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DESCRIPCION
Método para producir una proteina de fusion de glucoproteina vi-Fc

La presente invencion se refiere a un método para obtener una proteina de fusion de Fc-GPVI-nt soluble que
comprende una secuencia de aminoacidos de la Fig. 7.

Los sindromes coronarios o carotideos agudos son una de las principales causas de muerte en las sociedades
occidentales. Incluso en caso de supervivencia a dicho suceso cardiovascular, muchos pacientes padecen
complicaciones que amenazan la vida, tales como trombosis intravascular, que conducen a posteriores infartos de
miocardio o ictus.

La trombosis intravascular es el resultado de la agregacion plaquetaria en un vaso por lo que el flujo sanguineo en el
vaso puede verse seriamente reducido o incluso inhibirse por completo. Especificamente, la rotura de una placa
aterosclerotica inicia una cascada de sucesos que culminan en trombosis arterial e isquemia del tejido aguas abajo,
precipitando enfermedades tales como el infarto de miocardio o el accidente cerebrovascular isquémico. La primera
respuesta al dafio vascular es la adhesion de plaquetas circulantes a las proteinas expuestas de la matriz
subendotelial, lo que desencadena posteriormente la agregacion plaquetaria. Entre los componentes
macromoleculares de la capa subendotelial, el colageno fibrilar esta considerado el constituyente mas trombogénico,
ya que actua como un fuerte activador de las plaquetas y mantiene la adhesion de las plaquetas tanto in vifro como
in vivo (1-3).

La proteinas de la membrana de las plaquetas, que se ha comunicado que son receptores de colageno putativos,
pueden dividirse en las que interactian indirectamente con colageno a través de factor de von Willebrand unido a
colageno (VWf), que incluye GPIba y la integrina a3, y las que interactian directamente con colageno que incluyen
GPVI, la integrina a;P1, y CD36 (revisado en (2)). Solo recientemente, se ha identificado a la glucoproteina de
plaquetas VI (GPVI) como el principal receptor de colageno en plaquetas (4). GPVI es una glucoproteina
transmembrana de tipo | de 60-65 kDa, que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas (5;6). En plaquetas
humanas y de ratén, GPVI forma un complejo con la cadena y de FcR en la superficie celular (7;8). La union del
ligando a GPVI desencadena la fosforilacion de tirosina del motivo ITAM de la cadena g del receptor Fc iniciando la
sefializacion aguas abajo por medio de las cinasas Syk, LAT, SLP-76, y fosfolipasa C (9-13). Las plaquetas
deficientes en GPVI muestran una pérdida de adhesion y agregacion inducida por colageno in vitro (4; 14). Del
mismo modo, los anticuerpos monoclonales anti-GPVI que bloquean la funcién atendan la agregacion plaquetaria ex
vivo en respuesta al colageno y al péptido relacionado con colageno CRP, que imita a la triple hélice del colageno
(15;16).

Se sabe que el problema de las complicaciones debidas a la agregacioén de las plaquetas puede abordarse
administrando inhibidores de la agregacion plaquetaria. Para el tratamiento de los sindromes coronarios agudos, los
inhibidores de GP Ilb/llla tales como el ReoPro mejoran significativamente el desenlace de los pacientes. Sin
embargo, un metaanalisis reciente de ensayos clinicos revel6 un riesgo remanente significativo de muerte o infarto
de miocardio a pesar de una intervencion antitrombdética 6ptima (Boersma E, Harrington RA, Moliterno DJ, White H,
Theroux P, Van de Werf F, de Torbal A, Armstrong PW, Wallentin LC, Wilcox RG, Simes J, Califf RM, Topol EJ,
Simoons ML. Platelet glycoprotein lIb/llla inhibitors in acute coronary syndromes: a meta-analysis of all major
randomised clinical trials. Lancet 2002; 359:189-98): Los efectos secundarios de este régimen terapéutico son
complicaciones de sangrado. Estas ocurrieron en el 2,4 % de los pacientes ocurriendo la forma mas grave de
sangrado intracraneal en aproximadamente el 0,1 % de los pacientes tratados. Se ha puesto de manifiesto que
varias deficiencias mecanicas del bloqueo de los receptores GP IIb / llla explican la efectividad y los efectos
secundarios subéptimos (Dickfeld T, Ruf A, Pogatsa-Murray G, Muller |, Engel-mann B, Taubitz W, Fischer J, Meier
0O, Gawaz M. Differential antiplatelet effects of various glycoprotein lIb-llla antagonists. Thromb Res. 2001;101:53-64.
Gawaz M, Neumann FJ, Schomig A. Evaluation of platelet membrane glycoproteins in coronary artery disease:
consequences for diagnosis and therapy. Circulation. 1999;99:E1-E11).

La inhibicién de la agregacion plaquetaria conduce a un deterioro general de las plaquetas respecto de su capacidad
para agregarse. Por consiguiente, no solo se influencia la formacion de trombosis no deseada, sino también la
capacidad general de las plaquetas para frenar el sangrado. Por lo tanto, la administracion de inhibidores de la
agregacion plaquetaria conduce inherentemente a graves efectos secundarios, tales como sangrados, que pueden
causar complicaciones potencialmente mortales adicionales. Por supuesto, estos efectos secundarios son mas
problematicos en pacientes que padecen diabetes.

La diabetes es uno de los principales factores de riesgo para la ateroesclerosis. La diabetes constituye ademas un
riesgo aumentado de complicaciones potencialmente mortales y un exceso de morbilidad en pacientes que
presentan sindromes vasculares y especialmente coronarios agudos. Los pacientes diabéticos con angina inestable
presentan una mayor incidencia de ulceracion de la placa y de trombosis intracoronaria en comparacién con
pacientes no diabéticos. (Biondo-Zoccai GGL; Abbate A; Liuzzo G, Biasucci L: Atherothrombosis, inflammation, and
diabetes. J Am Coll Cardiol 41; 1071-1077; 2003).
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Cada vez se reconoce mas que las plaquetas son un activador principal para la progresion de la aterosclerosis. La
relacion entre el aumento de la ateroprogresion y la respuesta aumentada de las plaquetas y la diabetes es hasta
ahora un problema sin resolver. Los pacientes diabéticos padecen complicaciones vasculares agudas
independientes del grado de aterosclerosis, lo que es indicativo de diferentes mecanismos actualmente
desconocidos de activacion de plaquetas en el desarrollo de complicaciones vasculares agudas diabéticas y
complicaciones vasculares agudas ateroscleroéticas.

Por lo tanto, el problema de la invencién es proporcionar un método para obtener un medicamento que sea Util para
evitar complicaciones potencialmente mortales posteriores a un sindrome coronario o carotideo agudo a la vez que
se mantiene la potencia homeostatica de la sangre.

Es un problema adicional de la presente invencién proporcionar un método para obtener un medicamento para el
tratamiento o prevencion de la ateroprogresion.

También es un problema de la invencion proporcionar un método para obtener un medicamento para el tratamiento
de la diabetes, en particular para las complicaciones asociadas con diabetes.

Descripcion general de la invencion

Los problemas anteriores se resuelven de acuerdo con las reivindicaciones. La presente invencién proporciona la
primera prueba in vivo directa que indica que GPVI es de hecho estrictamente necesaria en el proceso de
reclutamiento de plaquetas sometidas a estrés de corte después de una lesion vascular. En distintos modelos
murinos de denudacién endotelial tanto la inhibicién como la ausencia de GPVI anulé virtualmente las interacciones
entre plaquetas-pared del vaso y la agregacion plaquetaria, lo que identifica a GPVI como el determinante principal
de la formacion trombos arteriales. Esto indica que la inhibicion de las interacciones GPVI-ligando impiden la
trombosis arterial en el establecimiento de la ateroesclerosis. La presente invencién usa el potencial antitrombdético
de una forma especifica soluble de GPVI. Especificamente, se proporciona un proceso para obtener una proteina de
fusion, que contiene el dominio extracelular de GPVI y un marcador del extremo N terminal de Fc humano. La forma
soluble de GPVI humano se une especificamente al colageno con una alta afinidad y atenud la adhesion plaquetaria
a colageno inmovilizado in vitro y a sitios de lesion vascular in vivo. Por consiguiente, la presente invencion se basa
en reconocer que la condicién previa para la trombosis intraarterial como una complicacion clinica aguda es la
adhesién inicial de las plaquetas a lesiones activas en las paredes de los vasos. Los presentes inventores han
acreditado que la adhesién plaquetaria a colageno de la matriz subendotelial en una lesion de la pared vascular
mediante el receptor de glucoproteina VI (GPVI) representa el evento clave para la formacion de la trombosis. La
inhibicién de la adhesion de las plaquetas al colageno de la matriz subendotelial de la proteina de fusién obtenida
por la invencion es por lo tanto capaz no solamente de prevenir la adhesién de las plaquetas a una lesién activa,
sino también de prevenir la agregacion de las plaquetas a la lesién activa. De este modo, la formacién de trombosis
intravascular puede evitarse de manera eficaz sin deteriorar la capacidad general de agregacion de las plaquetas.

Es sorprendente que el complejo proceso de la formacion de la trombosis pueda inhibirse mediante la inhibicion de
un solo receptor de las plaquetas a la vista del hecho de que los distintos componentes de las capas subendoteliales
son ligandos y activadores de las plaquetas, tales como laminina, fibronectina, factor de von Willebrand (VWf) y
colageno. Ademas, se ha propuesto una amplia variedad de receptores en las plaquetas mediante examenes in
vitro, pero el receptor o las combinaciones de receptores relevantes que influyen en la adhesion de las plaquetas a
las lesiones in vivo no se conocia anteriormente.

La presente invencién también se basa en reconocer que GP VI es un medidor principal de la actividad de las
plaquetas para la progresion de la ateroesclerosis. Se ha demostrado que la inhibicion de la activacion de GPVI
mediada por colageno atenua la ateroprogresion en ratones Apo e -/- propensos a la ateroesclerosis (véase la figura
16). Ademas, se ha demostrado que las plaquetas de los pacientes diabéticos, que también son propensos a la
ateroesclerosis avanzada y al aumento de las complicaciones trombdticas muestran una expresion aumentada del
receptor de Fc correceptor de GPVI. Por lo tanto, las plaguetas de los diabéticos pueden mostrar una respuesta
aumentada a la estimulacion con colageno que conduce al aumento de las complicaciones trombéticas observadas
clinicamente en la angina inestable, donde el colageno se descubre de las capas vasculares subendoteliales por
ruptura de la placa o denudacién endotelial.

La invencién proporciona un método para obtener un medicamento para el tratamiento de las complicaciones
vasculares agudas tales como la trombosis intravascular especialmente en pacientes con diabetes. La
inmunoadhesina Fc-GPVI-nt es una potente herramienta terapéutica para atenuar la ateroprogresion y la respuesta
aumentada de las plaquetas al colageno por medio del receptor GPVI. Por lo tanto, Fc-GPVI-nt es un medicamento
para el tratamiento de la ateroesclerosis y particularmente para el tratamiento de las complicaciones
ateroescleroticas de la diabetes.

Esta invencién proporciona un método para obtener una proteina de fusion soluble (Fc-GPVI-nt) que comprende los
siguientes segmentos:
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(a) el dominio extracelular de la glucoproteina VI (GP VI) y
(b) el dominio Fc de una inmunoglobulina,

en el que la proteina de fusion comprende una secuencia de aminoacidos como se muestra en la Figura 7 y el
método comprende expresar la proteina de fusion en células HELA usando un sistema de expresién adenoviral. La
proteina de fusién se obtiene preferentemente

(a) recogiendo 2 dias después de la infeccion el sobrenadante del cultivo de células Hela infectadas con un
adenovirus para Fc-GPVI-nt que codifica una secuencia de aminoacidos como se muestra en la figura 7;

(b) centrifugando (3800 g, 30 min, 4°C) el sobrenadante de la etapa (a);

(c) filtrando (0,45 um) el sobrenadante de la etapa (b);

(d) precipitando la inmunoadhesina por adicién de 1 vol. de sulfato de amonio (761 g/l) y agitando durante toda la
noche a 4°C;

(e) precipitando las proteinas por centrifugacion (3000 g, 30 min, 4°C),

(f) disolviendo las proteinas precipitadas de la etapa (e) en 0,1 Vol de PBS y dializando en PBS durante toda la
noche a 4°C;

(9) aclarando la solucion de proteinas por centrifugacion (3000 g, 30 min, 4°C);

(h) cargando la solucién de la etapa (g) en una columna de proteina A (HiTrap™ protein A HP, Amersham
Pharmacia Biotech AB, Upsala, Suecia); (i) lavando la columna con tampdn de union (tampén de fosfato de sodio
20 mM a pH 7,0, NaNs al 0,02 % ) hasta DOa2go < 0,01;

(k) eluyendo las fracciones con tampoén de elucion (glicina 100 mM a pH 2,7);

() neutralizando las fracciones eluidas con tampdn de neutralizacion (Tris/HCI 1 M a pH 9,0, NaNsal 0,02 % );

(m) agrupando las fracciones;

(n) dializando las fracciones agrupadas en PBS durante toda la noche

a4 °C,

(o) preparando alicuotas del producto dializado y congelando a -20 °C.

En las condiciones anteriores, se obtiene la proteina de fusién como un dimero unido covalentemente de una masa
molecular de 160 kDa medida en condiciones no reductoras mediante SDS-PAGE. La dimerizacién de la proteina de
fusion sucede presumiblemente mediante puentes disulfuro intercatenarios de cisteinas en un dominio especifico
adyacente al fragmento GPVI de la secuencia de aminoacidos como se muestra en la Figura 7. La naturaleza
dimérica de la proteina de fusidon depende al menos de la presencia de una regién especifica entre la porciéon Fc y la
porcion GPVI como esta contenido en la Figura 7, y del proceso de preparacion, Una proteina monomérica de fusion
no es util como agente terapéutico en la practica ya que las propiedades inferiores de union de una proteina
monomeérica de fusién en comparacion con la proteina dimérica de fusién harian necesaria la administracion de una
cantidad de proteina que es un orden de magnitud mayor que la cantidad de la proteina dimérica de fusion para
obtener un efecto similar. cf. Figura 9(e). La administracion de grandes cantidades de proteinas es, sin embargo,
problematica desde un punto de vista terapéutico y econdmico, en particular en el tratamiento de enfermedades
cronicas.

La proteina de fusién obtenida mediante la invencion es una inmunoadhesina. Tiene un segmento (a) que tiene la
funcién del dominio extracelular del GPVI de las plaquetas.

El segmento (b) de dicha proteina de fusion sirve para al menos uno de los siguientes fines: secrecién de la proteina
de fusién de las células que producen dicha proteina de fusion, proporcionar el segmento (a) en una forma

(p-€j., plegamiento o estado de agregacion) funcional para unirse al colageno, para purificacion por afinidad de dicha
proteina de fusidon, para reconocimiento de la proteina de fusién por un anticuerpo, proporcionando propiedades
favorables a la proteina de fusion cuando se usa como un medicamento. Sorprendentemente y de manera mas
importante, el segmento (b) permite la produccion de dicha proteina de fusidn en células de mamiferos,
preferentemente humanas, y la secreciéon al sobrenadante de las células en forma activa, es decir, en una forma
funcional para unirse al colageno. El segmento (b) es un dominio Fc de una inmunoglobulina.

Los segmentos (a) y (b) de la proteina de fusion de la invencion estan unidos por un enlazador.

La invencioén proporciona ademas un método para obtener un medicamento para la prevencién o tratamiento de la
trombosis intraarterial, que contiene una proteina que comprende el dominio extracelular de la glucoproteina VI.
Dicha proteina es dicha proteina de fusién obtenida mediante la invencion. Si dicho medicamento contiene dicha
proteina de fusion, dicho medicamento preferentemente comprende ademas un vehiculo adecuado. Dicho
medicamento se administra preferentemente por via parenteral, mas preferentemente, se administra por via
intravenosa. Como han descubierto los presentes inventores, las interacciones GPVI-colageno son el factor principal
de adhesion de las plaquetas a una pared de un vaso lesionado. La proteina de fusion obtenida mediante la
invencion puede prevenir la unidon de las plaquetas al colageno expuesto a la sangre en el sistema vascular
bloqueando dicho colageno expuesto a sangre sin inhibir otras funciones de las plaquetas.
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Descripcion de las figuras

Figura 1 Adhesién y agregacion de las plaquetas después de lesion vascular de la arteria carétida comun en
ratones C57BL6/J in vivo, (a) Micrografias de microscopio electrénico de barrido de las arterias carétidas antes
de (paneles de la izquierda) y 2 h después (paneles de la derecha) de la lesiéon vascular. La denudacion
endotelial induce la adhesién y agregacion plaquetaria, dando como resultado la formacién de un trombo rico en
plaquetas (parte inferior izquierda), (fa) las interacciones plaqueta-célula endotelial 5 minutos después de la
lesion vascular se investigaron mediante microscopia de fluorescencia in vivo de la arteria carétida comun in situ
(columnas negras). Los animales sin lesidon vascular sirvieron como controles (columnas abiertas). Los paneles
izquierdo y derecho resumen la adhesion transitoria y firme de plaquetas, respectivamente, de ocho
experimentos por grupo. Las J)Iaquetas se clasificaron de acuerdo con su interaccién con el linaje celular
endotelial como se ha descrito** y se proporcionan por mm? de superficie del vaso. Media + d.t.m, el asterisco
indica diferencia significativa en comparacion con el control, P < 0,05. (c) La agregacion plaquetaria después de
la lesion vascular se determind por microscopia de fluorescencia in vivo (columnas negras). Los animales sin
lesion vascular sirvieron como controles (columnas abiertas). Media + d.t.m, n=8 cada grupo, el asterisco indica
diferencia significativa en comparacion con los ratones de tipo silvestre, P < 0,05. Las microfotografias (derecha)
muestran imagenes representativas de microscopia de fluorescencia in vivo en animales de control (panel
superior) o después de lesion vascular (panel inferior). Las flechas blancas indican las plaquetas adherentes.

Figura 2 La inhibicion de GPVI anula la adhesion y agregacion plaquetaria después de lesion vascular, (a) La
adhesion plaquetaria después de la lesién vascular se determiné por microscopia de videofluorescencia intravital.
Las plaquetas fluorescentes se preincubaron con 50 pg/ml de fragmentos Fab de anti-GPVI (JAQ1) o IgG de rata
de control. Las plaquetas sin preincubacion con AcM sirvieron como control. Los paneles izquierdo y derecho
resumen la adhesion transitoria y firme de plaquetas, respectivamente. Media + d.t.m, n=8 cada grupo, el
asterisco indica diferencia significativa en comparaciéon con el control, P < 0,05. (b) ilustra el porcentaje de
plaquetas que establecen la adhesion irreversible después que se produzca el anclaje inicial/traslocacion lenta
de superficie. (c) Agregacion plaquetaria después de lesion vascular in vivo. La agregacion de plaquetas
preincubadas con tirodos, IgG de rata irrelevante, o Fab anti-GPVI (JAQ1) se evaludé por microscopia de
fluorescencia como se ha descrito. Media + d.t.m, n=8 cada grupo, el asterisco indica diferencia significativa en
comparacion con el control, P < 0,05. (d) Las fotomicrografias muestran imagenes de microscopia in vivo
representativas que ilustran la adhesion de las plaquetas en ausencia o presencia de Fab anti-GPVI Fab (JAQ1)
o 1gG de control.

Figura 3 Adhesion de las plaquetas después de la denudacion endotelial en ratones deficientes en GPVI. (a) Los
ratones tratados con JAQ1 carecen de GPVI. Paneles superiores: Las plaquetas de los ratones pretratados con
IgG de control irrelevante (izquierda) o anti-GPVI (JAQ1) (derecha) se incubaron con JAQ1 marcado con FITC y
CD41 anti-ratén marcado con PE durante 10 minutos a temperatura ambiente y se analizaron directamente en un
dispositivo FACScan™. Se presenta una transferencia por puntos de 3 ratones por grupo representativa. Panel
inferior: Los lisados de plaquetas completas de tres ratones tratados con IgG de control o JAQ1 se separaron
mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras y se inmunotransfirieron con JAQ1 marcado con FITC,
seguido por una incubacion con AcM de conejo anti-FITC marcado con HRP. (b) Micrografias electronicas de
barrido de arterias carétidas 2 horas después de la lesion vascular en animales de control (paneles superiores) o
ratones con empobrecimiento de GPVI (paneles inferiores). La denudacion endotelial indujo la adhesion de
plaquetas y la agregacion plaquetaria en animales de control. Por el contrario, solo se unieron muy pocas
plaquetas a lo largo la pared del vaso dafiado en los ratones con empobrecimiento de GPVI. Las fibras de
colageno subendotelial son visibles a lo largo del area denudada. (c) Anclaje de las plaquetas y adhesion firme
de las plaquetas, (d) transiciéon del anclaje inicial a la captura estable (porcentaje de plaquetas ancladas), y (e)
agregacion de las plaquetas después de la lesion vascular de la arteria carétida se determind en los ratones
deficientes en GPVI (ratones pretratados con JAQ1) o pretratados con IgG de control (para mas detalles véase
Materiales y Métodos). Los paneles resumen la adhesion de plaquetas (transitoria y firme) y la agregacion
plaquetaria en ocho experimentos por grupo. Media + d.t.m, el asterisco indica diferencia significativa en
comparacion con la IgG control, P < 0,05. (f) Las fotomicrografias muestran imagenes de microscopia de
fluorescencia in vivo que ilustran la adhesion de las plaquetas en ratones deficientes en GPVI (JAQ1) y tratados
con IgG de control.

Figura 4 Se determind la adhesioén plaquetaria a la superficie de cubreobjetos de vidrio recubiertos con colageno
en condiciones de flujo fisiolégico ex vivo. Panel izquierdo: Se investigd la adhesién en condiciones de flujo
biolégico de plaquetas de ratones tratados con inmunoadhesinas de IgG irrelevante de control (control)
(izquierda) o inmunoadhesina anti-GPVI (Fc-GP VI-nt) (derecha). El nimero de plaquetas se evaludé mediante
recuento en FACS de los cubreobjetos lavados al final de cada experimento. Se determiné el anclaje de las
plaquetas como la primera etapa de la adhesion plaquetaria después de 30 segundos y la adhesién firme de
plaquetas después de 5 minutos en condiciones de flujo. (Para mas detalles véase el Ejemplo 6). Los paneles
resumen la adhesioén transitoria y firme de las plaquetas en ocho experimentos por grupo. Media + d.t.m, el
asterisco indica diferencia significativa en comparacion con la IgG control, P < 0,05.
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Figura 5 La interaccion de Fc-GP VI-nt con colageno se controlé en un ensayo basado en ELISA. Se investigo la
adhesion de la inmunoadhesina Fc-GPVI-nt consistente en el dominio extracelular de GP VI y la parte FC de una
IgG a placas recubiertas con colageno con concentraciones en aumento de Fc-GP VI-nt (de 0,5 yg a 10 pg). La
union se visualiza con un anticuerpo secundario marcado con peroxidasa dirigido a la parte Fc de Fc-GPVI-nt. La
peroxidasa se detecta finalmente mediante ELISA. En este experimento representativo se controlé la unién de
Fc-GPVI-nt a colageno con suficiente afinidad, que alcanzo la saturacion a concentraciones de mg.

Figura 6 Interaccion de la Fc-GP VI-nt con colageno y la posibilidad de explorar inhibidores de GP VI se
demostré con el anticuerpo JAQ1 anti-GPVI de ratdn. Se demuestra que la adhesion de la inmunoadhesina Fc-
GPVI-nt (2 pg/pocillo) a placas de ELISA recubiertas con colageno es especifica: las de inmunoadhesina Fc-nt
vacios no mostraron ninguna unién. Por lo tanto, esto proporciona un ensayo basado en ELISA para la
exploracioén de inhibidores de GPVI con el potencial de ampliacion de escala a capacidades de alto rendimiento.

Figura 7 Secuencia de aminoacidos de Fc-GPVI-nt: SEC ID N°: 1.

Figura 8 Secuencia de ADN de inmunoadhesina Fc-GPVI-nt: SEC ID N°: 2. Las bases 1 a 807 codifican el
dominio extracelular de GPVI. Las bases 817 a 1515 codifican la parte Fc de la IgG.

Figura 9 Caracterizacion de GPVI-Fc. (a) panel superior: Se usaron Fc-GPVI-nt y Fc de control que carece del
dominio extracelular d GPVI para SDS-PAGE en condiciones reductoras. La tincién con azul de coomasie
(izquierda) y la inmunotransferencia con anticuerpo Fc de cabra anti-humano conjugado a peroxidasa (derecha)
identificaron a Fc-GPVI-nt con una masa molecular de ~80 kDa. Panel medio: Inmunotransferencia de Fc, Fc-
GPVI-nt, o plaguetas humanas usando el anticuerpo monoclonal 5C4 anti-GPVI. 5C4 detect6 tanto proteina de
fusion Fc-GPVI-nt expresada mediante adenovirus como GPVI de plaquetas, pero no la Fc de control. Panel
inferior: Masa molecular en condiciones reductoras (derecha) y no reductoras (izquierda). Mientras que la masa
molecular de Gc-GPVI-nt fue aproximadamente 80 kDa en condiciones reductoras, la proteina nt completa con
~160 kDa se identificd en condiciones no reductoras. (b-d) Caracterizacion de interacciones de Fc-GPVI-nt con
colageno. (b) Se efectuaron ensayos de union usando diferentes concentraciones de Fc-GPVI-nt soluble y
colageno inmovilizado (10 pyg/ml) para definir interacciones Fc-GPVI-nt-colageno. Se detectdé Fc-GPVI-nt unido
mediante anticuerpo AcM anti-Fc (dilucién 1:10.000) y se proporciona en relacion a la union observada a 10
pg/ml de Fc-GPVI-nt. Fc-GPVI-nt se une a colageno de manera saturable. Media + d.t.m, n = 6 por cada
concentracion de Fc-GPVI-nt, el asterisco indica diferencia significativa en comparacion con 0 mg/ml de Fc-
GPVI-nt, P < 0,05. (c, panel izquierdo) muestra la uniéon de Fc-GPVI-nt (20 pg/ml) a varios sustratos. La unién
de Fc-GPVI-nt a BSA (10 pg/ml) o vVWF (10 pg/ml) se proporciona como porcentaje de union de dimero de GPVI
a colageno inmovilizado. No sucedi6 unién de Fc-GPVI-nt a BSA o vVWF, lo que apoya la especificidad de la
union de Fc-GPVI-nt. Media * d.t.m, el asterisco indica diferencia significativa en comparacion con el colageno, P
< 0,05. (c, panel derecho) ilustra la unién de Fc-GPVI-nt (20 pug/ml) o Fc (20 pg/ml) a colageno inmovilizado (10
pg/ml). Se detectdé Fc-GPVI-nt o Fc unido mediante anticuerpo AcM anti-Fc (diluciéon 1:10.000) y se proporciona
en relacion a la unién observada con Fc-GPVI-nt. Solo Fc-GPVI-nt, pero no Fc o AcM anti-Fc se une a colageno
inmovilizado. Media + d.t.m, n=8 cada grupo, el asterisco indica una diferencia significativa en comparacién con
la uniéon de Fc-GPVI-nt, P < 0,05. (d) Se preincubd Fc-GPVI-nt (20 pg/ml) durante 10 minutos con diferentes
concentraciones de colageno soluble. Después de la incubacion se lavo las placas y se detecto la unién de Fc-
GPVI-nt mediante anticuerpo IgG de cabra anti-humano conjugado a peroxidasa (dilucion 1:10.000). La unién de
Fc-GPVI-nt se proporciona en relacion a la unién observada en ausencia de colageno soluble. El colageno
soluble inhibe la unién dimero-dimero de GPVI-Fc a colageno inmovilizado de manera dependiente de la dosis.
Media + d.tm, n = 3 por cada concentracion de colageno, el asterisco indica diferencia significativa en
comparacion con 0 mg/ml de colageno, P < 0,05. (e) Se determind la diferencia de la afinidad de unién entre la
forma monomérica de la proteina de fusion GPVI-Fc y Fc-GPVI-nt en comparacion directa. La unién del
monomero y dimero se determind sobre placas de ELISA recubiertas con colageno tipo 1. Concentraciones en
aumento de proteinas de fusion de GPVI unidas a colageno de manera saturable. Aqui se muestra una
representacion de Linewaver Burke para la determinacion de la afinidad (e). La afinidad de la proteina de fusion
de GPVI monomérica fue de aproximadamente 10 veces en comparacion con concentraciones equimolares de la
forma dimérica Fc-GPVI-nt.

Figura 10 Fc-GPVI-nt inhibe la activacion de CD 62 P en plaquetas humanas como un parametro de liberacion
de sustancias transmisoras intracelulares desde granulos alfa mediante dosis en aumento de colageno. Las
plaquetas humanas se aislaron de sangre completa y se incubaron con anticuerpos anti-CD 62 marcados con PE
(para mas detalles véase Materiales y Métodos). La fluorescencia se determind en un dispositivo FACS de
Becton Dickenson. Se muestran histogramas representativos. Las concentraciones en aumento de colageno
desde 0 hasta 10 pug/ml indujeron un cambio de la fluorescencia en presenecia de la proteina Fc de control (100
pg/ml; linea azul). En presencia de Fc-GPVI-nt (100 pg/ml; linea roja), el cambio de fluorescencia y por lo tanto
de activaciéon de CD 62 P se inhibié de manera destacable.

Figura 11 Inhibicion especifica de agregacion de plaquetas mediada por colageno y liberacion de transmisores
enddgenos desde granulos densos y alfa mediante Fc-GPVI-nt. (a) Se incubaron plaquetas humanas con Fc de
control (80 pg/ml) o Fc-GPVI-nt (80 ug/ml). La agregacion de las plaquetas se indujo con colageno (1 pg/ml) o



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2527717 T3

ADP (5 uM) o TRAP (10 uM) y se determind la agregacion en un agregébmetro en condiciones de agitacion (para
mas detalles véase Materiales y Métodos). Se efectuaron medidas por triplicado a partir de n = 5 donantes de
sangre diferentes. Las medias + d.t.m se proporcionan en % de agregacion de la agregacion de control sin
proteinas de fusion. (b) La liberacion de ATP se midié simultaneamente en las mismas sondas después de la
incubacion con Fc de control (80 pg/ml) o Fc-GPVI-nt (80 pg/ml). La cantidad de liberacion de ATP se
proporciona en % de los controles sin proteina de fusion. (c) La liberacion de PDGF se determino en plaquetas
humanas con un sistema ELISA especifico para PDGF humano en condiciones basales y después de la
estimulacion por colageno (20 pg/ml) (para detalles adicionales véase Materiales y Métodos). La preincubacion
con Fc de control no tuvo un efecto significativo en la liberacion de PDGF por plaquetas estimuladas con
colageno, mientras que Fc-GPVI-nt (100 pg/ml) redujo la liberacion de PDGF de manera significativa. La
inhibicion de la liberacién de PDGF no sucedié en plaquetas no estimuladas.

Figura 12 Fc-GPVI-nt no tiene efecto significativo en el tiempo de sangrado en sangre de humano ex vivo. El
tiempo de sangrado en sangre humana se midid ex vivo después de estimulacion con ADP/colageno y
estimulacion con epinefrina/colageno en un dispositivo PFA-100. Fc-GPVI-nt (5 y 20 pyg/ml) y Fc (5 y 20 ug/ml) no
prolongaron el tiempo de sangrado mientras que ReoPro® en concentracion terapéuticamente relevante (5 pg/ml)
prolongd de manera maxima el tiempo de sangrado en ambas condiciones. Se resumen las medias + d.t.m den
= 4 donantes de sangre con medidas por triplicado.

Figura 13 Fc-GPVI-nt inhibe la adhesion de plaquetas a colageno inmovilizado en condiciones de flujo. Se
aislaron plaguetas humanas (2x‘|08 células/ml) a partir de sangre completa (para detalles adicionales véase
Materiales y Métodos). Se recubrieron las placas con colageno inmovilizado (10 pg/ml) o VWF (10 pg/ml). La
adhesion de las plaquetas a las placas recubiertas se determiné en una camara de flujo de camara paralela en
presencia de Fc-GPVI-nt o Fc que carece del dominio GPVI extracelular (200 pg/ml). La inhibicion de la adhesion
de plaqutas por Fc-GPVI-nt se proporciona en % del control (control de Fc). Fc-GPVI-nt atenu6 de manera
sigr;nificativa la adhesién de plaquetas sobre colageno inmovilizado a velocidades de cizalladura de 500 s” y 100
s, respectivamente. Por el contrario, Fc-GPVI-NT no afecté a la adhesién de las plaquetas en vVWF inmovilizado.
Media *+ d.t.m, n=4 cada grupo, el asterisco indica diferencia significativa en comparacién con el Fc control, P <
0,05. Los paneles inferiores muestran imagenes microscopicas representativas.

Figura 14 Fc-GPVI-nt tiene una farmacocinética favorable con una semivida en plasma prolongada después de
inyeccion intraperitoneal a ratones in vivo. Las concentraciones en sangre de Fc-GPVI-nt se determinaron con
anticuerpos anti-Fc especificos y ELISA (para mas detalles véase Materiales y métodos). (a) Una sola inyeccion
intraperitoneal de Fc-GPVI-nt (4 pg/g) condujo a picos de concentracion rapidos en sangre de Fc-GPVI-nt
después de ~ 24 h con una disminucion lenta de concentraciones en sangre de Fc-GPVI-nt. Se muestran las
medias + d.t.m procedentes de 10 animales. (b) Las aplicaciones intraperitoneales repetidas (10 pg/g; dos veces
a la semana) conducen a una acumulacion continua de Fc-GPVI-nt en ratones in vivo a lo largo de 28 dias. Se
muestran las medias + d.t.m procedentes de 6 animales. (c) Una inyeccién monodosis intravenosa de 30 ug de
Fc-GPVI-nt (1 pg/g de peso corporal); 60 ug (2 ug/g peso corporal) y 100 ug de Fc-GPVI-nt (3 pg/g de peso
corporal) por ratébn condujo a un aumento dependiente de la dosis de concentracion en plasma de
inmunoadhesina. La concentracién en plasma en las dos concentraciones mayores en estos ratones in vivo
alcanzo niveles elevados prolongados a partir de los 5 a 60 minutos y después de 24 horas, suficiente para la
captacion efectiva de colageno y por lo tanto para una inhibicion efectiva de la activacion del receptor de GPVI en
las plaquetas. Se muestran las medias + d.t.m procedentes de 5 animales.

Figura 15 Efectos de Fc-GPVI-nt en la adhesion y agregacion plaquetaria in vivo. (a) Se traté a los ratones (n=6
por grupo) con 2 mg/kg o 4 mg/kg de Fc-GPVI-nt iv. Los ratones tratados con integrilina (0,2 mg/kg) sirvieron
como controles positivos (n=8). Se determinaron los tiempos de sangrado del modo descrito (véase Materiales y
métodos). La proteina de fusién de Fc-GPVI-nt no aumentd los tiempos de sangrado de la vena caudal en
comparacion con animales de control. El tiempo de sangrado de la vena caudal de los ratones tratados con
integrilina aumentd de manera masiva. **P < 0.05 frente a control. (b) La inhibicién de GPVI anula la adhesion y
agregacion plaquetaria después de lesion vascular. Se determiné la adhesion plaquetaria después de lesion
vascular mediante microscopia de videofluorescencia intravital. Los ratones se pretataron con 1 o 2mg/kg de Fc-
GPVI-nt o con cantidades equimolares de Fc de control. Los paneles izquierdo y derecho resumen el anclaje de
plaquetas y la adhesion firme de plaquetas, respectivamente. Media + d.t.m, n=5 cada grupo, el asterisco indica
diferencia significativa en comparacion con el Fc, P < 0,05. (c) Efectos de Fc-GPVI-nt en la formacién de trombos
después de lesion vascular in vivo. Se determinaron el nimero de trombos de plaquetas (derecha) y el area total
de los trombos (izquierda) mediante microscopia de fluorescencia del modo descrito. Media + d.t.m, n=5 cada
grupo, el asterisco indica diferencia significativa en comparacion con el Fc, P < 0,05. (d) Las fotomicrografias
muestran imagenes representativas de microscopia de fluorescencia in vivo que ilustran la adhesion plaquetaria
en ausencia o presencia de 1 o 2 mg/kg de Fc-GPVI-nt o Fc de control. Las barras representan 50 mm. (e)
Micrografias electronicas de barrido de arterias carétidas 1 hora después de lesion vascular en animales tratados
con Fc o con Fc-GPVI-nt. La denudacién endotelial indujo la adhesién plaquetaria y la agregacion plaquetaria en
ratones tratados con Fc. Por el contrario, solo se unieron muy pocas plaquetas a lo largo la pared del vaso
dafado en los ratones tratados con Fc-GPVI-nt. Las fibras de colageno subendotelial son visibles a lo largo del
area denudada. Las barras representan 10 um (f) Fc-GPVI-nt se une especificamente al subendotelio de las
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arterias carétidas. Se determind la union de Fc-GPVI-nt al subendotelio en secciones de carétida, tefidas con
anticuerpo IgG de cabra anti-humano conjugados a peroxidasa. Las arterias carotidas obtenidas de ratones
tratados con Fc sirvieron como controles. Se detectd proteina Fc-GPVI-nt pero no Fc de control en el
subendotelio, segun se indica por la tincién de color marron. Ampliacion original: 100 veces.

Figura 16 Fc-GPVI-nt atenua significativamente la ateroprogresion en ratones knockout para apo e -/- in vivo. Se
traté a los ratones Apo e -/- con Fc-GPVI-nt (4 pg/g) o Fc de control (4 ug/g) por via intraperitoneal durante 4
semanas dos veces a la semana. Se investigo la aterprogresion post mortem después de la tincion con Sudan
rojo de los grandes vasos para visualizar el ateroma y la formacion de placa. En los animales de control la
formacién extensa de placa de preparaciones de arteria carétida se indicé por el color rojo, en particular en la
region de ramificacion. En los animales tratados con Fc-GPVI-nt la aterosclerosis fue eliminada practicamente
por completo en las arterias carétidas de ratones apo e -/. Se muestran preparaciones vasculares completas
macroscopicas representativas de las arterias carétidas de un ratén apo e -/ después de 4 semanas de
tratamiento con Fc-GPVI-nt y de un ratén apo e -/- después de 4 semanas de tratamiento con la proteina Fc de
control (lado derecho).

Figura 17 Las plaquetas recién aisladas de pacientes que padecen diabetes mellitus muestran expresion
reducida del receptor de fibrinogeno (CD61, parte superior) y expresion aumentada del receptor de Fc (CD32,
parte media) y por lo tanto expresién aumentada de GPVI. Se muestra la correlacion entre expresion de CD32 y
expresion de GPVI (detectada mediante el anticuerpo monoclonal especifico 4C9) en plaquetas humanas (parte
inferior). Se aislaron plaquetas humanas de sangre completa de pacientes que padecen diabetes y se incubaron
con anticuerpos anti-CD61 y anti-CD32 o o anticuerpos 4C9 marcados con FITC fluorescentes. La fluorescencia
se determind en un dispositivo FAC-Scalubur de Becton Dickenson. Se resumen las medias + d.t.m de n = 111
pacientes diabéticos y de n = 363 pacientes sin diabetes. Se calculé la correlacion de la fluorescencia de CD32 y
la fluorescencia de 4C9 con el coeficiente de correlacion r = 0,516.

Figura 18 Secuencia de aminoacidos de una proteina monomérica de fusion basada en Fc-GPVI-nt.
Descripcion detallada de la invencién

Una hipoétesis previa sugeria que la uniéon de glucoproteina de plaquetas (GP) ib a vWf recluta las plaquetas en el
flujo a la pared de los vasos lesionados (Ruggeri, Z.M: Mechanisms initiating platelet thrombus formation. Thromb.
Haemost. 1997; 78, 611-616), mientras que los colagenos fibrilares subendoteliales soportan la adhesion firme y la
activacion de plaquetas (van Zanten, G.H. et al., Increased platelet deposition on atherosclerotic coronary arteries. J
Clin. Invest 1994; 93, 615-632; Clemetson, K.J. y Clemetson, J.M. Platelet collagen receptors. Thromb. Haemost.
2001, 86, 189-197). Sin embargo, la presente invencion demuestra mediante microscopia de fluorescencia in vivo de
la arteria carotida de ratdn que la inhibicidon o ausencia del principal receptor de colageno de las plaquetas, GPVI, en
cambio, anula las interacciones plaqueta-pared del vaso después de una erosion endotelial. De manera inesperada,
la inhibicién de GPVI reduce el anclaje de plaquetas y la adhesion al subendotelio en aproximadamente un 89 %.
Ademas, la captura estable y agregacion de plaquetas se anula virtualmente en estas condiciones. La estricta
necesidad de FPVI en estos procesos se confirmé en ratones deficientes en GPVI, donde las plaguetas también son
incapaces de adherirse y agregarse en la pared vascular dafiada. Estos descubrimientos revelan un papel
inesperado de GPVI en la iniciaciéon de la unién de plaquetas en sitios de lesién vascular e identifican univocamente
las interacciones plagueta-colageno como el determinante principal de las complicaciones ateroscleréticas inducidas
por plaquetas.

Se ha descrito el hecho de que GPVI funciona generalmente como receptor para el colageno de la matriz
subendotelial (Moroi M, Jung SM, Okuma M, Shinmyozu K. A patient with platelets deficient in glycoprotein VI that
lack both collagen-induced aggregation and adhesion. J Clin Invest 1989; 84: 1440 - 1445). Estos autores
caracterizaron plaquetas in vitro originadas en pacientes con una deficiencia en el receptor GPVI. Sin embargo, la
significacion fisiologica de la interaccion de colageno y receptor GPVI en el contexto in vivo y la contribucion relativa
del receptor GPVI a la adhesién después de la lesion vascular era desconocida. En particular, no se sabia que la
inhibicién de este receptor inhibe la etapa clave de la formacién de trombosis intravascular que es el anclaje de
plaguetas. La presente invencion revela al receptor GPVI como un receptor esencial para la adhesién de plaquetas
al subedotelio mediante la unién al colageno de la matriz subendotelial in vivo. Entre la variedad de otras proteinas
de superficie de las plaquetas, tales como GP Ib (receptor de von Willebrand), el receptor de allbf3 integrina, los
receptores de a2f31 integrina o de GP V, se ha identificado sorprendentemente que el receptor GPVI es un receptor
esencial para mediar la adhesion plaquetaria a la pared vascular. Ya que la adhesién de las plaquetas es la primera
y la mas importante etapa para la agregacion plaquetaria y la formacién de trombos intraarteriales en condiciones de
estrés de cizalla fisioldgico, los siguientes efectos perjudiciales que conducen a la oclusion intraarterial son la base
funcional para los sindromes clinicos de infarto de miocardio o accidente cerebrovascular. En una configuracion
cronica, la interaccion de las plaquetas con el endotelio propaga etapas tempranas de la ateroesclerosis. Nuestra
invencion también demostré por primera vez que el receptor GPVI juega un papel crucial entre la compleja variedad
de varias proteinas de superficie de las plaquetas para la adhesion inicial de las plaquetas y para la interaccion
cronica de plaquetas-endotelio en la propagacion de la aterosclerosis.
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Los documentos WO 01/16321 y WO 01/00810 divulgan una secuencia de ADN y de proteina del receptor GPVI
humano. Sin embargo, la significacion de la adhesién plaquetaria y activacion por medio de lesiones endoteliales no
se ha demostrado en un fondo in vivo.

El documento US 6.383.779 divulga proteinas de fusion de GPVI. Sin embargo, esta referencia no divulga una
proteina de fusién dimérica o cualquier efecto terapéutico de GPVI.

Jandrot-Perrus et al., Blood 96 (2000), 1798-1807 describe la clonacién, caracterizacion y estudios fucnionales de
glucoproteina VI humana y de ratén.

Recientemente, se investigaron las diferentes etapas de la interaccion plaqueta-colageno a colageno artificial in vitro
durante condiciones de perfusion (Moroi M, Jung SM, Shinmyozu K, Tzomiyama Y, Ordinas A y Diaz-Ricart M.
Analysis of platelet adhesion to collagen-coated surface under flow conditions: the involvement of glycoprotein VI in
the platelet adhesion. Blood 1997; 88: 2081-2092). Los autores de ese estudio ya sefialaron la importancia de la
interaccion colageno-GPVI durante condiciones de estrés de cizalla. Sin embargo, la relevancia del colageno de la
matriz subendotelial para la adhesién no pudo estudiarse en esta situacion artificial in vitro. A consecuencia de la
limitada relevancia de su modelo in vitro, los autores del estudio anteriormente mencionado llegaron a la conclusion
de que los receptores GPVI en cambio estan implicados en la activacion de plaquetas en vez de la adhesion de
plaquetas al endotelio. Por el contrario, el receptor GP de von Willebrand esta implicado de manera significativa en la
interaccion plaqueta-subendotelio. Estos autores también enfocaron toda la informacién disponible acerca de la
itneraccion plaqueta-colageno en una revision de la bibliografia actual. Anteriormente, Moroi M y Jung, SM (Platelet
receptors for collagen. Thromb. Haemost. 1997; 78: 439-444) habian discutido la interaccion de las fibrillas de
colageno con diferentes receptores de colageno en las plaquetas para la adhesion y la formacion de trombos de las
plaquetas. Sin embargo, los autores no esperaron un papel relevante del receptor GPVI para la adhesion en una
situacion clinica relevante in vivo ya que no pudieron validar la significacion de los diferentes receptores de colageno
para el proceso de adhesioén.

Por lo tanto, la presente invenciéon proporciona una solucién al problema de inhibir la diana relevante para la
interaccion plaqueta-subendotelio y para la adhesion plaquetaria sin provocar efectos secundarios no deseados de
complicaciones de sangrado. Aparte de la interaccion bien conocida de colageno-plaqueta a través del receptor
GPVI, se pudieron proporcionar datos para la interaccion de la matriz subendotelial nativa y las plaquetas medida
mediante adhesion de plaquetas in vivo.

En consecuencia, se pudo validar la significacion de la itneraccion GPVI-endotelio para la adhesion plaquetaria como
etapa inicial de la trombosis intravascular. Por lo tanto, la invencién resuelve el problema de un tratamiento
farmacologico antiplaquetas eficaz para la etapa iportante de la adhesion de plaquetas sin efectos secundarios no
deseados.

Ademas, la invencién proporciona un método para obtener una inmunoadhesina (la proteina de fusion obtenida
mediante la invencién). En una realizacion especifica, la inmunoadhesina consiste en el dominio extracelular del
receptor GPVI junto con la parte Fc de una inmunoglobulina de IgG (Fc-GPVI-nt). Esta proteina de fusién novedosa
se basa aproximadamente en el 50 % en la secuencia de ADN de GPVI como se habia publicado anteriormente. La
estructura proteica de la inmunoadhesina es novedosa ya que la proteina de fusidon recombinante no forma una
proteina de membrana como el receptor GPVI es una inmunoadhesina similar a inmunoglobulina soluble liberada por
la respectiva célula hospedadora. Esta inmunoadhesina puede bloquear la interaccion ligando-receptor de colageno
y GPVI. Nuestros resultados demuestran que la inmunoadhesina tiene efectos marcados en las funciones
fisiolégicas principales de plaquetas inducidas por estimulacion por colageno. La agregacion inducida por colageno,
la adhesion y la funcién de liberacion puede inhibirse mediante la inmunoadhesina hasta el mismo punto que un
anticuerpo monoclonal especifico. El mecanismo, sin embargo, es diferente: mientras que el anticuerpo inhibe la
activacion de GPVI uniéndose directamente al sitio de unidon a ligando del receptor de GPVI, la inmunoadhesina
captura al colageno ligando de GPVI y por lo tanto evita la activacion de GPVI mediada por ligando.

La inmunoadhesina obtenida mediante la invencion es un inhibidor de GPVI novedoso. Tiene la ventaja de inhibicion
selectiva de la rama activada de los efectos mediados por GPVI mediante captura de ligando. Se evitan efectos
secundarios, tales como los efectos mediados por el anticuerpo en la internalizacion de receptor GPVI. Fc-GPVI-nt
puede usarse para el tratamiento de complicaciones ateroscleréticas causadas por placas ateroscleréticas inestables
con rotura de placa o lesién endotelial. Por lo tanto, la inmunoadhesina Fc-GPVI.nt sirve como inhibidor terapéutico
para activacion de GPVI mediada por colageno sin afectar a la actividad intrinseca del receptor GPVI con el sistema
de sefializacion relevante.

Ademas, la inmunoadhesina de GPVI sirve como epitopo ideal para la seleccion de anticuerpos. La parte Fc permite
la purificacion conveniente de la proteina y la fijacion simple a superficies para efectuar selecciéon de anticuerpos a
gran escala contra bibliotecas de anticuerpos, es decir, mediante presentacion de fagos. La seleccion permite la
exploracion selectiva de anticuerpos para el epitopo relevante que se asemeja a la proteina intacta con una
estructura similar a la de la proteina nativa.
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Finalmente, la Fc-GPVI-nt es una herramienta importante para la exploracion de inhibidores de la activacion de
receptor GPVI. Se ha establecido un ensayo in vitro basado en ELISA que simula la interacciéon colageno-GPVI
mediante placas pre-recubiertas con colageno como ligando. Este ensayo puede ejecutarse como alternativa con Fc-
GPVI-nt marcado fluorescentemente y por lo tanto puede ampliarse la escala a formatos de alto rendimiento. Este
ensayo permite la exploracion de ambos anticuerpos inhibidores o moléculas pequefias por su potencia para inhibir
la funcién de GPVI mediante medida de fluorescencia. Con este ensayo de exploracion sin células, se ha establecido
un método prototipico para un ensayo de exploracién de fluorescencia escalable a alto rendimiento para ensayo de
farmacos.

Basandose en las recientes mejoras en las técnicas de obtencion de imagenes mediante ultrasonidos
intravasculares o formacion de imagenes mediante resonancia magnética nuclear, es posible identificar a pacientes
con ateroesclerosis que estén en riesgo de complicaciones clinicas agudas, tales como sindrome coronario agudo o
carotideo. por la que los pacientes tienen lesiones activas como posibles causas de trombosis intravascular. Por lo
tanto es posible prevenir mediante la presente invencién la formacién de trombosis intravascular administrando un
medicamento que contiene un anticuerpo contra la glucoproteina VI (GPVI) de plaquetas sin efectos secundarios no
deseados. Las lesiones activas estan caracterizadas por el desenmascaramiento de los colagenos de la matriz
subendotelial y la activacion de plaquetas. La aparicion de dichas lesiones puede investigarse, por ejemplo,
mediante ultrasonidos intravasculares o termografia (por ejemplo, Fayed y Fuster, Clinical imaging of the high-risk or
vulnerable atherosclerotic plaque. Circulation 2001; 89:305-316) o formacién de imagenes por resonancia magnética
(Helft et al., Progression and Regression of Atherosclerotic Lesions. Circulation 2002; 105:993-998). Dichas lesiones
son elevadamente probables en pacientes con sindromes coronario o carotideo agudos, y el riesgo de recidiva de
complicaciones clinicas agudas tales como infarto de miocardio o ictus es muy elevada, que disminuyen
progresivamente con el aumento de la distancia temporal desde el suceso primario.

Por consiguiente, basandose en la presente invencion, es posible tratar a pacientes que estan en riesgo de
ateroesclerosis. Para prevenir la ateroprogesion, se trata a un paciente con la proteina de fusién obtenida por medio
de la invencién para prevenir la interaccion entre plaquetas y el colageno subendotelial expuesto. La proteina de
fusion obtenida mediante la invencion bloguea el ligando para el receptor GPVI de plaquetas en la pared vascular
(por ejemplo, subendotelio) de tal forma que se inhibe una itneraccion entre las plaquetas y el colageno expuesto.

La proteina de fusion obtenida mediante la invencién puede estar en forma de un polvo liofilizado que se dispersa en
un vehiculo liquido farmacéuticamente aceptable antes de la administracion al paciente. La proteina de fusién
obtenida por medio de la invencién también puede incorporarse en composiciones farmacéuticas adecuadas para
administracion parenteral, en el caso de tratamiento de complicaciones agudas preferentemente mediante
administracion intraarterial o intravenosa. Dichas composiciones normalmente comprenden a la proteina de fusion y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye disolventes, medios de
dispersion, agentes antibacterianos y antifingicos y agentes isotonicos, que son compatibles con la administracion
farmacéutica. La presente invencion incluye métodos para fabricar composiciones farmacéuticas para el tratamiento
de enfermedades cardiovasculares cronicas o agudas. Dichos métodos comprenden formular un vehiculo
farmacéuticamente aceptable con la proteina de fusién obtenida por medio de la invencién. En el caso del
tratamiento de enfermedades cardiovasculares agudas, la composicion preferentemente se administra por via
intravenosa o intraarterial. En el caso del tratamiento de enfermedades cardiovasculares crénicas, la composicion
puede administrarse por via subcutanea o intraperitoneal. Dichas composiciones pueden incluir ademas compuestos
activos adicionales, tales como polipéptidos adicionales (tales como insulina) o moléculas pequefas
terapéuticamente activas. Por lo tanto, la invencion incluye adicionalmente métodos para preparar una composicion
farmacéutica formulando un vehiculo farmacéuticamente aceptable con la proteina de fusion obtenida por medio de
la invencién y uno o mas compuestos activos adicionales tales como insulina. En el caso de la coformulacion de la
proteina de fusién y la insulina para el tratamiento de pacientes diabéticos, se prefiere que la forma de dosificacion
permita el almacenamiento por separado de las distintas proteinas por lo que la mezcla de las proteinas se lleva a
cabo inmediatamente antes o durante la administracién de la composicion. Por consiguiente, se considera la
aplicacion mediante una jeringuilla multicamara. Una composicién farmacéutica de la invencion se formula para ser
compatible con su ruta parenteral de administracion prevista. Los ejemplos de las rutas de administracion parenteral
incluyen, por ejemplo, administracion intraarterial e intravenosa. Las soluciones o suspensiones para uso parenteral
pueden incluir un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, soluciéon salina, polietilenglicoles, aceites no
volatiles, glicerina, propilenglicol, TWEEN u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol
bencilico o metilparabenos; agentes quelantes tales como acido etilendiaminotetraacético; antioxidantes tales como
acido ascorbio o bisulfito de sodio; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para ajustar la
tonicidad tales como cloruro de sodio, dextrosa, sacarosa o manitosa. Se puede ajustar el pH con acidos o bases,
tales como acido clorhidrico o hidréxido de sodio. La preparacion parenteral se puede encerrar en ampollas,
jeringuillas desechables o viales de dosis multiple hechos de vidrio o plastico. Las composiciones farmacéuticas
adecuadas para el uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones estériles inyectables. Para la administracion intravenosa,
los vehiculos adecuados incluyen suero salino fisioldgico, agua bacteriostatica, o suero salino tamponado con fosfato
(PBS). El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido), y mezclas adecuadas de los mismos. Se puede mantener la
fluidez apropiada, por ejemplo, usando un recubrimiento tal como lecitina, manteniendo el tamafio de particula
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necesario en el caso de la dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion de
microorganismos puede lograrse mediante varios agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, y cloruro sédico en la composicion. La
absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede lograrse incluyendo en la composiciéon un agente que
retrase la absorcién, por ejemplo, monoestereato de aluminio y gelatina. Las soluciones estériles inyectables se
pueden preparar incorporando al compuesto activo (por ejemplo, un polipéptido o anticuerpo) en la cantidad
necesaria en un disolvente adecuado con uno o una combinacion de los ingredientes anteriormente enumerados,
segun sea necesario, seguido de esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando
al compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes
necesarios entre aquellos enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son secado al vacio y criodesecado que dan
lugar a un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucion
previamente esterilizada por filtracion del mismo. Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales u
orales en forma de dosificacion unitaria. Las formas de dosificacion unitarias son unidades discretas adecuadas
como dosis unitarias para un paciente. Cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo
para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico necesario. Una cantidad
terapéuticamente eficaz de proteina de fusidon (es decir, una dosificacion efectiva) para el tratamiento de las
complicaciones agudas esta en el intervalo de 0,05 a 5 mg/kg de peso corporal, preferentemente de 0,1 a 2 mg/kg
de peso corporal, mas preferentemente de 0,1 a 1 mg/kg de peso corporal. Una cantidad terapéuticamente eficaz de
proteina de fusion (es decir, una dosificacion efectiva) para el tratamiento de la ateroprogresién crénica esta en el
intervalo de 0,5 a 6 mg/kg de peso corporal, preferentemente de 1 a 5 mg/kg de peso corporal, mas preferentemente
de 2 a 5 mg/kg de peso corporal. El tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente efectiva de la
proteina puede incluir un solo tratamiento o, preferentemente, puede incluir una serie de tratamientos. En un ejemplo
preferido, se trata a un sujeto con la proteina de fusiéon de la invencion frente a la ateroprogresion crénica en el
intervalo de entre 0,5 a 6 mg/kg de peso corporal, preferentemente de 1 a 5 mg/kg de peso corporal, mas
preferentemente de 2 a 5 mg/kg de peso corporal, al menos dos veces a la semana.

Métodos para investigar la interaccién de plaqueta-colageno y la modulacién mediante inhibidores

Agregacibn plaquetaria y liberacion de ATP

La estimulacién de plasma de ratén rico en plaguetas con concentraciones en aumento de colageno tipo | bovino de
0,2 a 4 ug/ml provoca una agregacion dependiente de la dosis desde un 2 hasta un 95 % y una liberacion de ATP
dependiente de la dosis desde 0 hasta 1,66 nM de liberacion de ATP. Se eligié una concentracion semimaxima de
colageno para experimentos posteriores. La incubacion del plasma de ratén rico en plaquetas con el anticuerpo de
GPVI JAQ1 anti-ratén especifico (50 pg/mly 100 pg/ml) anulé practicamente por completo la agregacion plaquetaria
después de estimulacion con 2 ug de colageno /ml (con 50 pg de JAQ1: 2 + 0,7; con 100 pg de JAQ 1: 1,5 + 0,3 %).
Ademas, se inhibid la liberacién de ATP de manera dependiente de la dosis de anticuerpo a 1,09 nM de ATP (10 ug
de anticuerpo/ml) o se anuld por completo (50 y 100 pug de anticuerpo/ml).

De modo similar, la incubacion de plasma de ratén rico en plaquetas con la inmunoadhesina para GPVI (Fc-GPVI-nt)
(50 pg/mly 100 pg/ml) suprimié practicamente por completo la agregacion plaquetaria después de estimulacion con
2 pg de colageno/ml (con 50 pg de Fc-GPVI-nt 2 + 0,7; con 100 pg de Fc-GPVI-nt: 1,5 + 0,3 %) y liberacion de ATP
a 0 nM de ATP.

Por lo tanto, la inmunoadhesina inhibié suficientemente la activacion de GPVI capturando al ligando natural de GPVI,
colageno. Tanto la funcidon crucial de agregacion plaquetaria y el mecanismo de liberacion de las plaquetas
determinado por liberacion de ATP pudieron verse influenciados por la Fc-GPVI-nt.

Adhesién mediada por GPVI en condiciones de flujo fisiologico (camara de flujo)

La adhesion de plaquetas en condiciones fisiologicas de cizalla se ensayaron en una camara de flujo. La adhesion
inicial y firme de las plaquetas se inhibio significativamente mediante la adicion de la inmunoadhesina Fc-GPVI-nt en
un 60 % (véase la figura 4).

Ensayo de unién a GPVI

La adhesion de Fc-GPVI-nt a placas recubiertas con colageno se determind en un ensayo de fluorescencia basado
en ELISA. La unién de la inmunoadhesina Fc-GPVI-nt aumenté de manera dependiente de la dosis hasta niveles de
saturaciéon en una concentracion de 0,2 a 10 ug de Fc-GPVI-nt (por favor, véase la figura 5). La especificidad se
demostré comparando la uniéon de Fc-GPVI-nt con la de inmunoadhesina Fc vacia o la superficie de plastico no
recubierta (véase la figura 6).
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Métodos para investigar la adhesién y agregacién plaquetarias en la lesiéon vascular in vivo como las etapas
cruciales para la activacion plaguetaria en sucesos vasculares agudos

Para probar la significacion biolégica de las interacciones plaqueta-colageno en el proceso de adhesion a lesiones in
vivo, se determinan las interacciones plaqueta-pared del vaso después de la lesion vascular de la arteria carétida de
ratén. La lesiéon vascular para este lecho vascular importante puede servir como modelo para las primeras estapas
de ateroesclerosis, tales como la lesion endotelial en aterioesclerosis temprana o la rotura de la placa en los estadios
tardios de la ateroesclerosis con el desenmascaramiento de las fibrillas de colageno del subendotelio. Ademas, este
modelo permite el estudio de las complicaciones posteriores a la lesion vascular. Las lesiones endoteliales pequefias
conducen a una activacion maxima de las plaquetas, con las etapas siguientes de adhesion y agregacion
plaquetaria. En etapas posteriores, los agregados plaquetarios pueden conducir a un embolismo desde la arteria
carétida con el consiguiente accidente cerebrovascular. Por lo tanto, esta configuracion experimental sirve como
modelo relevante in vivo para un subgrupo de pacientes con ateroesclerosis inestable que implica la rotura de la
placa y las lesiones endoteliales que condicen al sindrome coronario agudo y al ictus.

La ligacion vigorosa de la arteria carétida durante 5 minutos causa de manera consistente la pérdida completa de la
capa celular endotelial e inicia la adhesidon de plaquetas en el sitio de la lesion, segun se determina mediante
microscopia electrénica de barrido (Figura 1a). Puede usarse microscopia de fluorescencia in vivo para visualizar
directamente y cuantificar el proceso dinamico de acumulacion de plaquetas después de la lesion vascular.
Numerosas plaguetas se anclan a la pared vascular durante los primeros minutos después de la denudacion
vascular (4620 + 205 plaquetas/mmz). Virtualmente todas las paquetas que establecen contacto con el subendotelio
muestran inicialmente una lenta traslocacion de superficie de tipo "arranque y parada" (Savage, B., Saldivar,E. y
Ruggeri,Z.M. Initiation of platelet adhesion by arrest onto fibrinogen or translocation on von Willebrand factor. Cell
1996; 84, 289-297). Aunque se observa la transicion desde traslocacion lenta de superficie a adhesion irreversible de
plaquetas en un 88 % de todas las plaquetas (4182 + 253 plaquetas/mmz) (Figura 1b), la detencion de plaquetas
permanece transitoria en solo el 12 % (543 + 32 plaquetas/mmz). Una vez que se establece la detencion firme, las
plaguetas adherentes reclutan plaquetas adicionales de la circulacién, lo que da como resultado la formacién de
agregados (Figura 1c). Se obtienen caracteristicas similares de reclutamiento de plaquetas con colageno
inmovilizado in vitro. Por el contrario, solo unas pocas plaquetas estan ancladas a la pared vascular intactas en
condiciones fisiologicas (P < 0,05 frente a lesion vascular) y virtualmente el 100 % de estas plaquetas se desplazan
de la pared vascular sin detencion firme (P < 0,05 frente a lesién vascular) Figura 1a-c).

Identificacién de GPVI como una proteina diana novedosa y relevante en las plaguetas para las lesiones vasculares
in vivo

La elevada complejidad de la interaccion plaqueta-pared del vaso que implica una variedad de diferentes receptores
y vias de sefializacion hace que la inhibicion in vivo de este proceso sea muy dificil. Aparte de GPIb-V-I-X y la
integrina aypP3 que interactuan indirectamente con el colageno mediante el factor de von Willebrand (vVWF), se han
identificado un gran namero de receptores de colageno en las plaquetas, incluyendo de manera muy importante a la
integrina azf+ (Santoro,S.A. Identification of a 160,000 dalton platelet membrane protein that mediates the initial
divalent cation-dependent adhesion of platelets to collagen. Cell 1986; 46, 913-920), GPV (Moog,S. et al. Platelet
glycoprotein V binds to collagen and participates in platelet adhesion and aggregation. Blood 2001; 98, 1038-1046), y
GPVI (Moroi,M., Jung,S.M., Okuma,M. y Shinmyozu,K. A patient with platelets deficient in glycoprotein VI that lack
both collagen-induced aggregation and adhesion. J Clin. Invest 84; 1440-1445). Entre varios informes de diferentes
sistemas de sefalizacion que juegan un papel in vitro, también se ha discutido GPVI (Gibbins, J.M., Okuma,M.,
Famdale,R., Bames,M. y Watson,S.P. Glycoprotein VI is the collagen receptor in platelets which underlies tyrosine
phosphor-ylation of the Fc receptor gamma-chain. FEBS Lett. 1997; 413, 255-259; Nieswandt,B. et al. Long-term
antithrom-botic protection by in vivo depletion of platelet glycopro-tein VI in mice. J. Exp. Med. 2001; 193, 459-469,
Nieswandt, B. et al. Glycoprotein VI but not a2f1 integrin is essential for platelet interaction with collagen. EMBO J
2001; 20, 2120-2130).

Para probar directamente in vivo la relevancia de las interacciones plaqueta-colageno en la formacion de trombos
arteriales, se inhibié o elimind GPVI in vivo. El anticuerpo monoclonal (AcM) JAQ1 bloquea el sitio de unién a
colageno principal en GPVI de ratén (Schulte, V., et al., Evidence for two distinct epitopes within collagen for
activation of murine platelets. J Biol. Chem. 2001; 276, 364-368) e inhibe practicamente por completo la adhesion
plaquetaria a colageno fibrilar inmovilizado en condiciones de flujo de alta cizalla (Nieswandt, B. et al. Glycoprotein
VI but not a2B1 integrin is essential for platelet interaction with collagen. EMBO J 2001; 20, 2120-2130). Para
estudiar la significacion de las interacciones GPVI-colageno en el proceso dinamico de adhesién/agregacion
plaquetaria en la formacion de trombos arteriales, los ratones recibieron plaquetas singénicas marcadas por
fluorescencia preincubadas con fragmentos Fab de JAQ1 o IgG de control emparejada de isotipo y se indujo la
lesion carotidea como se describe anteriormente. De manera inesperada, se descubrié que la inhibiciéon de GPVI
redujo el anclaje inicial de plaquetas después de la denudacion endotelial en la arteria carétida comun en un 89 % (P
< 0,05 frente a IgG de control, Figura 2a), un proceso que se pensaba que estaba mediado principalmente por la
interaccion GPIba con vVWF inmovilizado (Goto,S., lkeda,Y., Saldivar,E. y Ruggeri, Z.M. Distinct mechanisms of
platelet aggregation as a consequence of different shearing flow conditions. J. Clin. Invest. 1998; 101, 479-486;
Sixma,J.J., van Zant-en,G.H., Banga,J.D., Nieuwenhuls,H.K. y de Groot, P.G. Platelet adhesion. Semin. Hematol.
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1995; 32, 89-98). Ademas, la detencion estable de plaquetas se redujo en un 93 % mediante JAQ1 (Figura 2a). Se
observo la transicion desde anclaje inicial/traslocacion lenta de superficie a adhesion irreversible de plaquetas en
solo un 58 % de aquellas plaquetas que establecian contacto inicial con la superficie subendotelial (en comparacion
con el 89 % con plaquetas pretratadas con IgG de control, P < 0,05, Figura 2b). La agregaciéon de plaquetas
adherentes estuvo virtualmente ausente después del pretratamiento de las plaquetas con fragmentos Fab de JAQ1,
pero no en los controles (P < 0,05 frente a control, Figura 2c y d). Estos datos demostraron que las interacciones
directas plaqueta-colageno son cruciales para el anclaje inicial de las plaquetas y la posterior adhesién y agregacion
plaquetaria en sitios de lesién vascular. Ademas, estos descubrimientos demuestran que GPVI es un regulador clave
en este proceso, mientras que otros receptores de la superficie, mas importantemente GPIb-V-IX y a2f4, no son
suficientes para iniciar la adhesion y agregacion plaquetaria sobre el endotelio in vivo.

Para descartar la posibilidad de que este efecto esté basado en el impedimento estérico de otros receptores, por
ejemplo, GPIb-V-IX, mediante JAQ1 unido a superficie, se generaron ratones deficientes en GPVI mediante
inyeccion de JAQ1 cinco dias antes de la lesién vascular. Como se habia comunicado anteriormente, dicho
tratamiento induce una pérdida virtualmente completa de GPVI, por ejemplo, mediante internalizacion y degradacion
proteolitica de GPVI en plaquetas en circulacién, lo que da como resultado un fenotipo de tipo "knocout en GPVI"
durante al menos dos semanas (Neswandt, B., et al., Long-term anti-thrombotic protection by in vivo depletion of
platelet glyc-oprotein VI in mice. J. Exp. Med. 2001; 193, 459-469). Como se ilustra en la Figura 3a, GPVI era
indetectable en plaquetas de ratones tratados con JAQ1 en el dia 5 después de la inyeccién de 100 pg/ratéon de
JAQ1, pero no IgG de control, mientras que la expresion de superficie y la funcién de todos los demas receptores
ensayados, incluyendo GPIb-V-IX, a3 y a2f1 permanecié sin cambios en ambos grupos de ratones, lo que
confirma resultados anteriores (datos no mostrados y Nieswandt, B. et al. Long-term antithrombotic protection by in
vivo depletion of platelet glycoprotein VI in mice. J. Exp. Med. 2001; 193, 459-469).

Como se muestra por microscopia electronica de barrido, la adhesion y agregacion plaquetaria después de
denudacion endotelial en la arteria carética comun esta virtualmente ausente en ratones deficientes en GPVI, pero
no en ratones pretratados con IgG (Figura 3b). A continuacion, se usé microscopia de videofluorescencia in vivo
pada definir la dinamica de adhesion plaquetaria después de lesién vascular en ratones deficientes en GPVI (Figura
3c-f). La pérdida de GPVI reduce significativamente en anclaje/traslocacion lenta de superficie de las plaquetas en el
sitio de lesion vascular (en un 83 % en comparacion con ratones pretratados con 1gG, P < 0,05). Estra lentra
traslocacion de superficie independiente de GPVI necesita la interaccion cWF-GPIba, ya que se abroga mediante la
preincubacion de las plaquetas con fragmentos Fab de un AcM bloqueante de la funcién contra GPIba (pOp/B) lo que
confirma el papel critico de GPlba en este proceso (no mostrado). En ausencia de GPVI, la adhesion estable de
plaquetas se reduce en aproxiamdamente un 90 % en comparacién con el control (tratado con IgG), mientras que la
agregacion de las plaquetas adherentes esta practicamente ausente (Figura 3b-f). Se observo la transicion de
anclaje de plaquetas a adhesion estable de plaquetas en solo un 58 % de todas las plaquetas ancladas inicialmente
al sitio de la lesion (en comparacion con el 89 % de las plaquetas pretratadas con el AcM de control, P < 0,05, Figura
3d), lo que indica que la traslocacion dependiente de GPIba no es suficiente para promover la adhesién plaquetaria
estable y posterior agregacion.

La inhibicién profunda del anclaje de plaquetas mediante el bloqueo de GPVI fue sorprendente y sugiere una funcion
no reconocida previamente de este receptor en la fase mas temprana de adhesion firme de plaquetas a lesiones
vasculares. El colageno fibrilar es un constituyente principal de las lesiones ateroescleréticas humanas (Rekhter,
M.D., Collagen synthesis in atherosclerosis: too much and not enough. Cardiovasc. Res. 1999; 41, 376-384;
Rekhter,M.D. et al. Type | collagen gene expression in human atherosclerosis. Localization to specific plaque
regions. Am. J Pathol. 1993; 143, 1634-1648; la sintesis potenciada de colageno (mediante células musculares lisas
intimas y fibroblastos) contribuye significativamente al estrechamiento luminal en el proceso de la aterogénesis
(Opsahl, W.P., DeLuca,D.J. y Ehrhart, L.A. Accelerated rates of collagen synthesis in atherosclerotic arteries
quantified in vivo. Arteriosclerosis 1987; 7, 470-476). La rotura o fisura de la placa (ya sea espontaneamente o
después de una angioplastia con balén) da como resultado la exposicion de las fibrillas de colageno a la circulacion
sanguinea.

La invencién ensefia por primera vez que dichos colagenos subendoteliales son el mayor activador de la formacion
de trombos arteriales y revela una funcidon inesperada del receptor de colageno GPVI en el reclutamiento de
plaquetas al la pared del vaso lesionado. Los procesos de anclaje de plaquetas y traslocacion lenta de superficie en
condiciones de alta cizalla se conocen por depender en gran medida de la interaccion de GPlba con vWF
inmovilizado. Esta interaccion es, sin embargo, insuficiente para establecer las interacciones iniciales plaqueta-pared
del vaso in vivo ya que también se necesita GPVI funcional (Figuras 2 y 3). Por lo tanto, tanto GPIba como GPVI
tienen que actuar en concierto para reclutar plaquetas para el subendotelio. Durante el anclaje de plaquetas, la
ligacion de GPVI puede desplazar a las integrinas ai,B3y a2p1 desde un estado de baja afinidad hasta un estado de
alta afinidad. Tanto a3 como a1 actian por lo tanto en concierto para promover la posterior detencién estable de
plaquetas sobre colageno, mientras que a2f33 es esencial para la posterior agregacion de plaquetas adherentes. Por
lo tanto, la ligaciond e GPVI durante el contacto inicial entre plaquetas y colageno subendotelial proporciona una
sefial de activacion que es esencial para la adhesion y agregacion plaquetaria posterior. Cabe destacar que, la
ocupacion o aglomeracion lateral de GPlba (durante la traslocacion de superficie dependiente de GPlba), que indujo
bajos niveles de activacion de integrina a3 in vitro (Kasirer-Friede, A. et al., Lateral clustering of platelet GP Ib-I1X
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complexes leads to up-regulation of the adhesive function of Integrin allbB3. J. Biol. Chem. 2002; Vol 277: 11949-
11956), no es suficiente para promover la adhesién plaquetaria in vivo.

Por lo tanto, la invencién ha identificado un receptor esencial para inhibir la unién de plaquetas al subendotelio. Un
anticuerpo que bloquea la accion de GPVI con colageno expuesto puede inhibir especificamente todas las fases
principales de formacion de trombos, es decir, anclaje de las plaquetas, adhesion firme, y agregacion en sitios de
lesion vascular (por ejemplo, durante sindromes coronarios agudos). La profunda proteccion que se logré mediante
la inhibicion o empobrecimiento de GPVI establece la importancia de la modulacién farmacolodgica selectiva de las
interacciones GPVI-colageno para controlar la aparicion y progresion de lesiones ateroescleréticas patoldgicas.

Después de la rotura de la placa ateroescleroética, la exposicion del colageno subendotelial es el principal activador
que inicia la adhesion y agregacion plaquetaria en el sitio de la lesién, seguido de la trombosis arterial (1;24;25). La
glucoproeina de plaquetas GPVI, que se ha clonado recientemente (5;6), se ha identificado por medio de la
invencion como el principal receptor de colageno de las plaquetas (4). que media la adhesion de las plaquetas tanto
in vitro (22) y en condiciones (pato)fisiolégicas in vivo (3). Por lo tanto, la inhibicion de GPVI previene el
reclutamiento de plaquetas y la trombosis arterial en pacientes con ateroesclerosis avanzada como se muestra por
medio de la present invencién por las actividades inhibidoras de la proteina de fusiéon especifica Fc-GPVI-nt en la
adhesién plaquetaria in vitro e in vivo.

La proteina de fusion Fc-GPVI-nt se expresa en células HELA que usan un sistema de expresién adenoviral para
obtener Fc-GPVI-nt soluble. La caracterizacién de las formas solubles de GPVI revel6 que Fc-GPVI-nt se secreta
como dimero con una masa molecular de aproximadamente 160 kDa. Por consiguiente, Miura y colaboradores
comunicaron recientemente que el dimero GPVI-Fc esta presente como un dimero, en el que dos moléculas de
dimero de GPVI-Fc se reticulan por medio de enlaces disulfuro formados a partir de la Cys en el dominio Fc de cada
molécula (21). Cabe destacar que, solo la forma dimérica de GPVI, pero no los monédmeros del dominio extracelular
de GPVI, se ha comunicado que muestran afinidad de unién a colageno y que atentan la agregacion plaquetaria
inducida por colageno (21).

Se llevaron a cabo ensayos de union para definir la interaccion dimero de GPVI-Fc-colageno. GPVI soluble se une a
colageno inmovilizado de manera saturable. La union de dimero de GPVI-Fc a colageno fibrilar fue elevadamente
especifica, ya que no sucedié con VWF o BSA inmovilizados. Ademas, la unién de GPVI a colageno inmovilizado
pudo inhibirse por medio de colageno soluble. Se necesitaron elevadas concentraciones de colageno soluble para
bloquear la unién de dimero de GPVI-Fc, lo que indica que la proteina de fusion se une a colageno inmovilizado con
elevada afinidad. Analogamente, se ha comunicado una elevada constante de asociacion y disociacion (Kp
aproximadamente de 5,8 x 107 M) para la interaccion GPVI-colageno (21).

Se ha demostrado anteriormente que Fc-GPVI-nt atenla la activacion y agregacion plaquetaria en respuesta a
colageno o convulxina, una toxina de serpiente, que se une a GPVI con elevada afinidad (6;21;27). Ademas de la
agregacion plaquetaria, GPVI esta criticamente implicada en el proceso de adhesion plaquetaria a colageno (3;22).
En el presente estudio, se estudiaron por tanto los efectos de Fc-GPVI-nt en la adhesién plaquetaria en condiciones
de flujo fisiolégico in vitro. Se demuestra que Fc-GPVI-nt soluble inhibe la adhesion plaquetaria de manera
dependiente de la dosis en condiciones de baja y alta cizalla in vitro. En presencia de Fc-GPVI-nt, pero no de péptido
de Fc de control, la agregacion de plaquetas adherentes estuvo virtualmente ausente, lo que indica que GPVI
contribuye al proceso tanto de adhesién plaquetaria y la posterior activacion por colageno inmovilizado. GPVI
confiere respuestas a colageno (es decir, adhesion y agregacion) de manera dependiente de la densidad de receptor
(22). Anadlogamente, se ha comunicado que una reduccion de mas del 50 % en la expresion de GPVI en células
RBL-2H3 transfectadas se asocia con una ausencia de agregacion inducida por colageno en estas células (8;22). Ya
que se ha comunicado una baja variabilidad en la densidad de receptor GPVI aunque en una pequefia poblacion de
muestra (22), se puede esperar que una inhibicién de aproximadamente el 50 % de las uniones colageno-GPVI sea
suficiente para atenuar el reclutamiento de plaquetas a colageno expuesto. En el presente estudio, se necesitaron
dosis de 1 mg/kg de Fc-GPVI-nt para inducir una inhibicion significativa de la adhesion plaquetaria en flujo, lo que
apoya la nocién de que estan disponibles multiples sitios de unidon a GPVI en cada fibrilla de colageno. Se
necesitaron cantidades similares de un anticuerpo anti-GPVI bloqueante de la funciéon para atenuar la unién
plaqueta-lesion de la pared vascular in vivo (3).

El colageno fibrilar es un constituyente principal de la pared vascular normal pero también de lesiones
ateroescleroticas (28). La rotura o fisura de la placa ateroesclerética da como resultado la exposicion de fibrillas de
colageno a plaquetas circulantes. Como se notificdé anteriormente, las interacciones GPVI-colageno estan
esencialmente implicadas en la formacion de trombos arteriales después de la lesion vascular (3). En el presente
documento se demuestran los efectos in vivo de Fc-GPVI-nt solube sobre el reclutamiento de plaquetas después de
lesion arterial. La denudacion endotelial se indujo mediante ligacion reversible de aquella arteria carétida y se
controlé el proceso dinamico de unién de plaquetas mediante microscopia de videofluorescencia intravital tal como
se ha descrito (3). Se demuestra por primera vez in vivoque Fc-GPVI-nt soluble atenua el anclaje estable, la
adhesion y la agregacion de plaquetas después de la denudacion endotelial. La inhibicion del reclutamiento de
plaguetas por Fc-GPVI-nt fue dependiente de la dosis. Aparte de prevenir la detenciéon estable de plaquetas, Fc-
GPVI-nt redujo significativamente el anclaje/traslocacion lenta de superficie inicial en sitios de denudacién endotelial.
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Se ha demostrado anteriromente que la inhibicion de GPlba o de GPVI atenta el anclaje de plaquetas con un
alcance similar (3), lo que apoya que la interaccion de GPVI y GPlba necesita actuar en contacto para promover el
anclaje de plaquetas al colageno subendotelial (2;29-31). De hecho, las elevadas velocidades de "asociacion" y
"disociacion" comunicadas para la interaccion GPVI-ligando (22) son consistentes con el papel de GPVI como
receptor de anclaje.

La presente invencion identifica Fc-GPVI-nt como un principio activo de un medicamento para atenuar la trombosis
arterial después de lesion vascular. Este concepto esta apoyado adicionalmente por la observaciéon de que Fc-GPVI-
nt se dirige al subendotelio expuesto en el sitio de lesidon vascular, como se demuestra mediante
inmunohistoquimica. Esto implica que es probable que la inhibicion de interacciones GPVI-colageno esté restringida
al sitio de lesidn vascular, mientras que una inhibicién sistémica prolongada de la funcion de plaquetas esta limitada
por la corta semivida esperada de Fc-GPVI-nt no unida. Por el contrario, la administracion de anticuerpos
monoclonales contra GPVI conduce de manera inevitable a la inhibicién sistémica de GPVI en todas las plaquetas
circulantes. Ademas, la administracion de Fc-GPVI-nt no afecté a los recuentos de plaquetas. Por el contrario, los
AcM anti-GPVI pueden inducir la trombocitopenia inmune o una pérdida completa de GPVI en las plaquetas
circulantes (14;32), impidiendo su uso en la practica clinica. Por consiguiente, la terapia con Fc-GPVI-nt estara
probablemente asociada con un menor riesgo de hemorragia clinica, en comparacion con las estrategias basadas en
AcM anti-GPVI.

La adhesion y agregacion plaquetaria en sitios de lesiéon vascular es crucial para la homeostasis, pero puede
conducir a oclusion arterial en el marco de la ateroesclerosis y puede precipitar enfermedades, tales como trombosis
coronaria e infarto de miocardio. El uso de inhibidores de receptor GPllb-llla intravenosos ha mejorado
significativamente el éxito clinico de pacientes que se someten a implante de endoprotesis vascular coronaria (33-
35). Sin embargo, se han comunicado que graves complicaciones de sangrado complican el resultado de los
pacientes tratados con abciximab (36). La presente invencién demuestra que la inhibicion de las interacciones GPVI-
colageno mediante Fc-GPVI-nt fue suficiente para reducir de manera significativa la adhesion plaquetaria tanti in
vitro como in vivo. sin embargo, la forma soluble de GPVI prolongé solo de manera moderada los tiempos de
sangrado de la vena caudal. Analogamente, se han comunicado trastornos leves de sangrado en pacientes con
plaquetas deficientes en GPVI (37), lo que indica que la coagulacion y la homeostasis son efectivas incluso en
completa ausencia de GPVI. En parte, esta discrepancia puede deberse al hecho de que la inhibicién o ausencia de
GPVI no interfiere con la agregacion plaquetaria en respuesta a agonistas de plaquetas distintos de colageno, por
ejemplo, ADP, factor tisular o trombina. Por el contrario, la inhibicién directa de GPIIb-llla, por ejemplo, mediante 7E3
o su derivado humanizado, bloquea la union de fibrinégeno a las plaquetas, un proceso que es esencial para la
agregacion plaquetaria, y atenda sustancialmente la agregacion plaquetaria a la mayoria de agonistas de plaquetas
conocidos hasta la fecha. Por consiguiente, la terapia con Fc-GPVI-nt se asocia con un riesgo menor de hemorragia
clinica, en comparacion con las estrategias basadas en anti-GPlIb-llla.

En conclusién, la presente invencién proporciona la primera prueba in vivo de que Fc-GPVI-nt atenta la adhesion
plaquetaria en flujo in vitro y después de la denudaciéon endotelial en la arteria carétida de ratones in vivo. Esto
apoya adicionalmente al concepto de que las interacciones GPVI-colageno juegan un papel central en todas las
fases principales de la formacién de trombos, es decir, anclaje de las plaquetas, adhesion firme, y agregacion en los
sitios de lesion arterial (por ejemplo, durante sindromes coronarios agudos). La presente invencion ademas apoya el
concepto de que GPVI juega un papel principal en la progresion de la ateroesclerosis. Ademas, la presente
invencion demuestra por primera vez la conexion causal entre GPVI y la diabetes.

La invencion se describira a continuacién en mas detalle en referencia a los siguientes ejemplos especificos.
Ejemplos

Animales. Se obtuvieron ratones C57BL6/J especificos libres de patdgeno a través de Charles River (Sulzfeld,
Alemania), Para los experimentos, se usaron ratones macho de 12 semanas de edad. Todos los procedimientos
experimentales efectuados en animales fueron aprobados por la legislacion alemana de proteccion de los animales.
Anticuerpos monoclonales. Se generaron anticuerpo monoclonal (AcM) anti-GPVI (JAQ1) y anti-GPlba (pOp/B) y
fragmentos Fab de JAQ y pOp/B tal como se ha descrito (Bergmeier, W., Rackebrandt, K., Schroder,W., Zirngibl,H. y
Nieswandt, B. Structural and functional characterization of the mouse von Willebrand factor receptor GPIb-[X with
novel monoclonal antibodies. Blood 2000; 95, 886-893; Nieswandt,B., Bergmeier,W., Rack-ebrandt,K., Gessner,J.E.
y Zirngibl,H. Identification of critical antigen-specific mechanisms in the development of immune thrombocytopenic
purpura in mice. Blood 2000; 96, 2520-2527). La IgG de rata irrelevante de control se obtuvo a través de Pharmingen
(Hamburgo, Alemania),

Generacion de ratones deficientes en GPVI.
Para generar ratones que carecen de GPVI, se inyecté a ratones C57BL6/J de tipo silvestre con 100 ug de JAQ1 i.c.
Los animales se usaron para la determinacion in vivo de la adhesién plaquetaria en el dia 5 después de la inyeccion

de AcM. La ausencia de expresion de GPVI en las plaguetas se verific6 mediante analisis de transferencia de
Western y citometria de flujo.
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Citometria de flujo

La sangre completa heparinizada, obtenida de ratones C57BL6/J de tipo silvestre o ratones empobrecidos en GPVI
se diluyé a 1:30 con tampdén Tyrodes-HEPES modificado (NaCl 134 mM, Na;HPO, 0,34 mM, KCI 2,9 mM,
NaHCO312 mM, HEPES 20 mM, glucosa 5 mM, y MgCl> 1 mM, pH 6,6). Las muestras se incubaron con AcM anti-
GPVI marcado con fluoréforo (JAQ1) y anti-CD41 durante 10 minutos a temepratura ambiente y se analizaron
directamente en un dispositivo FACScan™ (Becton Dickinson

Clonacion, expresion viral y purificacion de GPVI soluble humana y murina.

Para generar una forma soluble de GPVI humana, se clon6 y fusiond el dominio extracelular de GPVI humana al
dominio Fc de inmunoglobulina de acuerdo con los siguientes ejemplos 1 a 3. Las construcciones adenovirales que
codifican la proteina de fusion GPVI-Fc o Fc de control se prepararon para generar la proteina recombinante. GPVI-
Fc y Fc de control se expresaron como proteinas solubles secretadas usando la linea celular humana HELA para
evitar el mal plegamiento y la no glucosilacion de las proteinas expresadas.

Ejemplo 1: Clonacion de la inmunoadhesina de GPVI (Fc-GPVI-nt)

Se gener6é una inmunoadhesina del receptor GPVI por medio de la generacion de una proteina de fusion
recombinante del extremo N-terminal de GPVI que codifica el dominio extracelular del GPVI junto con el extremo Fc
de una IgG. Se amplificé el Fc procedente de una biblioteca ADNc de corazén humano (Clonetech, Palo Alto, CA)
mediante PCR usando el cebador directo 5’-cgcggggcggccgcgagt-ccaaatcttgt-gacaaaac-3’ y el cebador inverso 5'-
gcgggaagctttcatt-tacccggagacagggag-3'. La reaccion de PCR se realizd a 58 °C de temperatura de hibridacion y 20
ciclos con el sistema de PCR "Expand High Fidelity" (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania), El
fragmento de PCR se cloné en el plasmido pADTrack CMV con Notl/Hind Il y se comprobé la secuencia mediante
secuenciacion (MediGenomix, Martinsried, Alemania),

Para la clonacion del dominio extracelular de GPVI humana, se aisl6 ARN de megacariocitos cultivados (RNeasy
Mini Kit; Qiagen, Hilden, Germany) de acuerdo con el protocolo del fabricante y se efectud la retrotranscripcién
(Omniscript RT Kit; Qiagen) con 2 ug de ARN a 37 °C durante toda la noche. Se usaron 100 ng de la reacion como
molde en la amplificacion de PCR de HGPVI con los cebadores 5-gcggggagatctaccaccatgtctccatc-cccgace-3' y 5'-
cgcggggceggcecgccgttgeccttggtgtag-tac-3'. La reaccion de PCR se realizé a 54 °C de temperatura de hibridacion y 24
ciclos con el sistema de PCR "Expand High Fidelity" (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania), El
fragmento de PCR se clond en el plasmido pDATrack CMV Fc con Bglll/Notl y se comprobé la secuencia mediante
secuenciacion.

Construccién de una proteina de fusion monomeérica basada en Fc-GPVI-nt

El fragmento del mondmero Fc se amplificd por PRC usando la pareja de cebadores 5’-cgcggggcggccgcccagcac-
ctgaactcctg-3’° y 5’-cgcggggatatctcatttacccggagacag-ggag-3', ademas del pDATrack gpVI-Fc como molde. La
reaccion de PCR se realizé a 58 °C de temperatura de hibridacion y 20 ciclos con el sistema de PCR "Expand High
Fidelity" (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania), EI mondémero FC del fragmento de PCR
(Notl/EcoRV) y el fragmento gpVI del pADTrack CMV gpVI-Fc (Bglll/Notl) se clonaron de la manera descrita
anteriormente.

Ejemplo 2: Generacién del adenovirus para Fc-GPVI-nt (Ad-Fc-GPVI-nt)

El plasmido pADTrack CMV Fc-GPVI-nt se linearizé6 con Pmel (New England Biolabs, Beverly, MA) durante toda la
noche, se desfosforil6 y se purific6 (GFX ADN vy kit de purificacion en Gel; Amersham Pharmacia Biotech, Upsala,
Suecia). Para la recombinacién, se cotransformaron E.coli BJ5183 electrocompetentes (Stratagene, La Jolla,
California) con 1 pg del plasmido linearizado y 0,1 ug de pAdeasy1 a 2500 V, 200 Q y 25 uFD (E.coli-pulser, Biorad,
Heidelberg, Alemania), se emplacaron y se incubaron durante toda la noche a 37 °C. Las colonias se comprobaron
después de la minipreparacion del pasmido de ADN con Pacl y los colones positivos se retransformaron en E. coli
DH5a.

Para la transfeccion (Effectene Transfection reagent; Qiagen, Hilden, Alemania) de células 293 el plasmido de ADN
se digirié con Pacl. Las células se cultivaron durante 7 dias y se recogieron mediante rascado y centrifugacion. El
precipitado se resuspendié en PBS de Dulbecco y se lisaron las células mediante cuatro ciclos repetitivos de
congelacion (-80 °C) y descongelacion (37 °C). Los restos celulares se retiraron mediante centrifugacion y el lisado
se almacené a -80 °C.

Para la seleccion en placa de se infecta a las células 293 recombinantes con virus en PBS de Dulbecco durante 1
hora a temperatura ambiente con agitacion suabe con diferentes diluciones en serie de lisado de la transfeccion.
Después de la infeccion, las células se recubren con medio de crecimiento que contiene agarosa al 0,5 % (mezla 1:1
de medio Eagle modificado 2x, Gibco Life Technologies N° 21935, suplementado con suero al 20 %,
penicilina/estreptomicina 2x, L-glutamina y agarosa en agua al 1 % 2x, Seacam). 5-14 dias después de la infeccién
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se control6 la formacién de placas en la capa celular que se recogieron usando una pipeta Pasteur, se
resuspendieron en 0,5ml de PBS de dulbecco y se almacenaron a -80 °C- Las placas se usaron para ciclos
adicionales de amplificacion en células 293.

Construccioén de células CHO con expresién estable de monémeros de GPVI-Fc humano
Las células que expresaban el mondémero se generaron de acuerdo con el ejemplo 2.
Ejemplo 3: Purificacion de la proteina Fc-GPVI-nt y de la inmunoadhesina de control de Fc

El sobrenadante de cultivo de células HELA infectadas con Ad-Fc-GPVI-nt se recogié 2 dias después de la infeccion,
se centrifugd (3800 g, 30 min, 4°C) y se flitrd (0,45 mm). Se precipité la inmunoadhesina por adicién de 1 vol. de
sulfato de amonio (761 g/l) y se agité durante toda la noche a 4 °C. Las proteinas se sedimentaron por centrifugacion
(3000 g, 30 min, 4 °C), se disolvio en 0,1 vol. de PBS y se dializé en PBS durante toda la noche a 4 °C. La solucion
de protelna se aclaré6 mediante centrifugacion (3000 g, 30 min, 4°C) y se cargd en una columna de proteina A
(H|Trap proteina A HP, Amersham Pharmacia Biotech AB, Upsala, Suecia). La columna se lavd con tampon de
unién (tampon de fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0, NaNs al 0,02 %) hasta DO2g < 0,01 y se eluy6 con tampon de
elucion (glicina 100 mM pH 2,7). Las fracciones eluidas se neutralizadon con tampdén de neutralizacién (Tris/HCI 1 M,
pH 9,0, NaNs al 0,02 % ), se agruparon, se dializaron en PBS durante toda la noche a 4 °C, se alicuotaron y se
congelaron a -20 °C.

La masa molecular de la proteina Fc-GPVI-nt fue de [180kDa en condiciones reductoras en SDS-PAGE, segun se
determiné mediante tincion de azul de Coomasie o mediante inmunotransferencia con anticuerpo anti-Fc humano de
cabra conjugado a peroxidasa o mediante el AcM anti-GPVI 5C4 (Figura 1a, panel superior e intermedio). Por el
contrario, se identific6 una proteina de 160 kDa en condiciones no reductoras (Figura 1a, panel inferior), lo que
apoya la nocién de que GPVI-Fc solo se obtiene como dimero (21).

Ejemplo 4: Ensayo de exploracion del inhibidor de GPV1

Las placas de ELISA (Immulon2 HB, Dynx Technologies, Chantilly, VA) se recubrieron durante toda la noche a 4 °C
con 1 pg/pocillo de colageno (bovino de tipo I; BD Biosciences, Bedford, MA) en 100 pl de Tris/HCI 50 mM pH 8,0.
La placa se lavé con 250 pl/pocillo de PBS/Tween 20 al 0,05 % (PBST) dos veces y se bloquearon con 250 pl/pocillo
de Roti-Block (Roth, Karlsruhe, Germany) durante toda la noche. La placa se lavd con 250 ul/pocillo de PBST dos
veces, se anadieron 100 yl de Fc-GPVI-nt en PBST (6ptima 2 mg/pocillo) y se incubd la placa durante 1 hora a
temepratura ambiente. Después de lavar cinco veces con 250 yl de PBST se afiadieron 100 ul de anticuerpo anti-
IgG humana conjugado a peroxidasa (Dianova, Hamburgo, Alemania) a una diluciéon 1:10000 y se incub6 durante 1
hora a temperatura ambiente. Después de repetidos lavados con 250 ul de PBST se afiadieron 100 pl de reactivo de
deteccion (Sustrato POD BM Blue; Roche, Mannheim, Alemania) y se incubd durante 15 minutos. La reaccion se
detuvo mediante la adicion de 100 pl de H.SO4 1 M y la placa se midié a 450 nm frente a la longitud de onda de
referencia de 690 nm. Para explorar inhibidores potenciales, los compuestos de ensayo se afiaden a la incubacion
en 100 ul de PBST a varias concentraciones.

Ejemplo 5: Agregacion de las plaquetas y luminometria

La agregacion plaquetaria ex vivo e in vitro se evalué mediante agregometria 6ptica en muestras de sangre citrada a
37 °C usando un agregémetro Chronolog de dos canales (Nobis, Alemania), El plasma rico en plaquetas se preparo
a partir de sangre completa citrada mediante centrifugacion (200 g durante 20 minutos). El recuento final de
plaquetas se ajusto a 2 x 108 plaquetas/ml con plasma autélogo. Después del ajuste del valor inicial, se afiadio
colageno (tipo |, bovino) de 0,2 a 4 ug/ml y se registré la agregacion durante 5 minutos. De manera simultanea, se
registré la liberacion de ATP usando el método de lumindmetro de luciérnaga. La incubacion con el anticuerpo
monoclonal de GPVI JAQ1 se efectud durante 15 minutos con 50 pyg/ml de anticuerpo.

Ejemplo 6: Ensayo de adhesion in vitro para la interacciéon GPVI/colageno

A partir de ACD (20 % de concentraaon final) se prepard plasma sanguineo rico en plaquetas y se ajusté a una
concentracion final de 10° plaquetas/ml mediante HEPES Tyrode (pH 6,5). Se recubrieron cubreobjetos con
monocapas de varias proteinas adhesivas (colageno, VWF) a diferentes concentraciones. Se llevaron a cabo los
estudios de perfusién en una camara de perfusion generada a partir de cubreobjetos de vidrio. La perfusion se llevo
a cabo a velocidades de cizalla de 500/s que representan un flujo de medio bajo y a 2000/s que representan
elevadas velocidades de cizalla. La adhesion se midié a 37 °C durante 20 minutos y después se arrastraron a lo
largo de la camara a velocidades de cizalla de pared fija durante 5 minutos usando una bomba de jeringuilla
automatica. Después de la perfusion, los cubreobjetos se lavaron cuidadosamente con Hepes Tyrode, recogido de la
camara. Los cubreobjetos se lavaron repetidas veces con Hepes Tyrode para eliminar por completo las plaquetas
adhesivas. Las plaquetas en suspensién se analizaron cuantitativamente mediante medidas FACS. El analisis del
estado funcional de las plaquetas se determind adicionalmente mediante analisis de expresion de marcadores
superficiales (CD41; CD61 y CD62P) de acuerdo con el protocolo estandar de citometria de flujo.
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Ejemplo 7: Preparacion de plaquetas para microscopia intravital

Las plaquetas (tipo silvestre o deficientes en GPVI) se aislaron a partir de sangre completa como se ha descrito
(Massberg, S. et al. Platelet-endothelial cell interactions during ischemia/reperfusion: the role of P-selectin. Blood
1998; 92, 507-515)y se marcaron con succinidinil éster de diacetato de 5-carboxifluoresceina (DCF). La suspension
de plaquetas marcadas con DCF se ajustd a una concentracion final de 200 x 10° plaquetas/ 250 pl. En los casos
donde se indica, las plaquetas de tipo silvestre fluorescentes se preincubaron con 50 pyg/ml de fragmentos de Fab
anti-GPVI (JAQ1), o fragmentos Fab anti-GPlba (pOp/B) durante 10 minutos. A continuacién, las plaguetas
pretratadas junto con los fragmentos Fab se infusionaron en ratones receptores tipo silvestre y se determind la
adhesion plaquetaria antes y después de la lesion carotidea mediante videomicroscopia in vivo, como se describe
mas adelante.

Ejemplo 8: Evaluacién de la adhesion de las plaquetas y agregacion por microscopia intravital.

Se anestesiaron ratones C57BL6/J de tipo silvestre o deficientes en GPVI mediante inyeccion intraperitoneal de una
solucion de midazolam (5 mg/kg de peso corporal, Ratiopharm, Ulm, Alemania), medetomidina (0,5 mg/kg de peso
corporal, Pfizer, Karlsruhe, Alemania), y fentanilo (0,05 mg/kg de peso corporal, CuraMed Pharma GmbH, Munich,
Alemania), Se implantaron catéteres de polietileno (Portex, Hythe, Inglaterra) en la vena yugular derecha y se
infusionaron plaquetas fluorescentes (200 x 10%/250 ) por via intravenosa. Se disecciond la arteria carétida comun
derecha y se ligé vigorosamente cerca de la bifurcacion de la carétida durante 5 minutos para inducir lesion vascular.
Antes y después de la lesién vascular, las plaquetas fluorescentes se visualizaron in situ mediante videomicroscopia
in vivo de la arteria carétida comun derecha. Las interacciones plaqueta-pared del vaso se controlaron usando un
microscopio Zeiss Axiotech (objetivo de inmersién en agua 20 x, W 20x/0,5, Zeiss) con una lampara de mercurio
HBO de 100W para la epi-iluminacion. Todas las imagenes grabadas en video se evaluaronusando un programa de
analisis de imagenes asistido por ordenador (Cap Image 7.4, Dr. Zeintl, Heidelberg, Alemania), Las plaquetas
adherentes transitorias se definieron como células que cruzaban un limite perpendicular imaginario a través del vaso
a una velocidad significativamente menor que la velocidad central; sus nimeros se dan como células por mm? de
superficie endotelial. EI nUmero de plaquetas adherentes se determind contando las células que no se movieron o
desprendieron de la superficie endotelial en 10 segundos. El nimero de agregados plaquetarios en el sitio de lesién
vascular también se cuantificd y se presenta por mm?Z.

Ejemplo 9: Microscopia electronica de barrido.

Después de la microscopia de videofluorescencia intravital, se perfusiono la arteria carétida con PBS (37 °C) durante
1 minuto, seguido de fijacién por perfusion con glutaraldehido tamponado con fosfato (al 1 % vol/vol). Se extirpé la
arteria carotida, se abrid longitudinalmente, se fijo adicionalmente mediante inmersion en glutaraldheido tamponado
con PBS al 1 % durante 12 horas, se deshidraté con etanol, y se procesé mediante secado de puntos criticos con
CO.. Posteriormente, las muestras de arteria carétda se orientaron con el [limen expuesto, se montaron con pintura
de carbono, re recubrieron con pulverizacion de platino, y se examinaron usando un microscopio electronico de
barrido de emision de campo (JSM-6300F, Jeol Ltd., Tokio, Japon).

Ejemplo 10: Determinacion de uniéon de Fc-GPVI-nt a colageno inmovilizado. Se determind la union de Fc-GPVI-nt a
colageno inmovilizado. Las placas de ELISA (Immulon2 HB, Dynx Technologies, Chantilly, VA) se recubrieron
durante toda la noche a 4 °C con 1 ug de colageno (tipo | bovino; BD Biosciences, Bedford, MA) en 100 ul de
tampoén de recubrimiento (1,59 g/l de Na,COs, NaHCO3 2,93 g/l, NaN3 0,2 g/l, pH 9,6). Las placas se lavaron con
250 pl/pocillo de PBS/Tween 20 al 0,05 % (PBST) dos veces y se bloquearon con 250 pl/pocillo de Roti-Block (Roth,
Karlsruhe, Alemania) durante toda la noche. Las placas se lavaron con 250 pl/pocillo de PBST dos veces, después
se afadieron 3,0, 6,0, 12,5, 25,0, o 100 pg/ml de Fc-GPVI-nt en PBST y la placa se incub6 durante 1 hora a
temperatura ambiente. En los casos donde se indica, Fc-GPVI-nt (20 ug/ml) se preincubd durante 10 minutos con
colageno soluble. Después de la incubacion las placas se lavaron 5 veces con 250 pl de PBST se afiadio fragmento
Fcy de IgG de cabra anti-humano conjugado a peroxidasa especifico (109-035-098; Dianova, Hamburgo, alemania)
a una diluciéon 1:10.000 y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Después lavar 5 veces con 250 pl de
PBST se afiadieron 100 pl de reactivo de deteccion (Sustrato POD BM Blue; Roche, Mannheim, Alemania) y se
incubaron durante hasta 10 minutos. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 100 yl de H.SO, y la placa se
midio a 450 nm frente a la longitud de onda de referencia de 690 nm.

Fc-GPVI-nt mostré union dependiente de la dosis y estable a colageno inmovilizado (Figura 9b). La uniéon
semimaxima de colageno se observd a una concentracion final de Fc-GPVI-nt de 6,0 pg/ml. La union de GPVI-Fc no
sucedié a BSA, vWF (Figura 9c, panel izquierdo) o Poli-L-Lisina (no mostrado), lo que apoya la especificidad de la
union de Fc-GPVI-nt. Ademas, no se detectd union significativa a la proteina Fc de control que carece del dominio
externo de GPVI en condiciones idénticas (Figura 9c, panel derecho).

Para determinar adicionalmente la especificidad de unién de GPVI, se ensay¢ la capacidad de competir de colageno
fibrilar solubilizado con colageno inmovilizado para asociarse con Fc-GPVI-nt. El colageno soluble inhibi6 la union de
Fc-GPVI-nt a colageno inmovilizado de manera dependiente de la dosis (Figura 9d). Se necesitd una concentracion
de 100 pg/ml de colageno soluble para reducir la union de Fc-GPVI-nt en mas del 50 %. Juntos, estos datos indican
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que la union de Fc-GPVI-nt a colageno es especifica y se caracteriza por una elevada afinidad.

Ejemplo 11: Generacion de anticuerpo monoclonal frente a GPVI humano. Se generaron anticuerpos monoclonales
de manera general tal como se ha descrito (17). Se inmunizaron ratas Lou/C con la proteina de fusion Fc-GPVI-nt
humana expresada en adenovirus. La exploracién de sobrenadantes de hibridoma se efectué en un inmunoensayo
en fase soélida usando Fc-GPVI-nt o Fc que carece del dominio de GPVI. La exploraciéon identific6 que el
sobrenadante de hibridoma 5C4 se une especificamente a Fc-GPVI-nt pero no a Fc que carece del dominio externo
de GPVI. El tipo de inmunoglobulina se determind con AcM de ratén especificos para clase Ig de rata (anti-IgM) y
para subclase IgG. Los anticuerpos monoclonales se purificaron usando columnas de proteina G-sefarosa. La
especirficidad del anticuerpo 5C4 se verific6 mediante inmunotransferencia frente a Fc-GPVI-nt y Fc de control. El
anticuerpo monoclonal 5C4 detecté Fc-GPVI-nt expresado mediante adenovirus pero no Fc de control. Ademas, se
recuperé GPVI humano en lisados obtenidos de plaquetas humanas. Ademas, 5C4 se une especificamente a la
superficie de plaquetas pero no a leucocitos o glébulos rojos, como se demostré usando citometria de flujo (no
mostrado).

Ejemplo 12: Medicion mediante FACS de externalizacion de CD62. Se recogié sangre humana citrada de
voluntarios. El plasma rico en plaquetas (PRP) se generé después de los procedimientos de centrifugacion y lavado
(PBS 1 x; pH 7,2) a 2000 rpm a 4 °C y de resuspension. Se incubd PRP diluido en tampén de tincion (1x PBS (w/o
Ca*" y Mg") con azida de sodio al 0,1 % y suero fetal bovino al 2 % (FBS), CaCl 2 mM) con colageno equino tipo 1
(0; 2; 5y 10 ug/ml; Nobis) en presencia de Fc-GPVI-nt (100 ug/ml) o concentraciones equimolares de Fc de control.
Se afiadieron anticuerpos anti-CD62P marcados con la peroxidasa de fluoréforo (Immunotech). La medicion
mediante FACS se efectud con un dispositivo FACScalibur de Becton Dickenson.

Las concentraciones en aumento de colageno condujeron a la secrecion de plaquetas de granulos alfa indicada por
la externalizacion de CD62P. La coincubacion de colageno con Fc-GPVI-nt anuld la externalizacion de CD62P segun
se determind mediante FACS (Figura 10).

Ejemplo 13: Agregacién plaquetaria y liberacion de ATP. Se generd6 PRP como se describe anteriormente. La
agregacion se determind en un agregémetro de sangre completa 500VS (ChronoLog Corporation). EI nimero celular
de plaguetas de PRP se ajusté a 1,0 x 108 células/ml mediante tampon Thyrodes-HEPES (2,5 mmol/l de HEPES,
NaCl 150 mmol/l, NaHCO3 12 mmol/l, KCI 2,5 mmol/l, MgCl, 1 mmol/l, CaCl, 2 mmol/l, D-glucosa 5,5 mmol, BSA 1
mg/ml, pH 7,4). Se ahadié Chrono-Lume N° 395 (Chrono-Log Corporation) para la medicion de ATP. Se afiadieron
los agonitas a las plaquetas, se pipetearon en el agregdémetro y se inici6 la agregacion en condiciones de agitacion
definidas. La agregacion se determind por el cambio en la transmisién de la luz debido a las plaquetas coaguladas y
se normalizé con un patrén interno. La liberacion de ATP se determina a la longitud caracteristica de Chrono-Lume
para ATP y se normaliza con un patrén interno de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La agregacion plaquetaria y la liberacion de ATP se inhibieron especificamente mediante Fc-GPVI-nt para
estimulacion de agonista mediada por colageno (Figura 11a y b). La agregacion plaquetaria mediada por ADP y
trombina (TRAP 10 uM) y la liberacion de ATP no se vio afectada por Fc-GPVI-nt.

Ejemplo 14: Liberacion de PDGF por parte de plaquetas humanas. Se preparé PRP de voluntarios humanos como
se describe anteriormente. La liberacion de PDGF por parte de plaguetas humanas se determiné con un sistema de
kit (R & D Systems N° DHDOOB) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La liberacion de PDGF se estimulo
con colageno tipo 1 (20 pyg/ml; Nobis) en condiciones de control y en presencia de Fc-GPVI-nt (100 ug/ml) o
concentraciones equimolares de Fc de control. La liberacion de PDGF se normaliza con el patrén de sonda del
fabricante.

La liberacion de PDGF como indicador de la liberacion de transmisores endégenos desde alfa granulos de plaquetas
también se vio reducida después de la estimulacion con colageno. (Figura 11c)

Ejemplo 15: Efecto de Fc-GPVI-nt en el tiempo de sangrado de sangre humana completa in vitro. El tiempo in vitro
de sangrado se determind con un dispositivo PFA-100 (Dade-Behring). Se inyectaron 800 pl de sangre humana
completa en el dispositivo PFA-100. El tiempo de sangrado se midié con celdas de medida recubiertas con
ADP/colageno y epinefrina/colageno de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

No hubo una prolongacion significativa del tiempo de sangrado in vitro (dispositivo PFA-100) con concentraciones en
aumento de Fc-GPVI-nt después de estimulaciones con diferentes agonistas. Por el contrario, las concentraciones
terapéuticamente relevantes de ReoPro prolongaron de manera maxima el tiempo de sangrado en el dispositivo
PFA-10 (Figura 12).

Ejemplo 16: Efecto de GPVI soluble en la adhesion plaquetaria a colageno inmovilizado en flujo. Las plaquetas
humanas se aislaron de sangre completa anticoagulada con ADC como se ha descrito (18). Las plaquetas lavadas
se resuspendieron en tampoén Tyrodes-HEPES (HEPES 2,5 mmol/l, NaCl 150 mmol/l, NaHCO3; 12 mmol/l, KCI
2,5 mmol/l, MgCl, 1 mmol/l, CaCl, 2 mmol/l, D-glucosa 5,5 mmol, BSA 1 mg/ml, pH 7,4) para obtener un recuento de
plaguetas de 2 x 108células/ml. La adhesién de plaquetas a placas recubiertas con colageno inmovilizado se
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determindé en una camara de flujo de placa paralelo en presencia de 200 ug/ml de Fc-GPVI-nt o Fc de control.

GPVI juega un papel crucial en el proceso de reclutamiento de plaquetas a colageno inmovilizado in vitro (22). Se
determnd el efecto de Fc-GPVI-nt en la adhesion de plaquetas humanas a colageno inmovilizado en condiciones de
cizalla in vitro. Como otros comunicaron anteriormente (23) las plaquetas se adhirieron firmemente a colageno
inmovilizado a velocidades de cizalla tanto bajas (500 s™') como altas (1000 s™') formando trombos (Figura 13). Fc-
GPVI-nt soluble pero no Fc de control que carece del dominio externo de GPVI atenud S|gn|f|cat|vamente la adheS|on
de plaquetas a colageno inmovilizado en un 37 y un 44 % a velocidades de cizalla de 500 s’ y 1000 s’
respectivamente (Figura 13). La inhibicion fue especifica ya que Fc-GPVI-nt no afectd a la adhesion plaquetaria a
VWF inmovilizado.

Ejemplo 17: La determinacion de concentraciones de Fc-GPVI-nt en plasma se llevo a cabo con un sistema ELISA
de IMMUNO-TEK para la determinacion cuantitativa de IgG humana (ZeptoMetrix Corporation; N° de cat. 0801182).
Se usan anticuerpos especificos de IgG de cabra anti-humano conjugados a peroxidasa contra la parte Fc de la Fc-
GPVI-nt (Dianova). Después de varias etapas de lavado con PBST de acuerdo con las especificaciones del
fabricante se afiade sustrato de peroxidasa (POD BM Blue, Roche) y se mide a la longitud de onda caracteristica de
450 nm en un lector de ensayo ELISA (Tecan Sunrise). La concentracion de Fc-GPVI-nt se cuantifica mediante
comparacion a un patron de IgG interno humano. Fc-GPVI-nt mostré una farmacocinética in vivo favorable. Después
de una sola inyeccion intraperitoneal en ratones pudieron medirse elevados niveles después de 24 horas y la
semivida de la proteina de fusion sobrepaso las 96 horas (Figura 14a). La inyeccion repetida por via intraperitoneal
condujo a una acumulacion en sangre de la proteina de fusidon (Figura 14b) lo que sugiere una cinética favorable
para aplicacioén a largo plazo para el tratamiento de enfermedades crénicas. Después de una sola inyeccion por via
intravenosa de Fc-GPVI-nt con dosis en aumento, las concentraciones en plasma dependientes de la dosis de Fc-
GPVI-nt fueron detectables desde 5 a 60 minutos y hasta 14 horas (Figura 14c).

Ejemp/o 18: La preparacion de plaquetas murinas para Ia microscopia intravital fluorescente Se aislaron plaquetas
ha comunicado anterlormente (19). La suspension de plaquetas marcadas con DCF se ajusté a una concentramon
final de 200 x 10° plaquetas/ 250 pl. Se evalud6 la adhesion de las plaquetas murinas antes y después de lesién en la
arteria caroétida, por medio de videomicroscopia in vivo, como se describe mas adelante.

Ejemplo 19: Ligadura de la arteria carétida y evaluacion de la adhesion de plaquetas y agregacion por medio de
mcroscopia intravital. Se realizé el reclutamiento de plaquetas después de denudaciéon endotelial como ya se ha
mencionado anteriormente (3). Resumiendo, se anestesiaron ratones C57BL6/J de tipo silvestre mediante inyeccion
intraperitoneal de una soluciéon de midazolam (5 mg/kg de peso corporal, Ratiopharm, Ulm, Alemania), medetomidina
(0,5 mg/kg de peso corporal, Pfizer, Kansruhe, Alemania), y fentanilo (0,05 mg/kg de peso corporal, CuraMed
Pharma GmbH, Munich, Alemania), En los casos donde se indica, se administro Fc-GPVI-nt (1 o 2 mg/kg de peso
corporal) o control de Fc en una cantidad equimolar a 2 mg/kg de Fc-GPVI-nt de manera intravenosa. A
continuacion, se indujo la denudacion endotelial cerca de la bifurcacion de la arteria carétida por medio de ligadura
vigorosa durante 5 minutos. Después de la induccion de lesion vascular, se fusionaron plaquetas fluorescentes (200
x 10%/250 pl) a través de catéteres de polietileno (Portex, Hythe, England) implantados en la vena yugular derecha.
Se vizualizaron las plaquetas fluorescentes in situ por medio de la microscopia de video in vivo de la arteria carétida
derecha comun usando un microscopio Zeiss Axiotech (objetivo de inmersiéon en agua 20 x, W 20x/0,5, Zeiss) con
una lampara de mercurio HBO de 100W para la epi-luminacion. Todas las imagenes grabadas en video se
evaluaronusando un programa de analisis de imagenes asistido por ordenador (Cap Image 7.4, Dr. Zeintl,
Heidelberg, Alemania (19;20)). Se definieron plaquetas ancladas como todas las células que establecen contacto
inicial con la pared de vasos, seguido por la translocacion lenta de superficie (a una velocidad sustanualmente mas
reducida que la velocidad central) o por la adhesién firme; sus nimeros se dan como células por mm? de superficie
endotelial. El nimero de plaquetas adherentes se determiné contando las células que no se movieron o
desprendieron de la superficie endotelial en 10 segundos El nimero de agregados plaquetarios en el sitio de lesion
vascular también se cuantificé y se presenta por mm?. Ademas, la zona entera del trombo se evalué usando Cap
Image 7.4.

Ejemplo 20: Microscopia electrénica de barrido. Después de la microscopia de videofluorescencia intravital, se
perfusiono la arteria carétida con PBS (37 °C) durante 1 minuto, en tres animales por grupo, seguido de fijacion por
perfusion con glutaraldehido tamponado con fosfato (al 1 % vol/vol). Se extirpd la arteria carétida, se abrid
longitudinalmente, se fij6 adicionalmente mediante inmersion en glutaraldheido tamponado con PBS al 1 % durante
12 horas, se deshidraté con etanol, y se procesé mediante secado de puntos criticos con CO,. Posteriormente, las
muestras de arteria cardtda se orientaron con el limen expuesto, se montaron con pintura de carbono, re
recubrieron con pulverizacion de platino, y se examinaron usando un microscopio electronico de barrido de emision
de campo (JSM-6300F, Jeol Ltd., Tokio, Japén).

Ejemplo 21: Evaluacién de la unién in vivo de Fc-GPVI por inmunohistoquimica. Las arterias carotidas obtenidas de
los ratones tratados con Fc-GPVI-nt se chocaron por congelacion y se incluyeron en cryoblocks (Medite,
Medizintech-nik GmbH, Burgdorf, Alemania), La unién de Fc-GPVI-nt al endotelo y al subendotelio se determino en
secciones de cryostat de 5 ym, tefiidas con fragmento Fcy especifico de anticuerpo IgG de cabra anti-humano
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conjugado a peroxidasa (109-035-098; Dianova, Hamburg, Alemania), Las arterias carétidas obtenidas de ratones
tratados con Fc sirvieron como controles.

Ejemplo 22: Efecto del GPVI soluble en el recuento de plaquetas, tiempo de sangrado y adhesion de las plaquetas in
vivo.

Se tratd a los animales con 2 mg/kg o 4 mg/kg de Fc-GPVI-nt o dosis equimolares de Fc de control que carece del
dominio GPVI externo. La infusién de Fc-GPVI-nt o Fc de control incluso a la dosis mas alta de 4 mg/kg no tuvo
efectos significativos en los recuentos periféricos de plaquetas. Ademas, la proteina de fusién Fc-GPVI-nt, no indujo
ninguna prolongacion significativa de los tiempos de sangrado de la vena caudal en comparacién con animales de
control (Figura 15a). Los tiempos absolutos de sangrado fueron 1,9 + 0,9 en ratones tratados con PBSy 2,9 + 1,9
minutos y 4,6 + 0,6 minutos en ratones tratados con 2mg/kg o 4mg/kg de Fc-GPVI-nt. Por el contrario, se
prolongaron de manera considerable los tiempos de sangrado (42,6 + 21,6) en animales tratados con integrilina
(0,2 mg por kg V).

Los efectos de Fc-GPVI-nt en el reclutamiento de plaquetas en un modelo de ratén de lesién de la arteria carétida
pueden estudiarse usando microscopia de fluorescencia intravital. Los animales se trataron con 1 mg/kg o 2 mg/kg
de Fc-GPVI-nt o una cantidad equimolar de un Fc de control que carecia del dominio externo de GPVI tal como se
describe anteriormente. Después de la infusién de Fc-GPVI-nt o Fc de control se indujo la denudacién endotelial de
la arteria carétida de ratén mediante ligacion vigorosa como se comunica anteriormente (3). La ligacion de la arteria
carotida causé de manera consistente la pérdida completa de la capa celular endotelial. La adhesion de plaquetas se
visualizo y cuantific6 de manera directa usando microscopia de fluorescencia in vivo (19:20) (Figura 15d). En los
ratones de control (tratados con Fc) se anclaron numerosas plaquetas a la pared vascular durante los primeros
minutos después de la denudacion endotelial (12,026 + 1,115 plaquetas ancladas/mmz). Las plaquetas que
establecian contacto con el subendotelio mostraron inicialmente una lenta traslocacion de superficie, a lo que le
sigue frecuentemente la posterior adhesion firme y agregacion plaquetaria (5,494 + 874 plaquetas adherentes/mm?y
114 £ 17 trombos de plaquetas/mmz). Por el contrario, en presencia de Fc-GPVI-nt el reclutamiento de plaquetas al
sitio de lesion vascular se atenué de manera dramatica. El anclaje de plaquetas se redujo en un 65 y un 71 % en
comparacion con los animales tratados con Fc después del pretratamiento con 1 mg/kg o 2 mg/kg de Fc-GPVI-nt (P
< 0,05 frente a control). Paralelamente, la adhesion firme de plaquetas se redujo de manera dependiente de la dosis
(en un 40 y un 65 % después de la administracion de 1 mg/kg o 2 mg/kg de Fc-GPVI-nt, respectivamente. P < 0.05
frente a control). Del mismo modo, la agregacion de plaquetas adherentes estaba practicamente ausente en los
animales tratados con 2 mg/kg de proteina de fusién Fc-GPVI-nt (P < 0,05 frente a Fc de control, Figura 15b-d). La
microscopia electronica de barrido también demostré claramente que la adhesion y agregacion plaquetaria después
de la denudacion endotelial de la arteria carétida comun estaba practicamente ausente en los ratones tratados con
Fc-GPVI-nt pero no en los ratones pretratados con Fc (Figura 15e). Para confirmar la presencia de Fc-GPVI-nt en el
sitio de la lesién, las arterias cardtidas se extirparon después de la microscopia in vivo y se procesaron
adicionalmente para inmunohistoquimica usando anticuerpos IgG de cabra anti-humano conjugados a peroxidasa.
En los ratones tratados con Fc-GPVI-nt se detectd Fc-GPVI-nt en el area luminal del sitio de la lesion vascular
(Figura 15f). Juntos, estos datos demuestran que Fc-GPVI-nt se une especificamente a los sitios de lesion vascular
in vivo y evita el posterior reclutamiento de plaquetas.

Efecto de GPVI soluble en la ateroesclerosis. Los ratones apoE -/- de 4 semanas de edad (The Jackson Laboratory)
consumieron una dieta con colesterol al 0,25 % (Harlan Research diets) durante 6 semanas. Después de 2 semanas
se inyectod a 4 ratones apoE -/- con Fc-GPVI-nt a 200 ug por raton dos veces a la semana con dieta de colesterol
continua. Se inyect6 a 4 ratones apoE -/- mice con el mismo protocolo con la proteina Fc de control (200 ug) dos
veces a la semana y sirvieron como ratones de control. Para la evaluacion de la formacion de placa, se sacrificé a
los animales y el arbol vascular se diseccion6 cuidadosamente de los animales. Las preparaciones completas de la
aortas y carotidas se enjuagaron con cloruro de sodio al 0,9 % y se fijaron. La preparacion vascular completa se tifié
con rojo SUDAN Il para determinar la formacién de placa y se visionaron al microscopio. El tratamiento de ratones
apoE -/knockout propensos a la ateroesclerosis con Fc-GPVI-nt durante 4 semanas disminuyé de manera
significativa la ateroprogresion. (Figura 16).

Ejemplo 23: Medicion en FACS de la expresion de superficie de CD61 y CD32 en las plaquetas de pacientes
diabéticos. Se recogioé sangre humana citrada de 111 pacientes que padecen diabetes o de 363 pacientes que no
padecen diabetes. El plasma rico en plaquetas (PRP) se generd después de los procedimientos de centrifugacion y
lavado (PBS 1 x, pH 7,2) a 2000 rpm a 4 °C y de resuspension. Se afiadieron anticuerpos anti-CD61 o anti-CD32
marcados con la peroxidasa de fluoréforo (Immunotech) o el anticuerpo monoclonal 4C9 anti-GPVI marcado con
FITC. La medicién mediante FACS se efectud con un dispositivo FACScalibur de Becton Dickenson. Se cuantifico la
expresion de superficie por fluorescencia. Se calculd la correlacion de la fluorescencia de CD32 y la fluorescencia de
4C9 con el coeficiente de correlacion r = 0,516.

Analisis Estadistico. Las comparaciones entre medias de grupo se llevaron a cabo usando la prueba de suma de

rangos de Mann-Whitney. Los datos representan la media +/- d.tm. Un valor de P<0,05 se consideré6 como
significativo.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para obtener una proteina de fusiéon soluble Fc-GPVI-nt que comprende una secuencia de
aminoacidos de la Figura 7, el método comprende expresar la proteina de fusion Fc-GPVI-n que consiste en una
secuencia de aminoacidos de la Figura 7 en células HELA usando un sistema de expresiéon adenoviral.

2. El método de reivindicacién 1, donde la proteina de fusién se obtiene como una proteina dimérica.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el adenovirus comprende una secuencia de acidos nucléicos
de la Figura 8.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende las siguientes etapas:

(a) recoger 2 dias después de la infeccion los sobrenadantes de cultivo de células HELA infectadas con adenovirus
para Fc-GPVI-nt que codifica una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en la figura 7;

(b) centrifugar (3800 g, 30 min, 4 °C) el sobrenadante de la etapa (a);

(c) filtrar (0,45 urn) el sobrenadante de la etapa (b);

(d) precipitar la inmunoadhesina por adicion de 1 vol. de sulfato de amonio (761 g/l) y agitar durante toda la noche
a4 °C;

(e) precipitando las proteinas por centrifugacion (3000 g, 30 min, 4°C);

(f) disolviendo las proteinas precipitadas de la etapa (e) en 0,1 Vol de PBS y dializando en PBS durante toda la
noche a 4°C;

(9) aclarar la solucién de proteina por centrifugacion (3000 g, 30 min, 4°C);

(h) cargar la solucién de la etapa (g) en una columna de proteina A (HiTrap™ proteina A HP, Amersham
Pharmacia Biotech AB, Upsala, Suecia);

(i) lavar la columna con tampén de union (tampén de fosfato de sodio 20 mM a pH 7,0, NaN® al 0,02 %) hasta
DOyg0 <0,01;

(k) eluir las fracciones con tampén de elucion (glicina 100 mM a pH 2,7);

() neutralizando las fracciones eluidas con tampén de neutralizacion (Tris/HCI 1 M a pH 9,0, NaN?® al 0,02 %);

(m) agrupar las fracciones;

(n) dializar las fracciones agrupadas en PBS durante toda la noche a 4°C;

(o) preparar alicuotas del producto dializado y congelando a -20 °C.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende obtener la proteina de fusién y
dispersar el polvo liofilizado que contiene la proteina de fusion en un vehiculo liquido farmacéuticamente aceptable.

6. El método de la reivindicaciéon 5 que comprende formular la proteina de fusién en una composicién farmacéutica
para la administracion parenteral.
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 15
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Figura 16

Fc-GPVi-nt
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Figura 17

Expresion de CD61 en plaquetas humanas
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Figura 18 .

MSPSPTALFCLGLELGRVFAQSGPLPKFSLOALPSSLYPLEKPYTLRCQGPPGVDLYRLEKLS33RYQDQ
AVLFIPAMKRSLAGRYRCSY ONGSLWSLPSDOLELVATGVFAKFSLSAUPGPAVYSSGEOVTLGUCUTRYG
FOOF ALY KEGDPAPYIKNPERWYRASFPITVTAAHEG TYRCYSFESROFYLWEAPSDPLELVVTGTSVIP -
ERLPTEPPSSVAEF3EATAELTVSFTNIKVETTE TSREITTOPKESDOPACOPARQYYVTKANGEAPAPCLLGG
FEVFLFPFKPEDTLMISRTPEVTCVVWDVSHEPPEVKFNWY VDG VEVHRAKTKPREEQYNSTYRVVEVLT
VLHODWLNGKEYKCKVENKALFARIEKTISKAKGOFREPQVY TLFPSROELTKNOVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGCGPENNYKT TFPPYLDSDGEFFLYSKLTVDKSRWCQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLEPG
K .
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