en la que una diferencia en la unién con
respecto a dicha muestra es diagnostico de una enfermedad o trastorno caracterizado por disfuncion de la
agregacion mediada por plaquetas.
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figura 6
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 14
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Figura 16
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 26
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Figura 27
DP-47 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTES SYAMS WVRQAPGKGLEWVS AISGSGGSTYY-
C-37 QVOLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNFN WYPMS WVRQAPGKGLEWVS TISTYGEPRY-

DP-47 ADSVKG RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK (SEC ID N9 84)

C-37 ADSVKG RFTISRDNANNTLYLOMNSLRPEDTAVYYCAR GAGTSSYLPORGN WDQGTQVTISS

(SEC ID No 85)
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Figura 29
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Figura 30
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