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Foreliggende oppfinnelse angar polypeptider omfattende minst ett enkeltdomene antistoff rettet mot
vWF, vWF Al domene, Al domene av aktivert vWF, vWF A3 domene, gplb og/eller kollagen,
homologer av nevnte polypeptider, og/eller funksjonelle deler av nevnte polypeptider, for
behandlingen av betingelser som krever en modulering av blodplate-mediert aggregering og som
overvinner problemene ifglge kjent teknikk. Et videre aspekt ifalge foreliggende oppfinnelse er
fremgangsmater for produksjon av nevnte polypeptider, fremgangsmater for & belegge anordninger
med slike polypeptider benyttet i medisinske prosedyrer (f.eks. PCTA, stenting), fremgangsmater og
sett for skreening for midler som modulerer blodplate-mediert aggregering og sett for diagnostisering
av sykdommer relatert til blodplate-mediert aggregering.
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BAKGRUNN FOR OPPFINNELSEN

Etter skade pa blodkar, blir subendoteliale strukturer eksponert som medierer
blodplateadhesjon gjennom samvirkning med von Willebrand faktoren (VWF). vWF
danner en bro mellom collagen i den skadede karveggen og blodplatereseptoren
glykoprotein Ib(gplb), en samvirkning som er spesielt viktig under hay-skjaer
betingelser, ferer til dannelsen av en homeostatisk plugg og forhindring séledes
overdreven bladning (Bennett S, Thromb Haemost (2001) Mar; 85 (3): 395-400). Under
normal homeostases, ferer disse prosessene til sarheling av den skadede
blodkarveggen. Under patologiske betingelser, kan imidlertid overdreven
blodplatefunksjon fgre til trombusdannelse. vVWF subenheten er sammensatt av flere
homologe domener som hver dekker forskjellige funksjoner. vwVF samvirker gjennom
dets A3 domene med fibrillzere collagenfibere og gjennom dets A1 domene med
blodplatereseptoren gplb. Under normal betingelser samvirker ikke blodplater og vVWF.
Imidlertid, nar vWF er bundet til collagen ved hey skjaerrate, er det antatt & gjennomga
konformasjonsendring som tillater dets binding med blodplatereseptoren gplb. Denne
reversible adhesjonen tillater blodplater a rulle over det skadede arealet, noe som sa
blir fulgt av en sterk adhesjon via collagenreseptorene pa blodplatene (gpla/lla, gpV],
gplV, p65, TIIICBP) resulterende i blodplateaktivering. Dette farer til aktivering av
gpttb/ttta reseptoren, fibrinogenbindingen, og til sist til blodplateaggregeringen.

Blodplateaggregeringsinhibitorer har blitt isolert fra blodsugende organismer, slik som
igler. Saratin, avledet fra iglen Hirudo medicinalis er beskrevet i WO 02/15919 A2 og in
Cruz CP et al referansen, Saratin, an inhibitor of von Willebrand factor-dependent
platelet adhesion, decreases platelet aggretation and intimal hyperplasia in a rat carotid
endarterectomy model. Journal of Vascular Surgery, 2001,34 : 724-729 og i Smith TP
et.al, Saratin, an inhibitor of collagen-platelet interaction, decreases venous
anastomotic intimal hyperplasia in a canine dialysis access model, Vasc Endovascular
Surg : 2003 Jul-Aug ; 37 (4): 259-69.

Antistoff-baserte terapeutika har blitt utviklet, noen av hvilke i dag blir benyttet i terapi.

Abciximab (Kimerisk 7E3 Fab; ReoPro; US 6,071, 514, EP 0 882 453), Fab fragmentet
av det mus humane kimeeriske antistoffet 7E3 som inhiberer ligandbinding til blodplate
gpilb/llla reseptoren, ble godkjent for human anvendelse som tilleggsterapi for a
forhindre ischemiske komplikasjoner ved perkutane koronare intervensjoner i
desember 1994. Det viktigste sikkerhetsaspektet ved gplib/llla-inhibitorer er risikoen for
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bledning, da den kraftige anti-blodplateeffekten til disse medikamentene negativt kan

pavirke homeostases.

Et murint monoklonalt antistoff ble utviklet mot vWWF A1 domenet (US2002/0028204 A1
; US 6,280, 731 og i WO 00/10601) og mot dets aktive konformasjon (US 6,251, 393).
In vivo effektiviteten er beskrevet i Kageyama S, et al : "Effect of a humanized
monoklonal antibody to von Willebrand factor in a canine model of coronary arterial
thrombosis", Eur J Pharmacol. 2002 May 17 ; 443 (1-3): 143-9, og i "Anti-human vWF
monoclonal antibody, AJVW-2 Fab, inhibits repetitive coronary artery trombosis without
bleeding time prolongation in dogs". Thromb Res., 2001 Mar 1; 101 (5): 395-404. "Anti-
human von Willebrand factor monoklonal antibody AJvW-2 prevents thrombus
deposition and neointima formation after balloon injury in guineapigs". Arferioscler
Thromb Vasc Biol. 2000 Oct; 20 (10): 2303-8). AJvW-2 inhiberte hgyskjaerstress-
indusert aggregering av humane blodplater og hadde ingen effekt pa lavskjeerstress-
indusert blodplateaggregering.

Effektene i bavian pa et murint antistoff 82D6A3 rettet mot A3 domenet av human vWF,
er beskrevet i WO 02/051351, og Dongmei Wu et al,"Inhibition of the von Willebrand
(VWF)-collagen interaction by an antihuman VWF monoclonal antibody results in
abolition of in vivo arterial platelet thrombus formation in baboons". Hemostasis,
trombosis andvascular biology, 2002, 99: 3623-3628.

Antistoff 6B4 er et monoklonalt antistoff (MoADb) rettet mot renset humant gplb. MoAb
6B4 inhiberer bade ristocetin-og botrocetin-indusert, vWF-avhengig human
blodplateagglutinering. MoAb 6B4 blokkerer videre skjaer-indusert adhesjon av humane
blodplater til collagen I. Nar injisert i bavianer, forarsaket intakt IgG og dets F (ab') (2)
fragmenter nesten umiddelbar trombocytopenia, pa grunn av bivalensen til F (ab") (2)
som medierer blodplatetverrbinding, eller Fc: Fc reseptor-samvirkninger som medierer
aktivering av blodplateaggregering (WO 0110911; Cauwenberghs N. et.al.,
Arteriosclerosis, Trombosis og Vascular biology, 2000,20 : 1347 og se, for eksempel,
Cadroy Y et al, Blood, 1994,83 : 3218-3224, Becker BH et al, Blood, 1989,74 : 690-
694, Ravanat C. et al, Thromb. Haemost. 1999,82: 528a sammendrag).
Blodplateavsetning pa collagen-rik bovint pericardium ble inhibert nar Fab fragmenter
ble injisert inn i bavianene fer en blodpropp ble generert. Imidlertid, nar Fab

fragmentene ble injisert etter at en blodpropp ble tillatt & danne seg, ble ingen
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inhibering av ytterligere trombose observert. Utbyttet av ekspresjon av nevnte Fab

molekyler er meget lav og fremgangsmaten for fremstilling er meget arbeidsintensiv.

MALENE FOR FORELIGGENDE OPPFINNELSE

Et mal for foreliggende oppfinnelse er a fremskaffe polypeptider omfattende et eller
flere enkeltdomene antistoffer rettet mot vIWF, vWF A1 domene, A1 domene av aktivert
VWF, vWF A3 domene, gplb og/eller collagen, homologer av nevnte polypeptider,
og/eller funksjonelle deler av nevnte polypeptider, for behandlingen for betingelser som
krever en modulering av blodplate-mediert aggregering og som overvinner problemene
ifelge kjent teknikk. Det er et ytterligere mal & fremskaffe fremgangsmaéter for
produksjon av nevnte polypeptider, fremgangsmater for & belegge anordninger med
slike polypeptider benyttet i medisinske prosedyrer (f.eks. PCTA, stenting),
fremgangsmater og sett for screening for midler som modulerer blodplate-mediert

aggregering og sett for diagnosen av sykdommer relatert til blodplate-mediert

aggregering

OPPSUMMERING IF@LGE FORELIGGENDE OPPFINNELSE
Det er blitt fremstilt enkeltdomene antistoffer som spesifikt gjenkjenner malmolekyler
som er involvert i det ferste og pafelgende trinn av blodplateaggregeringen. Dette

resulter i antitrombotiske midler som er mer effektive og sikrere.

Ifelge et ferste aspekt angar foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt
bestaende av ett eller flere enkeltdomene antistoffer rettet mot von Willebrand Faktor
(VWF) og eventuelt en peptidlinker, hvor enkeltdomene antistoffet eller antistoffene er
valgt blant gruppen enkeltdomene antistoffer bestdende av sekvensen representert
ved en hvilken som helst av SEQ ID nr: 1 til 3, 5 eller 7, eller en homolog sekvens av
en hvilken som helst av SEQ ID nr. 3, 5 eller 7 med en sekvensidentitet pa4 mer enn
70% med den opphavelige sekvensen; og hvor nevnte homologe sekvens er i stand til
4 hemme minst 50% blodplateaggregering ved en skjaerrate pa 1600 s ved en

konsentrasjon mellom 0,08 og 0,3 pg/mi.

Spesifikke utferelsesformer av dette ferste aspektet er angitt i kravene 2 til 16.
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Ifelge et andre aspekt angar foreliggende oppfinnelse en sammensetning omfattende
et polypeptidkonstrukt som ifglge det ferste aspektet, og en farmasegytisk akseptabel

beerer.

Spesifikke utferelsesformer av dette andre aspektet er angitt i kravene 18 til 20.

Ifelge et tredje aspekt angar foreliggende oppfinnelse en nukleinsyre som koder for et

polypeptidkonstrukt ifslge det ferste aspektet.

Ifelge et fierde aspekt angér foreliggende oppfinnelse et polypeptidkonstrukt ifaige det
ferste aspektet for anvendelse i behandlingen, forhindring og/eller lettelse av

forstyrrelser relatert til blodplate-medierer aggregering eller dysfunksjon derav.

Spesifikke utf@relsesformer av dette fijerde aspektet er angitt i kravene 23 til 26.

Ifelge et femte aspekt angar foreliggende oppfinnelse en fremgangsmate for
fremstilling av et polypeptidkonstrukt ifglge det ferste aspektet, omfattende:

(a) dyrking av vertsceller omfattende nukleinsyrer som koder for et polypeptid ifelge det
ferste aspektet, under betingelser som tillater ekspresjonen av polypeptidet, og,

(b) gjenvinning av det produserte polypeptidet fra kulturen.

En spesifikk utferelsesform av dette femte aspektet er angitt i krav 28.

Ifalge et sjette aspekt angar foreliggende oppfinnelse en fremgangsmate for
diagnostisering av en sykdom eller forstyrrelser karakterisert ved dysfunksjon
av blodplatemediert aggregering omfattende trinnene:

(a) bringe i kontakt en prave med et polypeptidkonstrukt ifalge det ferste
aspektet, og

(b) detektering av binding av nevnte polypeptidkonstrukt til nevnte prave, og

(c) sammenligning av bindingen detektert i trinn (b) med en standard, hvor en forskjell i
binding relativt til nevnte preve er diagnostisk for en sykdom eller forstyrrelser

karakterisert ved dysfunksjon av blodplate-mediert aggregering.
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DETALJERT BESKRIVELSE
Foreliggende oppfinnelse angar et polypeptidkonstrukt ifelge krav 1 og funnet at

konstruktet har en modulerende effekt pa blodplate-mediert aggregering.

Mal

Ifelge foreliggende oppfinnelse, er et mal et hvilket som helst av vWF, vWF A1
domenet, A1 domenet av aktivert VWF eller wWF A3 domene. Nevnte mal er pattedyr,
og er avledet fra arter slik som kanin, geit, mus, rotte, ku, kalv, kameler, lamaer, aper,
esel, marsvin, kyllinger, sauer, hunder, katter, hester, og fortrinnsvis mennesker.
Sekvensen til humant vWF er gitt i Tabell 30, SEQ ID nr: 48.

Et mal er ogsa et fragment av vVWF, vVWF A1 domenet, A1 domenet av aktivert vVWF
eller wWF A3 domenet, som er i stand til & fremkalle en immunrespons. Et mal er ogsa
et fragment av vVWF, vWF A1 domenet, A1 domenet av aktivert VWVF eller WF A3
domenet, som er i stand til binding til et enkeltdomene antistoff rettet mot fullengde”

mor’-malet.

Et fragment som benyttet heri angar mindre enn 100% av sekvensen (f.eks. , 99%,
90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10% etc. ), men omfattende 5,6, 7,8,
9,10, 12,13, 14,15, 16,17, 18,19, 20,21, 22,23, 24,25 eller flere aminosyrer. Et

fragment har tilstrekkelig lengde slik at den aktuelle samvirkningen blir opprettholdt

med en affinitet pa 1 x 10 M eller bedre.

Et fragment som benyttet heri angar ogsa eventuelle insertsjoner, delesjoner og
substitusjoner av en eller flere aminosyrer som ikke betydelig endrer muligheten til
malet & binde seg til et enkeltdomene antistoff rettet mot villtype malet. Antallet
aminosyreinsertsjoner, -delesjoner eller —substitusjoner er foretrukket opp til 1,2, 3,4,
56,78, 9,10, 11,12, 13, 14,15, 16,17, 18,19, 20,21, 22,23, 24,25, 26,27, 28,29, 30,31,
32,33, 34,35, 36,37, 38, 39,40, 41,42, 43,44, 45,46, 47,48, 49,50, 51,52, 53,54, 55,56,
57,58, 59,60, 61,62, 63, 64,65, 66,67, 68,69 eller 70 aminosyrer.

Et enkeltdomene antistoff rettet mot et mal betyr enkeltdomene antistoff som er i stand
til & binde til sitt mal med en affinitet pa bedre enn 10-¢ M.
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Enkeltdomene antistoffer

Enkeltdomene antistoffer er antistoffer hvis komplementzere bestemmende regioner er
del av et enkeltdomene polypeptid. Eksempels inkluderer, men er ikke begrenset til,
tungkjede antistoffer, antistoffer naturlig fri for lette kjeder, enkeltdomene antistoffer
avledet fra konvensjonelle 4-kjedede antistoffer, engineerede antistoffer og
enkeltdomene skjeletter som er forskjellig fra de avledet fra antistoffer. Enkeltdomene
antistoffer kan vaere et hvilket som helst innen teknikken, eller et hvilket som helst
fremtidig enkeltdomene antistoff. Enkeltdomene antistoffer kan vaere avledet fra hvilke
som helst arter inkludert, men ikke begrenset til mus, menneske, kamel, lama, geit,
kanin, storfe. Ifalge et aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse, er et enkeltdomene
antistoff som benyttet heri et naturlig forekommende enkeltdomene antistoff kjent som
tungkjede antistoff som er fri for lette kjeder. Slike enkeltdomene antistoffer er
beskrevet i WO 9404678 for eksempel. Av klarhetshensyn, er dette variable domenet
som er avledet fra et tungkjede antistoff naturlig manglende lett kjede, kjent heri som
VHH eller nanobody for & skille det fra det konvensjonelle VH av firekjedede
immunoglobuliner. Et slikt VHH molekyl kan veere avledet fra antistoffer opprettet i
Camelidae arter, for eksempel in kamel, lama, dromedar, alpakka og guansko. Andre
arter ved siden av Camelidae kan produsere tungkjede antistoffer som naturlig mangler

lette kjede; slike VHHs er innen rammen ifelge foreliggende oppfinnelse.

VHHs, ifelge foreliggende oppfinnelse, og som kjent av fagmannen, er tungkjede
variable domener aviledet fra immunoglobuliner naturlig manglende lettkjeder slik som
de avledet fra Camelidae som beskrevet i W09404678 (og referert til heretter som VHH

domener eller nanobodies). VHH molekyler er omkring 10x mindre enn IgG molekyler.

De er enkle polypeptider og meget stabile, motstar ekstreme pH- og
temperaturbetingelser. Videre er de resistente overfor virkningen av proteaser, noe
som ikke er tilfelle for konvensjonelle antistoffer. Videre, produserer in vitro ekspresjon
av VHHs heyt utbytte, av riktig foldede funksjonelle VHHSs. | tillegg, vil antistoffer
generert i Kamelider gjenkjenne epitoper som er forskjellige fra de gjenkjent av
antistoffer generert in vitro gjennom anvendelsen av antistoff biblioteker eller via
immunisering av pattedyr forskjellige fra Kamelider (WO 9749805). Som sadan, kan
anti-albumin VHH's samvirke pa en mer effektiv mate med serumalbumin som er kjent
a veere et beererprotein. Som et baererprotein kan noen av epitopene av serumalbumin

veere utilgjengelige av bundne proteiner, peptider og sma kjemiske forbindelser. Siden
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VHH’s er kjent & binde til "uvanlige” eller ikkekonvensjonelle epitoper slik som kaviteter
(W09749805), kan affiniteten til VHH's overfor sirkulerendealbumin vaere gket.

Klasser av VHH

Foreliggende oppfinnelse angar videre et polypeptidkonstrukt, hvor et enkeltdomene
antistoff er et VHH rettet mot et mal nevnt heri, hvor VHH herer til en klasse som har
human-like sekvenser. Klassen er karakterisert ved at VHHs baerer en aminosyre fra
gruppen bestaende av glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin, prolin, fenylalanin,
tyrosine, tryptofan, metionin, serin, treonin, asparagin, eller glutamin i posisjon 45, slik
som, for eksempel, L45 ifelge Kabat nummereringen. En VHH-sekvens representert
ved SEQ ID nr: 1 og SEQID nr: 3 som binder til VWF, harer til denne human-like
klassen av VHH polypeptider. Som sadan, viser peptider som herer til denne klassen
en hgy aminosyre sekvenshomologi med humane VH frameworkregioner og nevnte
peptider kan bli direkte administrert til et menneske uten at det forventes en gnsket

immunrespons av dette, og uten byrden ved videre humanisering.

Derfor tillater et aspekt beskrevet heri direkte administrasjon av et polypeptidkonstrukt
omfattende et eller flere enkeltdomene antistoffer tilsvarende til en sekvens
representert ved en hvilken som helst av SEQ ID nr:1 og 3 til en pasient med behov for
dette.

En annen human-like klasse av Camelidae enkeltdomene antistoffer representert ved
SEQ ID No. 16 og 18 har blitt beskrevet i WO 03/035694 og inneholder de hydrofobe
FR2 restene som typisk blir funnet i konvensjonelle antistoffer av human opprinnelse
eller fra andre arter, men kompenserer dette tapet i hydrofilisitet ved et antall rester slik
som den ladde arginin resten, serin eller uladede rester slik som glycin i posisjon 103
som erstatter den konserverte tryptofanresten som er til stede i VH fra dobbelt kjede
antistoffer. Som sadan, viser peptider som herer til disse to klassene en hgy aminosyre
sekvenshomologi med humane VH frameworkregioner og nevnte peptider kan bli
administrert til et menneske direkte uten forventning om ugnskede immunresponser fra

dette og uten byrden ved videre humanisering.

Et hvilket som helst VHHs som benyttes ifelge foreliggende oppfinnelse kan vaere av
de tradisjonelle klasser eller FRA klassene av human-like Camelidae antistoffer.

Nevnte antistoffer kan veere rettet mot hele mal eller et fragment derav. Disse
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polypeptidene inkluderer fullengde Camelidae antistoffene, nemlig Fc og VHH
domenene, kimeeriske versjoner av tungkjede Camelidae antistoffer med et humant Fc

domene.

De et eller flere enkeltdomene antistoffene av polypeptidkonstruktet som er rettet mot
et méal, kan ha samme sekvens. Alternativt trenger de ikke alle & ha samme sekvens.
Idet er innen rammen ifglge foreliggende oppfinnelse at et polypeptidkonstrukt omfatter
antimal enkeltdomene antistoffer som ikke alle deler den samme sekvens, men som er

rettet mot det samme malet, eller fragment derav, et eller flere antigener derav.

Det er et annet aspekt ifglge foreliggende oppfinnelse at polypeptidkonstruktet omfatter
to eller flere enkeltdomene antistoffer, hvor hvilke som helst to enkeltdomene
antistoffer er rettet mot forskjellige mal, dvs. mot et hvilket som helst VWF, vVWF A1
domene, A1 domene av aktivert vWF, vWF A3 domene, gplb og collagen.

Et annet aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er et bi-spesifikt polypeptidkonstrukt
omfattende et enkeltdomene antistoff rettet mot vWF A1 domene, A1 domene av
aktivert vWF, og et annet enkeltdomene antistoff rettet mot vWF A3 domene. Nevnte
bi-spesifikke polypeptidkonstrukt inhiberer samvirkningen mellom vWF og collagen, og

samvirkningen mellom vWF og blodplater.

Ifelge et aspekt ifglge foreliggende oppfinnelse kan et polypeptidkonstrukt omfatte to
eller flere enkeltdomene antistoffer som er blitt forenet. Enkeltdomene antistoffene kan
ha identisk sekvens og vaere rettet mot det samme malet eller antigenet. Avhengig av
antallet linkede VHHSs, kan et multivalent VHH vaere bivalent (2VHHSs), trivalent

(3VHHs), tetravalent (4 VHHSs) eller ha en heyere valens molekyler.

Foreliggende oppfinnelse angar ogsa funnet at et polypeptidkonstrukt som beskrevet
heri videre omfattende et eller flere enkeltdomene antistoffer hver rettet mot et serum
protein fra et individ, overraskende har en signifikant forlenget halveringstid i
sirkulasjon i nevnte individ sammenlignet med halveringstiden til anti-mal
enkeltdomene antistoff(ene) nar de ikke er del av nevnte konstrukt. Videre, ble nevnte
konstrukter funnet a vise de samme fordelaktige egenskapene til VHHs slik at hay

stabilitet forblir intakt i mus, ekstrem pH-resistens, hay temperaturstabilitet og hay
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malaffinitet.

Eksempler pa slike konstrukter er representert ved SEQID Nr. 13 til 15, som omfatter

anti-vWwF VHH og anti-mus serumalbumin VHH.

Derfor er en annen utferelsesform ifalge foreliggende oppfinnelse et polypeptid-
konstrukt tilsvarende til en sekvens representert ved et hvilket som helst SEQ ID nr: 13
til 15.

Andre eksempler pa slike konstrukter er representert ved SEQ ID No. 42 til 45, som

omfatter humaniserte anti-vWF VHH og anti-mus serumalbumin VHH.

Derfor er en annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse et polypeptid-
konstrukt tilsvarende til en sekvens representert ved et hvilket som helst SEQ ID nr: 42
til 45.

Serumproteinet kan vaere et hvilket om helst passende protein funnet i individets
serum, eller fragment derav. If@lge ett aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse, er serum
protein serumalbumin, serum immunoglobuliner, tyroxin-bindende protein, transferrin,
eller fibrinogen. Avhengig av den tiltenkte anvendelsen slik som den nedvendige
halveringstiden for effektiv behandling og/eller kompartimentalisering av malantigenet,

kan VHH-partneren veere rettet mot ett av de ovenfor nevnte serum proteinene.

Eksempler pa enkeltdomene antistoffer rettet mot serum albumin er sekvensene
representert ved sekvensene tilsvarende til en hvilken som helst SEQID nr: 16 til 19 og
49 til 61.

Derfor er et annet aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse et polypeptidkonstrukt som
videre omfatter et eller flere anti-serum enkeltdomene antistoffer, hvor sekvensen til et
anti-serum enkeltdomene antistoff tilsvarer en hvilken som helst representert ved SEQ
ID nr: 16 til 19 og 49 til 61.

Slike konstrukter er i stand til & sirkulere i individets serum i flere dager, noe som
reduserer behandlingsfrekvensen, individets ulemper og resultere i en reduksjon av

kostnaden ved behandlingen. Videre, er det et aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse
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at halveringstiden av polypeptidkonstruktene beskrevet heri kan bli kontrollert av
antallet anti-serum protein enkeltdomene antistoffer som er til stede i konstruktet. En
kontrollerbar halveringstid er gnsket i flere sammenhenger, for eksempel, ved

applikasjon av en tidsbestemt dose av et terapeutisk polypeptidkonstrukt.

En annen utferelsesform ifalge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt som

nevnt heri, videre omfattende et trombolytisk middel.

Nevnte trombolytiske middel kan vaere ikke-kovalent eller kovalent bundet til et
enkeltdomene antistoff via kovalente eller ikke-kovalente midler. Slike kovalente midler

er beskrevet nedenfor.

Ikke-kovalente midler inkluderer samvirkning via et protein slik som biotin/strepavidin,

eller via et immunokonjugat.

Alternativt, kan det trombolytiske middelet kan bli administrert samtidig, separat eller

sekvensielt med hensyn pa et polypeptidkonstrukt ifelge foreliggende oppfinnelse.

Et annet aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er en sammensetning omfattende
minst ett polypeptidkonstrukt som beskrevet heri og minst ett trombolytisk middel, for

samtidig, separate eller sekvensiell administrasjon til et individ.

Et aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er en effektiv mengde av minst ett
polypeptidkonstrukt ifelge foreliggende oppfinnelse og minst ett trombolytisk middel for
bruk i en fremgangsmate for behandlingm ved administrasjon til et individ samtidit,

separat eller sekvensielt, av autoimmun sykdom.

Et annet aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er et sett inneholdende minst ett
polypeptidkonstrukt ifelge foreliggende oppfinnelse og minst ett trombolytisk middel for
samtidig, separat eller sekvensiell administrasjon til et individ. Det er et aspekt ifelge
foreliggende oppfinnelse at settet kan bli benyttet ifalge foreliggende oppfinnelse. Det
er et aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse at settet kan bli benyttet for & behandle
sykdommene som sitert heri.

Ved samtidig administrasjon blir polypeptidet og det trombolytiske middelet administrert
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til et individ samtidig. For eksempel, som en blanding eller en sammensetning
omfattende nevnte komponenter. Eksempels omfatter, men er ikke begrenset til en
oppl@sning administrert intravengst, en tablett, veeske, topikal krem, etc., hvor hvert

preparat omfatter komponentene av interesse.

Ved separat administrasjon blir polypeptidet og det trombolytiske middelet administrert
til et individ samtidig eller hovedsakelig samtidig. Komponentene er til stede i settet
som separate, ublandede preparater. For eksempel, kan polypeptidet og det
trombolytiske middelet vaere til stede i settet som individuelle tabletter. Tablettene kan
bli administrert til individet ved svelging av begge tablettene samtidig eller en tablett

direkte etter den andre.

Ved sekvensiell administrasjon blir polypeptidet og det trombolytiske middelet
administrert til et individ sekvensielt. Polypeptidet og det trombolytiske middelet er til
stede i settet som separate, ublandede preparater. Der er et tidsinterval mellom doser.
For eksempel, kan en komponent bli administrert opp til 336,312, 288,264, 240,216,
192,168, 144,120, 96,72, 48,24, 20,16, 12,8, 4,2, 1, eller 0.5 timer etter den andre

komponenten.

Ved sekvensiell administrasjon, kan en komponent bli administrert en gang, eller et
hvilket som helst antall ganger og i forskjellige doser fer og/eller etter administrasjon av

den andre komponenten.

Sekvensiell administrasjon kan bli kombinert med samtidig eller sekvensiell

administrasjon.

De medisinske anvendelser av polypeptidkonstruktet som beskrevet nedenfor, angar
ogsa sammensetningen omfattende et polypeptidkonstrukt som beskrevet heri og
minst ett polypeptisk trombolytisk middel, for samtidig, separat eller sekvensiell

administrasjon til et individ som beskrevet ovenfor.

Trombolytisk midler ifelge foreliggende oppfinnelse kan inkludere, for eksempel,
stafylokinase, vevplasminogen aktivator, streptokinase, enkeltkjedet streptokinase,

urokinase og acyl plasminogen streptokinase kompleks.
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Enkeltdomene antistoffene kan vaere sammenfeyd for & danne en hvilken som helst av
polypeptidkonstruktene beskrevet heri omfattende mer enn ett enkeltdomene antistoff
ved bruk av fremgangsmater som er kjent i teknikken eller en hvilken som helst
fremtidig fremgangsmate. For eksempel, kan de vaere forbundet ved kjemisk

tverrbinding ved reagering av aminosyrerester med et organisk derivatiseringsmiddel

slik som beskrevet av Blattler et al, Biochemistry 24,1517-1524 ; EP294703. Alternativt,

kan enkeltdomene antistoffene vaere sammenfeyd genetisk pa DNA-niva-, dvs.
polynukleotidkonstrukt dannet som koder for det komplette polypeptidkonstruktet
omfattende et eller flere anti-mal enkeltdomene antistoffer og et eller flere anti-serum
protein enkeltdomene antistoffer. En fremgangsmate for fremstilling av bivalente eller
multivalente VHH polypeptidkonstrukter er beskrevet i PCT patentsgknad WO
96/34103. En mate & sammenkoble multiple enkeltdomene antistoffer er via den
genetiske veien ved sammenfgyning av enkeltdomene antistoffkodende sekvenser
enten direkte eller via en peptidelinker. For eksempel, kan den C-terminale enden av
det forste enkeltdomene antistoff vaere forbundet til den N-terminale enden av det
neste enkeltdomene antistoffet. Denne linkingmodusen kan bli utvidet for a
sammenfaye ytterligere enkeltdomene antistoffer for konstruksjonen og produksjonen

av tri-, tetra-, etc. funksjonelle konstrukter.

Polypeptidkonstruktene beskrevet heri kan bli fremstilt av fagmannen ifalge
fremgangsmater kjent i teknikken eller en hvilken som helst fremtidig fremgangsmate.
For eksempel, kan VHHSs bli fremskaffet ved bruk av fremgangsmater som er kjent i
teknikken slik som ved immunising av en kamel og fremskaffelse av hybridoma's fra
denne, eller ved kloning av et bibliotek av enkeltdomene antistoffer ved bruk av
molekylaerbiologiske teknikker som er kjent i teknikken og pafelgende seleksjon ved

bruk av pagedisplay.

Et aspekt beskrevet heri angar funnet at polypeptider representert ved SEQ ID nr: 1 til
7 som i tabell 30 avledet fra Camelidae VHHSs, binder til VWF og inhiberer dets

samvirkning med collagen.

Derfor er en utferelsesform beskrevet heri et polypeptidkonstrukt hvor minst ett
enkeltdomene antistoff tilsvarer en sekvens representert ved et hvilket som helst SEQ
ID nr:1 til 7.
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En annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt
tilsvarende til en sekvens representert ved et hvilket som helst SEQ ID nr: 8 til 12.
Nevnte sekvenser tilsvarer til monospesifikke polypeptidkonstrukter (slik som i SEQ ID
No. 8 og 11) eller heterospesifikke polypeptidkonstrukter omfattende VHHs av
forskjellige sekvenser (slik som i SEQ ID No. 9,10 og 12), begge rettet mot VWF.

En annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt

omfattende et eller flere enkeltdomene antistoffer rettet mot vIWF.

Blodplateaggregering er et meget komplekst fenomen og i en in vivo situasjon, skjer
samvirkningen av VWF med collagen kun ved hey skjeer, slik som observert i sma
arterier. For & undersegke blodplateaggregering under hgy skjaer, har oppfinnerne utfert
perfusjonseksperimenter. Eksempel 16 representerer skjeerdata fremskaffet med de
spesifikke VWF-A3 binderne SEQ ID Nr.1 til 12. Dette eksperiment er representativt for
samvirkningene som skjer etter skade i karveggen i en liten arterie (for eksempel under

angioplasti).

Overraskende yter monovalente VHH's meget bra i et blodplateaggregering-
eksperiment under hey skjeer: 50% inhibering av blodplateaggregering ble oppnadd
ved en konsentrasjon mellom 0.08 og 0.3 ug/mil. Til sammenligning, inhiberer det 1IgG
VWF-spesifikke antistoffet samvirkningen med collagen, 82D6A3, inhiberer 50% av
blodplateaggregering ved omkring tjue ganger hayere konsentrasjon (Vanhoorelbeke
K. et.al., Journal of Biological Chemistry, 2003,278 : 37815-37821). Disse resultatene
var uventet gitt at IC50-veridene for det monovalente VHH's er opp til 7 ganger verre i
ELISA enn IC50-verdiene til IgG av 82D6A3.

Dette beviser klart at den store st@rrelsen til de nevnte antistoffer ikke er passende for
samvirkning med makromolekyler som starter eller er i aggregeringsprosessen, slik
som de involvert i blodplate-mediert aggregering. vWF danner multimerer av opp til 60
monomerer (endelige multimerer med sterrelse opp til 20 million dalton). Faktisk har
det blitt vist at ikke alle A3 domener er tilgjengelige for 82D6A3 (Dongmei WU, Blood,
2002,99, 3623 to 3628). Videre vil den store sterrelsen til konvensjonelle antistoffer,
begrense vevspenetrering, for eksempel, under blodplate-mediert aggregering ved

setet for en skadet karvegg.
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Nanobodies har en unik struktur som bestar av et enkelt variabelt domene. VHH
molekyler aviedet fra Camelidae antistoffer er blant de minste intakte antigen-
bindingsdomener som er kjent (omkring 15 kDa, eller 10 ganger mindre enn et
konvensjonelt IgG) og er saledes godt tilpasset til levering til tette vev og for
aksessering av det begrensede rommet mellom makromolekyler som deltar i eller

starter prosessen ved blodplatemediert aggregering.

Til var kjennskap, er dette den ferst gangen at eksperimenter viser at den lille
sterrelsen til et nanobody er fordelaktig i forhold til et stort intakt antistoff for inhibering

av samvirkninger mellom slike store makromolekyler.

Trass i den lille sterrelsen til nanobodies, og saledes fordeler for penetrering, er det
likevel overraskende at et slikt lite molekyl kan inhibere samvirkninger mellom store
polymerer slik som vVWF (opp til 60 monomerer) og collagen og med en slik hay
effektivitet. Det har blitt beskrevet at kun de store multimere former av VWF er
hemostatisk aktive (Furlan, M, . 1996, Ann.Hematol. 72: 341-348). Binding av
multimerer vWF til collagen skjer ved ~100-ganger hegyere affinitet enn binding ev

monomere VWF fragmenter.

Resultatene fra hgy skjser eksperimentene indikerer at en lavere dose kan bli
administrert til pasienter. Derfor, er feerre bieffekter forventet(slik som

immunogenisitets- eller bl@dning-problemer).

Ogsa beskrevet heri er funnet at polypeptidene tilsvarende til en sekvens representert
ved en hvilken som helst SEQID nr 23 til 31 fra enkeltdomene lama antistoffer, binder
til A1 domenet av VWF.

Derfor, er en annen utferelsesform beskrevet heri et polypeptidkonstrukt omfattende et
eller flere enkeltdomene antistoffer, hvor minst ett enkeltdomene antistoff tilsvarer en

sekvens representert ved en hvilken som helst SEQID nr: 23 til 31.

En annen utferelsesform beskrevet heri er et polypeptidkonstrukt tilsvarende til en
sekvens representert ved en hvilken som helst SEQ ID nr: 32 til 34. Nevnte sekvenser
tilsvarer bivalente polypeptidkonstrukter omfattende VHHs med de samme

sekvensene, begge rettet mot vWF A1 domenet.
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Oppfinnerne har utfert perfusjonseksperiment i et stremningskammer, for a studere
effekten av polypeptidkonstrukter omfattende sekvenser representert ved SEQ ID nr:
23 til 31 etter blodplateaggregering under hgy skjeer. Eksempel 25 viser skjeerdata
fremskaffet med de spesifikke VWF-A1 binderne SEQ ID No. 23 til 31.

Ogsa beskrevet heri er funnet at polypeptidene tilsvarende til en sekvens representert
ved en hvilken som helst SEQ ID nr 62 til 65 fra enkeltdomenelama antistoffer, binder
selektivt til A1 domenet av den aktive konformasjonen av VWF (slik som etter & ha blitt
bundet til collagen) heller enn til fritt sirkulerende ikkeaktivert vWF. Dette resulterer i
antitrombotiske midler som er bade sikrere og mer effektive. Som benyttet heri, betyr
"selektiv binding" benyttet med referanse til VWwWF A1 domener, at lama-antistoffer har
minst en ti ganger og foretrukket en hundre ganger sterre affinitet for den aktive

konformasjonen av vVWF sammenlignet med den ikkeaktiverte formen.

Derfor, er en annen utferelsesform beskrevet heri et polypeptidkonstrukt omfattende et
eller flere enkeltdomene antistoffer, hvor minst ett enkeltdomene antistoff tilsvarer en

sekvens representert ved en hvilken som helst SEQ ID nr: 62 til 65.

| en annen utfgrelsesform ifglge foreliggende oppfinnelse, omfatter et
polypeptidkonstrukt et eller flere enkeltdomene antistoffer rettet mot det samme malet,
og omfatter videre et eller flere enkeltdomene antistoffer rettet mot det samme malet,

men overfor en annen epitop i det samme domenet.

For eksempel, er sekvensene representert ved SEQ ID nr: 9,10 og 12 heterospesifikke
polypeptidkonstrukter omfattende VHHSs rettet mot forskjellige epitoper i A3 domenet
av VWF. Derfor, er en annen utferelsesform beskrevet heri et polypeptidkonstrukt

tilsvarende til en sekvens representert ved en hvilken som helst SEQ ID nr: 9,10 og 12.

En annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt hvor

antallet enkeltdomene antistoffer rettet mot det samme malet er to eller flere.

Sekvensene representert ved SEQ ID nr: 8 og 11 er polypeptidkonstrukter omfattende
VHHs rettet mot de samme epitopene i A3 domenet av vVWF, hvor begge VHHs har

identiske sekvenser. Derfor, er en annen utferelsesform beskrevet heri et
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polypeptidkonstrukt tilsvarende til en sekvens representert ved en hvilken som helst
SEQ ID nr: 8 og 11.

Ifelge en annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse, omfatter et
polypeptidkonstrukt et eller flere enkeltdomene antistoffer rettet mot ett domene av det
samme malet, og et eller flere enkeltdomene antistoffer rettet mot det samme malet,
men mot et annet domene pa det samme malet. Eksempler pa forskjellige domener

kan veere A1 og A3 domenene av vVWF.

| et annet eksempel, er sekvensene representert ved SEQID nr: 20,21 og 22
heterospesifikke polypeptidkonstrukter omfattende VHHs rettet mot epitoper pa
forskjellige domener vWF dvs. A1 og A3 av VWF. Derfor, er en annen utferelsesform
beskrevet heri et polypeptidkonstrukt tilsvarende til en sekvens representert ved en
hvilken som helst SEQ ID nr: 20,21 og 22.

Ogsa beskrevet heri er at minst ett VHH rettet mot A1 domenet i et heterospesifikt
polypeptidkonstrukt gjenkjenner den aktive konformasjonen av vWF. Et slikt VHH

tilsvarer en sekvens representert ved et hvilket som helst SEQID nr: 62 til 65.

Slike polypeptidkonstrukter kan ha overlegne anti-trombotiske effekter sammenlignet
med de monomere VHH's. Perfusjonseksperimentet ble utfert i et streamningskammer
for & studere blodplateaggregering under hgy skjeer for & studere effektene av disse
polypeptidkonstruktene. Eksempel 30 viser skjeerdata fremskaffet med det
heterospesifikke polypeptidkonstruktet omfattende anti-vwWwF-A1 VHH og anti-vWF-A3
VHH.

Ogsa beskrevet heri er funnet at polypeptidene representert ved SEQ ID nr 35 til 37 fra
enkeltdomene lama antistoffer, binder til collagen type | og/eller type llI.

Derfor, er en annen utferelsesform beskrevet heri et polypeptidkonstrukt, hvor minst ett
enkeltdomene antistoff tilsvarer en sekvens representert ved en hvilken som helst SEQ
ID nr: 35 til 37.

| en annen utfgrelsesform beskrevet heri, omfatter et polypeptidkonstrukt et eller flere

enkeltdomene antistoffer rettet mot collagen | og/eller type lll, og et eller flere



10

15

20

25

30

35

337265

17

enkeltdomene antistoffer rettet mot det samme malet, men mot en annen epitop i det
samme domenet. Sekvensene representert ved 3P1-313P2-31 og 3L-413P2-31 er
heterospesifikke polypeptidkonstrukter omfattende VHHs rettet mot forskjellige epitoper
i collagen type I. Derfor, er en annen utferelsesform beskrevet heri et
polypeptidkonstrukt tilsvarende til en sekvens representert ved en hvilken som helst
SEQ ID nr: 46 og 47.

Et annet aspekt beskrevet heri er et polypeptidkonstrukt omfattende et eller flere

enkeltdomene antistoffer rettet mot blodplateglykoproteinet Ib.

Et murint anti-human vWF monoklonalt antistoff, AJvW-2(IgG), som inhiberer
samvirkningen mellom blodplate glykoprotein Ib(gplb) og von Willebrand faktor (WVF)
under den ristocetin- og botrocetin-indusert aggregeringen av humane blodplater (PCT
publikasjonsnummer WO 00/10601), ble utviklet. AJvW-2 Fab, inhiberer repetitive
koronare arterietromboser uten forlenging av bl@dningstiden hos hunder (Kageyama S
et al, Thromb Res., 2001 Mar 1; 101 (5): 395- 404) og forhindring trombusavsetning og
neointimadannelse etter ballongskade i marsvin (Kageyama S, et al, Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 2000 Oct; 20 (10): 2303-8).

Antistoff 6B4 er et monoklonalt antistoff (MloAb) rettet mot renset humant gplb (PCT
seknads nummer WO 01/10911 A2). Nar injisert inn i bavianer, forarsaker intakt IgG
og dets F (ab') 2 fragmenter nesten umiddelbar trombocytopenia, pa grunn av
bivalensen til F (ab") 2 som medierer blodplate tverrbinding, eller Fc: Fc
reseptorsamvirkninger som medierer aktivering av blodplate aggregering
(Cauwenberghs N. et a/, Arteriosclerosis, Trombosis og Vascular biology, 2000,20:
1347 og se for eksempel, Cadroy Y et al, Blood, 1994,83: 3218-3224, Becker BH et al,
blood, 1989,74: 690-694, Ravanat C. et al, Thromb. Haemost. 1999,82: 528a
sammendrag). Blodplateavsetning inn i collagen-rikt bovint pericardium ble inhibert nar
Fab fragmenter ble injisert inn i bavianer fer en trombus var generert. Imidlertid, nar
Fab fragmentene ble injisert etter en trombus var tillat & dannes, ble ingen inhibering av

videre tromboses observert.

Det ble vist at affiniteten til Fab-fragmentet for gplb reseptoren pa blodplaten falt med
en faktor pa 10 sammenlignet med det intakte IgG eller F(ab') 2 (henholdsvis KD= 49.2
nM, 4.7 nM og 6.4 nM). Ogsa IC50-verdien for ristocetin-indusert blodplateaggregering
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var opp til 10 ganger verre enn Fab sammenlignet med IgG eller F (ab') 2(henholdsvis
IC50 pa 40 nM, 4.5 nM og 7.7 nM).

Det kan bli forventet at den ugnskede trombocytopeni forarsaket av Fc: Fc
reseptormediert aktivering av blodplateaggregering og/eller F (ab') 2-mediert
tverrbinding av blodplater som har blitt observert ved bruk av intakt IgG eller F (ab") 2
terapeutisk in vivo, vil bli unngatt ved anvendelsen av VHH, siden VHH ikke inneholder
Fc og det ikke er bivalent. Intet tap av affinitet og aktivitet vil bli oppnadd som
observert med Fab fragmentet av 6B4 da nanobodies allerede er enkeltdomene

molekyler.

Humaniserte antistoffer

Oppdagelsen av naturlig forekommende enkeltdomene antistoffer in lama, dromedar
og kamel avslerte en ny klasse av terapeutiske molekyler som kombinerer fordelene
ved monoklonale antistoffer for eksempel spesifisitet, lav toksisitet med fordelene ved
sma molekyler, for eksempel vev penetrering og stabilitet. Dessverre, har utviklingen
av passende terapeutiske produkter basert pa disse proteinene hatt ulempen ved a
veere Camelidaeavledede, og saledes ikke humane. Non-humane proteiner inneholder
aminosyrerester som kan vaere immunogene nar injisert i en human pasient. Selv om
studier har vist at Camelidae-avledet VHH ikke er immunogene nar injisert i mus, er
erstatning av Camelidae-rester med humane rester foretrukket. Disse humanisterte
polypeptidene ma vaere hovedsakelig ikke-immunogene i mennesker, men

opprettholde affiniteten og aktiviteten til villtype polypeptidet.

Med humanisert er det ment mutert slik at immunogenisiteten etter administrasjon i
humane pasienter er liten eller ikke-eksisterende. Humanisering av et polypeptid, ifeige
foreliggende oppfinnelse, omfatter et trinn ved erstatning av et eller flere av Camelidae-
aminosyrene ved deres humane motparter, som funnet i den humane
konsensussekvensen, uten at polypeptid mister sin typiske karakter, dvs.
humaniseringen pavirker ikke signifikant antigenbindingskapasiteten til det resulterende

polypeptidet.

Oppfinnerne har bestemt aminosyrerestene i antistoffets variable domene (VHH) som
kan bli modifisert uten & redusere den native affiniteten til domenet for antigenet and

som reduserer dets immunogenisitet med hensyn pa en heterolog art; og VHH
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modifisert pa denne maten. Mer spesifikt, angar foreliggende oppfinnelse fremstillingen
av modifisert VHHs, som blir modifisert for administrasjon til mennesker, det
resulterende VHH i seg selv, og anvendelsen av slike "humanisterte" VHHs i

behandlingen av sykdommer hos mennesker.

Oppfinnerne har ogsa funnet at humanisering av VHH polypeptider krever
introduksjonen og mutagenesen av kun et begrenset antall aminosyrer i en enkel
polypeptidkjede uten dramatisk tap av bindings- og/eller inhiberingsaktivitet. Dette er i
motsetning til humanisering av scFv, Fab, (Fab) 2 og IgG, som krever introduksjonen
av aminosyreendringer i to kjeder, den lette og den tunge kjeden og opprettholdelse av

sammensetningen av kjedene.

En humaniseringsteknikk kan bli utfert ved en fremgangsmate omfattende erstatningen
av en hvilken som helst av de felgende rester enten alene eller i kombinasjon: FR1
posisjoner 1,5, 28 og 30, hallmark-aminosyren i posisjonene 37,44, 45 og 47 i FR2,
FR3 rester 74,75, 76,83, 84,93 og 94 og posisjoner 103,104, 108 og 111 i FR4;
nummerering ifelge Kabat nummereringen. Eksempler pa slike humanisterte sekvenser
er gitt i Tabell 30, SEQ ID Nr. 2, 38 til 41.

Polypeptider representert i eksempel 63 og 64 har en hgy grad av homologi med
human kimlinje VH DP-47. Videre humanisering krevde introduksjonen og
mutagenesen av en begrenset mengde aminosyrer i enkel polypeptidkjede. Dette er i
motsetning til humanisering av scFv, Fab, (Fab) 2 og IgG, som krever introduksjonen
av aminosyreendringer i to kjede, den lette og den tunge kjeden og opprettholdelse av

sammensetningen av de to kjedene.

Polypeptidene inneholder human-like rester i FR2. Humanisering krevde mutagenese
av rester i FR1 i posisjon 1 og 5 som ble introdusert ved primeren benyttet for
repertoarkloningen og ikke opptrer naturlig i lamasekvensen. Mutagenese av disse
restene resulterer ikke i tap av binding og/eller inhiberingsaktivitet. Humanisering av
FR1 kraver ogsa mutagenese av posisjon 28 og 30. Mutagenese av de restene

resulterte heller ikke i tap av bindings- og/eller inhiberingsaktivitet.

Humanisering krever ogsa mutagenese av rester i FR3 i posisjon 74,75, 76,83, 84,93,

94. Mutagenese av disse restene resulterte ikke i tap av bindings- og/eller
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inhiberingsaktivitet.

Humanisering krever ogsa mutagenese av rester i FR4 i posisjon 104,108 og 111.
Mutagenese av Q108L resulterte i lavere produksjonsniva i Escherichia coli. Posisjon
108 er lesemiddeleksponert i kamelid VHH, mens denne posisjonen i humane
antistoffer er begravet i VHVL grenseflaten (Spinelli, 1996; Nieba, 1997). | isolert VHs
er posisjon 108 Iesemiddeleksponert. Introduksjonen av en non-polar hydrofon Leu i
stedet for polar uladd GIn kan ha drastisk effekt pa den intrinsiske

foldbarheten/stabiliteten til molekylet.

En utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er en fremgangsmate for
humanisering av et VHH omfattende trinnene:
erstatning av et hvilket som helst de felgende restene alene eller i kombinasjon:
FR1 posisjoner 1,5, 28 og 30,
hallmark-aminosyren i posisjon 37,44, 45 og 47 i FR2,
FR3 rester 74,75, 76,83, 84,93 og 94,
og posisjoner 103,104, 108 og 111i FR4

nummerering ifelge Kabat-nummereringen.

Eksempler pa slike humanisterte sekvenser er gitt i Tabell 30, SEQ ID Nr. 2, 38 til 41.

Anvendelsen av antistoffer avledet fra kilder slik som mus, sau, geit, kanin etc. , og
humaniserte derivater derav som en behandling av betingelser som krever en
modulering av blodplate-assosiert aggregering, er problematisk av flere grunner.
Tradisjonelle antistoffer er ikke stabile ved romtemperatur, og ma bli nedkjelt for
fremstilling og lagring, krever nedvendig nedkjslt laboratorieutstyr, lagring og transport,
noe som bidrar til tid og kostnad. Kjgling er noen ganger ikke mulig i utviklingsland.
Utbyttene ved ekspresjon av nevnte Fab molekyler er meget lave og fremgangsmaten
for fremstilling er meget arbeidsintensive. Videre, er fremstillingen eller smaskala
fremstillingen av nevnte antistoffer kostbar pa grunn av at det mammalske cellulzere
systemet som er ngdvendig for ekspresjon av intakte og aktive antistoffer, krever hgye
nivaer av stette i form av tid og utstyr, og utbyttene er meget lave. Videre har
tradisjonelle antistoffer en bindingsaktivitet som avhenger av pH, og saledes ikke
passer anvendelse i miljger utenfor vanlig fysiologisk pH-omrade, slik som for

eksempel, ved behandling av gastriske bl@dninger, magekirurgi. Videre, er tradisjonelle
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antistoffer ustabile ved lav eller hey pH og passer séledes ikke for oral administrasjon.
Imidlertid, har det blitt vist at kamelide antistoffer motstar teffe betingelser, slik som
ekstrem pH, denaturerende reagenser og heye temperaturer (Ewert S et al,
Biochemistry 2002 Mar 19; 41 (11): 3628-36), noe som gjer dem passende for oral
administrasjon. Videre, har tradisjonelle antistoffer en bindingsaktivitet som avhenger
av temperaturen, og er saledes uegnet for anvendelser i analyser og sett utfert ved

temperaturer utenfor biologiske aktive temperaturomrader, (f.eks. 37+20 °C).

Polypeptidkonstrukter representert ved SEQ ID nr: 1 til 47 og 49 til 65 og deres
derivater innehar ikke kun de fordelaktige karakteristikken til konvensjonelle antistoffer,
slik som lav toksisitet og hey selektivitet, men de viser ogsa andre egenskaper. De er
mer opplgselige, noe som betyr at de kan bli lagret og/eller administrert i heyere
konsentrasjoner sammenlignet med konvensjonelle antistoffer. De er stabile ved
romtemperatur, noe som betyr at de kan bli fremstilt, lagret og/eller transportert uten
anvendelsen av kjeleutstyr, noe som gir kostnads-, tids og miljgbesparelser (beskrevet
i eksempel 61). Andre fordelaktige karakteristikker sammenlignet med konvensjonelle
antistoffer omfatter kort halveringstid i sirkulasjon, som kan bli modulert ifelge
foreliggende oppfinnelse ved, for eksempel, albuminkopling, et bi-spesifikt nanobody
med en spesifisitet mot albumin og den andre mot malet, Fc-kobling, VHH-kobling
(bivalent VHHSs) eller ved pegylering (beskrevet i eksempel 41 til 54). En kort og
kontrollerbar halveringstid er gnskelig, for eksempel for kirurgiske prosedyrer, som
krever en inhibering av blodplate-mediert aggregering i en begrenset tidsperiode. Nar
bledningsproblemer opptrer eller andre komplikasjoner, kan doseringen bli umiddelbart
redusert.

Polypeptidene ifelge foreliggende oppfinnelse opprettholder ogsa bindingsaktiviteten
ved en pH og temperatur utenfor de vanlige fysiologiske omradene, noe som betyr at
de kan veere nyttige i situasjoner med ekstrem pH og temperatur som krever en
modulering av blodplate-mediert aggregering, slik som ved magekirurgi, kontroll av
magebledning, analyse utfert ved romtemperatur etc. Polypeptidene ifelge
foreliggende oppfinnelse viser ogsa en forlenget stabilitet ved ekstrem pH, noe som
betyr at de passer bra for levering ved oral administrasjon. Polypeptidene ifglge
foreliggende oppfinnelse kan bli kost-effektivt produsert ved fermentering i passende
rekombinante vertsorganismer slik som Escherichia coli og gjeer; til forskjell fra

konvensjonelle antistoffer som ogsa krever kostbare mammalske cellekulturanlegg, de



10

15

20

25

30

35

22

oppnaelige ekspresjonsnivaene er heye. Eksempler pa utbytter av polypeptidene ifelge
foreliggende oppfinnelse er 1 til 10mg/ml (E. coli) og opp til 19/l (gjeer). Polypeptidene
ifelge foreliggende oppfinnelse viser ogsa hey bindingsaffinitet for et brett omrade av
forskjellige antigentyper, og evne til & binde til epitoper som ikke blir gjenkjent av
konvensjonelle antistoffer; for eksempel viser de lange CDR baserte loop-strukturer
med potensiale til & penetrere inn i kaviteter og uteve enzymfunksjoninhibering. Videre,
siden binding ofte opptrer kun gjennom CDR3-loopen, er det antatt at peptider avledet
fra CDR3 kan bli benyttet terapeutisk (Desmyter et.al. J Biol Chem, 2001,276 : 26285-
90). Fremstillingen av slike peptider er beskrevet i Eksempel 65. Polypeptidene ifelge
foreliggende oppfinnelse er ogsa i stand til & opprettholde full bindingskapasitet som
fusjonsprotein med et enzym eller toksin. Videre, kan det bli forventet at den ugnskede
trombocytopeni forarsaket av Fc: Fc reseptormediert aktivering av blodplate-
aggregering og/eller F (ab') (2)-mediert tverrbinding av blodplater som har blitt
observert ved bruk av intakt IgG eller F (ab') (2) terapeutisk in vivo (se Cauwenberghs
N. et.al., Arteriosclerosis, Trombosis and Vascular biology, 2000,20 : 1347), vil bli
unngatt ved anvendelsen av VHH, siden VHH ikke inneholder noe Fc og den ikke er
bivalent. Polypeptidene representert ved SEQ ID nr: 1 til 15,20 til 47,62 til 65,
homologe eller funksjonelle deler derav gir en betydelig besparelse i kostnad og tid ved
behandlingen og diagnose av betingelser relatert til blodplate-mediert aggregering, og
pasienten som har behov for nevnte polypeptider vil mgte feerre av problemene

assosiert med konvensjonelle midler.

Blodplate-mediert aggregering er prosessen hvor vWF-bundet collagen vedheftes til to
blodplater og/eller blodplatereseptorene (eksempler pa begge er gpla/lla,gplb, eller
collagen), til sist resulter dette i blodplateaktivering. Blodplateaktivering ferer til
fibrinogenbinding, og til sist til blodplateaggregering. Det er innen rammen av
foreliggende oppfinnelse a fremskaffe polypeptider som modulerer prosessene som
omfatter blodplate-mediert aggregering slik som vWF-collagenbinding, vWF-blodplate
reseptoradhesjon, collagen-blodplate reseptoradhesjon, blodplateaktivering,
fibrinogenbinding og/eller blodplateaggregering. Nevnte polypeptider er avledet fra
Camelidae antistoffer rettet mot VWF, vWFA1, A1 domene av aktivert VWF eller A3
domener, gplb eller collagen, og deler de samme fordeler som polypeptidene
representert ved SEQ ID nr:1 til 15,20 til 47 og 62 til 65, som beskrevet ovenfor.

Ifelge et aspekt av foreliggende oppfinnelse kan et polypeptidkonstrukt vaere en
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homolog sekvens av et full-lengde polypeptidkonstrukt. Ifglge et annet aspekt ifelge
foreliggende oppfinnelse, kan et polypeptidkonstrukt vaere en funksjonell del av et full-
lengde polypeptidkonstrukt. Ifalge et annet aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse, kan
et polypeptidkonstrukt kan vaere en homolog sekvens av et fullengde
polypeptidkonstrukt. Ifglge et annet aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse, kan et
polypeptidkonstrukt kan veere en funksjonell del av en homolog sekvens av et fullengde
polypeptidkonstrukt. Ifglge et aspekt ifglge foreliggende oppfinnelse kan et

polypeptidkonstrukt omfatte en sekvens av et polypeptidkonstrukt.

Ifelge at aspekt av foreliggende oppfinnelse kan et enkeltdomene antistoff benyttet for
a danne et polypeptidkonstrukt kan vaere et komplett enkeltdomene antistoff (f.eks. et
VHH) eller en homolog sekvens derav. Ifglge et annet aspekt av foreliggende
oppfinnelse, kan et enkeltdomene antistoff benyttet for & danne polypeptidkonstruktet
veere en funksjonell del av et komplett enkeltdomene antistoff. Ifglge et annet aspekt av
foreliggende oppfinnelse, kan et enkeltdomene antistoff benyttet for & danne
polypeptidkonstruktet vaere en homolog sekvens av et komplett enkeltdomene antistoff.
Ifelge et annet aspekt av foreliggende oppfinnelse, kan et enkeltdomene antistoff
benyttet for & danne polypeptidkonstruktet vaere en funksjonell del av en homolog

sekvens av et komplett enkeltdomene antistoff.

Et annet aspekt beskrevet heri er enkeltdomene antistoffene tilsvarende til et hvilket
som helst SEQ ID nr: 1 til 7,16 til 19,23 til 31,35 til 41, og 49 til 65, en homolog sekvens
derav, og/eller en funksjonell del derav.

Ifelge et annet aspekt av foreliggende oppfinnelse kan et polypeptidkonstrukt vaere en
homolog sekvens av morsekvensen. Ifglge et annet aspekt av foreliggende
oppfinnelse, kan et polypeptidkonstrukt vaere en funksjonell del av morsekvensen.
Ifelge et annet aspekt av foreliggende oppfinnelse, kan et polypeptidkonstrukt veere en

funksjonell del av en homolog sekvens av morsekvensens.

Som benyttet heri, kan en homolog sekvens omfatte addisjoner, delesjoner eller
substitusjoner av en eller flere aminosyrer, som ikke betydelig endrer de funksjonelle
karakteristikkene til polypeptidet. Antallet aminosyredelesjoner eller -substitusjoner er
fortrinnsvis opp til 1,2, 3,4, 5,6, 7,8, 9,10, 11,12, 13,14, 15,16, 17,18, 19,20, 21,22,
23,24, 25,26, 27,28, 29, 30,31, 32,33, 34,35, 36,37, 38,39, 40,41, 42,43, 44,45, 46,47,
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48,49, 50,51, 52,53, 54, 55,56, 57,58, 59,60, 61,62, 63,64, 65,66, 67,68, 69 eller 70

aminosyrer.

En homolog sekvens heskrevet heri omfatter polypeptider forlenget ved addisjon av
aminosyrer for & danne humant tungkjede antistoff eller humant enkeltdomene
tungkjede antistoff, som ikke betydelig endrer de funksjonelle karakteristikkene til det

umodifiserte polypeptidet.

En homolog sekvens heskrevet heri kan omfatte et polypeptid representert ved en
hvilken som helst SEQ ID nr: 1 til 47 og 49 til 65, som har blitt humanisert (som
beskrevet i eksempel 63 og 64).

En homolog sekvens ifglge foreliggende oppfinnelse kan omfatte en sekvens
tilsvarende til sekvensen av en hvilken som helst SEQ ID nr: 1 til 47 og 49 til 65 som
eksisterer i andre Camelidae arter slik som, for eksempel, kamel, lama, dromedar,

alpakka, guansko etc.

Hvor homolog sekvens indikerer sekvensidentitet, betyr det en sekvens som
representer en hgy sekvensidentitet (mer enn 70%,75%, 80%, 85%, 90%, 95% eller
98% sekvensidentitet) med morsekvensen, og er foretrukket karakterisert ved
tilsvarende egenskaper som morsekvensen, nemlig affinitet, hvor nevnte identitet er

beregnet ved bruk av kjente fremgangsmater.

Alternativt, kan en homolog sekvens ogsa vaere en hvilken som helst
aminosyresekvens som er resultat av tillatte substitusjoner ved et hvilket som helst
antall posisjoner pa morsekvensen ifglge formelen nedenfor:

Ser substituert med Ser, Thr, Gly, og Asn;

Arg substituert med en av Arg, His, GIn, Lys, og Glu;

Leu substituert med en av Leu, lle, Phe, Tyr, Met, og Val;

Pro substituert med en av Pro, Gly, Ala, og Thr;

Thr substituert med en av Thr, Pro, Ser, Ala, Gly, His, og Gin;

Ala substituert med en av Ala, Gly, Thr, og Pro;

Val substituert med en av Val, Met, Tyr, Phe, lle, og Leu;

Gly substituert med en av Gly, Ala, Thr, Pro, og Ser; lle

Substituert med en av lle, Met, Tyr, Phe, Val, og Leu;
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Phe substituert med en av Phe, Trp, Met, Tyr, lle, Val, og Leu;
Tyr substituert med en av Tyr, Trp, Met, Phe, lle, Val, og Leu;
His substituert med en av His, Glu, Lys, Gin, Thr, og Arg;

Gin substituert med en av Gin, Glu, Lys, Asn, His, Thr, og Arg;
Asn substituert med en av Asn, Glu, Asp, Gin, og Ser;

Lys substituert med en av Lys, Glu, Gin, His, og Arg;

Asp substituert med en av Asp, Glu, og Asn;

Glu substituert med en av Glu, Asp, Lys, Asn, Gin, His, og Arg;
Met substituert med en av Met, Phe, lle, Val, Leu, og Tyr.

En homolog ifelge foreliggende oppfinnelse kan referere til nukleotidsekvenser med
mer enn 50,100, 200,300, 400,500, 600,800 eller 1000 nukleotider som kan hybridisere
til revers-komplement av nukleotidsekvensene som kan kode for et polypeptid under
stringente hybridiseringsbhetingelser (slik som de beskrevet av SAMBROOK et al.,
Molecular Cloning, Laboratory Manuel, Cold Spring, Harbor Laboratory press, New
York).

Som benyttet heri, angar en funksjonell del et enkeltdomene antistoff med tilstrekkelig
lengde slik at samvirkningen av interesse blir opprettholdt med affinitet pa 1x 10°M
eller bedre.

Alternativt omfatter en funksjonell del av et enkeltdomene antistoff ifalge foreliggende
oppfinnelse en partiell delesjon av den fullstendige aminosyresekvensen og
opprettholder likevel bindingssetet (ene) og proteindomenet (ene) som er nadvendige

for bindingen av og samvirkningen med malet.

Alternativt er en funksjonell del av en hvilken som helst SEQ ID nr:1 til 7 et polypeptid
som omfatter en partiell delesjon av den fullstendige aminosyresekvensen og som
likevel opprettholder bindingssetet (ene) og proteindomenet (ene) som er ngdvendige

for inhiberingen av bindingen av vWF til collagen.

Alternativt er en funksjonell del av et hvilket som helst SEQ ID nr: 23 til 31 og 62 til 65
et polypeptid som omfatter en partiell delesjon av den fullstendige
aminosyresekvensen og som fremdeles opprettholder bindingssete (ne) og

proteindomenet (ene) som er ngdvendige for bindingen av og samvirkning med A1
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domenet av VWF.

Alternativt er en funksjonell del av et hvilket som helst SEQ ID nr: 35 til 37 et polypeptid
som omfatter en partiell delesjon av den fullstendige aminosyresekvensen og som
fremdeles opprettholder bindingssetet (ene) og proteindomenet (ene) som er

ngdvendige for bindingen av og samvirkning med collagen.

Alternativt en funksjonell del omfatter en partiell delesjon av den fullstendige
aminosyresekvensen av et polypeptid og som fremdeles opprettholder bindingssetet
(ene) og proteindomenet (ene) som er ngdvendige for bindingen av og samvirkning
med antigenet mot hvilket det ble fremmet. Det inkluderer, men er ikke begrenset til
VHH domener.

Som benyttet heri, en funksjonell del som angar en polypeptidsekvens angar mindre
enn 100% av sekvensen (f.eks. , 99%, 90%, 80%, 70%, 60% 50% etc. ), men omfatter

5 eller flere aminosyrer.

En del som angéar en nukleotidsekvens som koder for en polypeptidsekvens, angar
mindre enn 100% av sekvensen (f.eks. , 99%, 90%, 80%, 70%, 60% 50% etc. ), men

omfattende 15 eller flere nukleotider.

Et aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er administrasjonen av et polypeptidkonstrukt
ifelge foreliggende oppfinnelse hvor man kan unnga behovet for injeksjon.
Konvensjonelle antistoff-baserte terapeutika har signifikant potensiale som
medikamenter, fordi de har utmerket spesifisitet til sine mal og en lav egen toksisitet,
imidlertid har de en viktig ulempe: de er relativt ustabile, og er sensitive for nedbrytning
av proteaser. Dette betyr at konvensjonelle antistoffmedikamenter ikke kan bli
administrert oralt, sublingvalt, topicalt, nasalt, vaginalt, rektalt eller ved inhalering, pa
grunn av at de ikke er resistente mot den lave pH pa disse stedene, virkningen av
proteaser pa disse stedene og i blodet og/eller pa grunn av deres store sterrelse. De
ma bli administrert ved injeksjoner (intravengst, subkutant, etc.) for & overvinne noen
av disse problemene. Administrasjon ved injeksjon krever spesialisttrening for &
anvende en hypodermisk spreyte eller nal korrekt og sikkert. Det kraver videre sterilt
utstyr, en vaeskeformulering av det terapeutiske polypeptidet, pakking i glass av nevnte

polypeptid i en steril og stabil form og, for individet, et passende sted for a sette nalen.
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Videre, erfarer individer ofte fysisk eller fysiologisk stress f@r og ved mottak av en

injeksjon.

Et aspekt av foreliggende oppfinnelse overvinner disse problemene ifglge kjent teknikk,
ved a fremskaffe polypeptidkonstrukter ifelge foreliggende oppfinnelse. Nevnte
konstrukter er tilstrekkelig sm3, resistente og stabile til & bli levert oralt, sublingvalt,
topikalt, nasalt, vaginalt, rektalt eller ved inhalering hovedsakelig uten tap av aktivitet.
Polypeptidkonstruktene ifalge foreliggende oppfinnelse som unngar behovet for
injeksjoner, er ikke bare kostnads- og tidsbesparende, men er ogsa mer bekvemme og

mer komfortable for individet.

En utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt som
beskrevet heri for anvendelse ved behandling, forhindring og/eller lettelse av
symptomene pa forstyrrelser som er mottakelige for modulering av et stoff som
kontrollerer blodplatemediert aggregering som er i stand til & passere gjennom

magemiljget uten 3 bli inaktivert.

Som kjent av fagmannen, straks man innehar nevnte polypeptidkonstrukt, kan
formuleringsteknologi bli benyttet for & frigi en maksimal mengde av polypeptid pa det
rette stedet (i magen, i kolon etc.). Denne fremgangsmaten for levering er viktig for
behandlingen, forhindringen og/eller lettelsen av symptomene pa forstyrrelser hvis mal

er lokalisert i tarmsystemet.

Et aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt som beskrevet heri
for anvendelse i en fremgangsmate for behandling, forhindring og/eller lettelse ved oral
administrasjon til et individ, av symptomene pa en forstyrrelse som er mottakelig for
modulering av et stoff som kontrollerer blodplatemediert aggregering som er i stand til

a passere gjennom miljget i magen uten & bli inaktivert.

En annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er en anvendelse av et
polypeptidkonstrukt som beskrevet heri for fremstillingen av et medikament for
behandling, forhindring og/eller lettelse av symptomene pa forstyrrelser som er
mottakelige for modulering av et stoff som kontrollerer blodplatemediert aggregering,

som er i stand til & passere gjennom miljget i magen uten a bli inaktivert.
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En annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt som
beskrevet heri for anvendelse i behandling, forhindring og/eller lettelse av symptomer
eller forstyrrelser som er mottakelige for modulering av et stoff som kontrollerer

blodplatemediert aggregering levert til den vaginale og/eller rektal trakt.

| et ikke-begrensende eksempel, en formulering ifelge foreliggende oppfinnelse
omfatter et polypeptidkonstrukt som beskrevet heri, i form av en gel, krem, stikkpille,
film, eller i form av en svamp eller som en vaginal ring som sakte frigir den aktive
ingrediens over tid (slike formuleringer er beskrevet i EP 707473, EP 684814, US
5629001).

En annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er en anvendelse av et
polypeptidkonstrukt som beskrevet heri for fremstillingen av et medikament for
behandling, forhindring og/eller letting symptomene pa forstyrrelser som er mottakelig
for modulering av et stoff som kontrollerer blodplatemediert aggregering levert til den

vaginale og/eller rektale trakt.

En annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt som
beskrevet heri, for anvendelse i behandling, forhindring og/eller letting symptomene pa
forstyrrelser som er mottakelig for modulering av et stoff som kontrollerer
blodplatemediert aggregering levert til nesen, den gvre respirasjonstrakten og/eller

lungen.

| et ikke-begrensende eksempel, omfatter en formulering ifelge foreliggende
oppfinnelse, et polypeptidkonstrukt som beskrevet heri i form av en nesespray (f.eks.
en aerosol) eller inhalator. Siden polypeptidkonstruktet er lite, kan det na sitt mal mer

effektivt enn terapeutiske IgG molekyler.

En annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er en anvendelse av et
polypeptidkonstrukt som beskrevet heri for fremstillingen av et medikament for
behandling, forhindring og/eller letting symptomene pa forstyrrelser som er mottakelige
for modulering av et stoff som kontrollerer blodplatemediert aggregering levert til
nesen, den @vre respiratoriske trakten og/eller lungen, uten at nevnte polypeptid blir

inaktivert.
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En utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt som
beskrevet heri for anvendelse i behandling, forhindring og/eller letting symptomene pa
forstyrrelser som er mottakelig for modulering av et stoff som kontrollerer blodplate-
mediert aggregering levert til den intestinale mucosa, hvor nevnte forstyrrelse gker
permeabiliteten til den intestinale mucosa. Pa grunn av deres lille sterrelse, kan et
polypeptidkonstrukt som beskrevet heri passere giennom den intestinale mucosa og na
blodstremmen mer effektivt i individer som lider av forstyrrelser som forarsaker gkning i

permeabiliteten av den intestinale mucosa.

Denne prosessen kan bli ytterligere forbedret ved et ytterligere aspekt ifalge
foreliggende oppfinnelse ved anvendelsen av aktive transportbeerere. Ifglge dette
aspektet ifelge foreliggende oppfinnelse, blir VHH sammenfeyet med en baerer som
gker overfgringen gjennom den intestinale veggen inn i blodstremmen. | et
ikkebegrensende eksempel, er denne "baereren" et andre VHH som er sammenfeyd
med det terapeutiske VHH. Slike fusjonskonstrukter blir fremstilt ved bruk av
fremgangsmater kjent i teknikken. "Baerer"-VHH binder spesifikt til en reseptor pa den

intestinale veggen som induserer en aktiv overfaring gjennom veggen.

En annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er en anvendelse av et
polypeptidkonstrukt som beskrevet heri for fremstillingen av et medikament for
behandling, forhindring og/eller letting av symptomene pa forstyrrelser som er
mottakelig for modulering av et stoff som kontrollerer blodplatemediert aggregering
levert til den intestinal mucosa, hvor nevnte forstyrrelse gker permeabiliteten til den

intestinale mucosa.

Denne prosessen kan bli enda mer forbedret ved et ytterligere aspekt ifelge
foreliggende oppfinnelse ved anvendelsen av aktive transport beerere. Ifglge dette
aspektet av foreliggende oppfinnelse, blir et polypeptidkonstrukt som beskrevet heri
sammenfeyet med en baerer som gker dets overfering giennom den intestinale veggen
inn i blodstremmen. | et ikkebegrensende eksempel, er denne "bzsereren" et VHH som
er sammenfeyd med nevnte polypeptid. Slike fusjonskonstrukter blir fremstilt ved bruk
av fremgangsmater kjent i teknikken. "Baerer" VHH binder spesifikt til en reseptor pa
den intestinale veggen som induserer en aktiv overfering gjennom veggen.

En utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt som
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beskrevet heri for anvendelse i behandling, forhindring og/eller letting symptomene pa
forstyrrelser som er mottakelig for modulering av et stoff som kontrollerer
blodplatemediert aggregering som er i stand til 8 passere gjennom vevene under
tungen effektivt. En formulering av nevnte polypeptidkonstrukt som beskrevet heri, for
eksempel, en tablett, spray, drape blir plassert under tungen og adsorbert giennom

mucusmembranene inn i det kapillzere nettverket under tungen.

En annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er en anvendelse av et
polypeptidkonstrukt som beskrevet heri for fremstillingen av et medikament for
behandling, forhindring og/eller letting av symptomene pa forstyrrelser som er
mottakelig for modulering av et stoff som kontrollerer blodplatemediert aggregering

som er i stand til & passere gjennom vevene under tungen.

En utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt som
beskrevet heri for anvendelse i behandling, forhindring og/eller letting symptomene pa
forstyrrelser som er mottakelig for modulering av et stoff som kontrollerer

blodplatemediert aggregering som er i stand til 8 passere effektivt gjennom huden.

En formulering av nevnte polypeptidkonstrukt, for eksempel, en krem, film, spray,

drape, plaster, blir plassert pa huden og passerer gjennom.

En annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er en anvendelse av et
polypeptidkonstrukt som beskrevet heri for fremstillingen av et medikament for
behandling, forhindring og/eller letting symptomene pa forstyrrelser som er mottakelig
for modulering av et stoff som kontrollerer blodplatemediert aggregering som er i stand

til & passere effektivt giennom huden.

| en annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse, omfatter et
polypeptidkonstrukt som beskrevet heri videre et baerer enkeltdomene antistoff (f.eks.
VHH) som virker som en aktiv transportbaerer for transport av nevnte

polypeptidkonstrukt via lungelumen til blodet.

Et polypeptidkonstrukt videre omfattende en baerer som binder spesifikt til en reseptor
som er til stede pa den mucosale overflaten (bronkiale, epiteliale celler) resulterer i

den aktive transport av polypeptidet fra lungelumen til blodet. Bzerer enkeltdomene
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antistoffet kan vaere fusert til polypeptidkonstruktet. Slike fusjonskonstrukter blir
fremstilt ved bruk av fremgangsmater som er kjent i teknikken og er beskrevet heri.
"Beaerer «enkeltdomene antistoffet binder spesifikt til en reseptor pa den mukosale

overflaten som induserer en aktiv overfering gjennom overflaten.

Et annet aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er en fremgangsmate for & bestemme
hvilke enkeltdomene antistoffer (f.eks. VHHSs) som aktivt blir transportert inn i
blodstremmen etter nasal administrasjon. Tilsvarende kan et native eller immun VHH
fagbibliotek bli administrert nasalt og etter forskjellige tidspunkter etter administrasjon,
kan blod eller organer bli isolert for & gjenvinne fag som har blitt aktivt transportert il
blodstremmen. Et ikke-begrensende eksempel pa en reseptor for aktiv transport fra
lungelumen til blodstreammen er Fc-reseptoren N (FcRn). Et aspekt ifslge foreliggende
oppfinnelse inkluderer VHH molekyler identifisert ved fremgangsmaten. Slike VHH kan
sa bli benyttet som en bzerer VHH for leveringen av et terapeutisk VHH til det

tilsvarende malet i blodstremmen etter nasal administrasjon.

En utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt som
beskrevet heri for anvendelse i behandling, forhindring og/eller letting symptomene pa
forstyrrelser relatert til blodplatemediert aggregering eller dysfunksjon derav. Nevnte
forstyrrelser inkluderer, trombotisk trombocytopenisk purpura (TTP), transient cerebralt
ischemisk attakk, ustabil eller stabil angina pectoris, cerebralt infarkt, myocardialt
infarkt, perifer arteriell okklusiv sykdom, restenose. Nevnte forstyrrelser omfatter videre
de som har opphav fra koronar by-pass implantat, koronar arterieventilerstatning og

koronare intervensjoner slik som angioplasti, stenting, eller aterektomi.

Andre forstyrrelser er en hvilken som helst dannelsen av en ikke-okklusiv trombus,
dannelsen av en okklusiv trombus, arteriell trombusdannelse, akutt koronare okklusjon,
restenosis, restenosis etter PCTA eller stenting, trombusdannelse i stenoserte arterier,
hyperplasia etter angioplasti, atherektomi eller arteriell stenting, okklusivt syndrom i et

vaskuleert system eller mangel pa apenhet i syke arterier.

Et aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt som beskrevet heri
for anvendelse i behandlingen, forhindringen og/eller lettelse av forstyrrelser eller
betingelser relatert til blodplate-mediert aggregering eller dysfunksjon derav, hvor

nevnte polypeptidkonstrukt blir administrert intravengst, subkutant, oralt, sublingvalt,
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tilkalt, nasalt, vaginalt, rektalt eller ved inhalasjon.

Et annet aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er anvendelsen av et
polypeptidkonstrukt som beskrevet heri for fremstillingen av et medikament for
behandlingen, forhindring og/eller lettelse av forstyrrelser eller betingelser relatert til
blodplate-mediert aggregering eller dysfunksjon derav, hvor nevnte polypeptidkonstrukt
blir administrert intravengst, subkutant, oralt, sublingvalt, topikalt, nasalt, vaginalt,

rektalt eller ved inhalasjon.

Et annet aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er et polypeptidkonstrukt som
beskrevet heri for anvendelse i behandlingen, forhindring og/eller lettelse av
forstyrrelser eller betingelser relatert til blodplate-mediert aggregering eller dysfunksjon

derav.

Et annet aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er en anvendelse av et polypeptid som
beskrevet heri for fremstillingen av et medikament for behandlingen, forhindring og/eller
lettelse av forstyrrelser eller betingelser relatert til blodplate-mediert aggregering eller

dysfunksjon derav.

Man kan benytte et polypeptidkonstrukt ifelge foreliggende oppfinnelse for & screene
for midler som modulerer bindingen av polypeptidet til et VWF (eller gplb eller kollagen).
Nar de er identifisert i en analyse som maler binding eller nevnte polypeptidfortrenging
alene, ma midlene bli utsatt for funksjonell testing for & bestemme om de virker som

modulatorer for blodplatemediert aggregering.

| et eksempel pa et fortrengnings eksperiment, blir fag eller celler som uttrykker vWF
eller et fragment derav inkubert i bindingsbuffer med, for eksempel, et polypeptid
representert ved SEQ ID nr:1 som har blitt merket, i naerveer eller fraveer av ekende
konsentrasjoner av en kandidat modulator. For & validere og kalibrere analysen, kan
kontroll fortrengningsraksjoner ved bruk av gkende konsentrasjoner av nevnte
polypeptid og som er umerket, bli utfert. Etter inkubering, blir cellene vasket grundig,
og bundet, merket polypeptid blir malt med passende midler for det gitte merket (f.eks.,
scintillasjonstelling, fluorescens, etc.). En reduksjon pa minst 10% i mengden av
merket polypeptid bundet i naervaer av kandidatmodulator indikerer fortrengning av

binding av kandidatmodulatoren. Kandidatmodulatorer er antatt 8 binde spesifikt i

337265



10

15

20

25

30

35

337265

33

denne eller andre analyser beskrevet heri dersom de fortrenger 50% av merket
polypeptid (undermettings polypeptiddose) ved en konsentrasjon pa 1 uM eller mindre.
Naturligvis, kan fremgangsmaten ovenfor enkelt bli benyttet for screening for
kandidatmodulatorer som endrer bindingen mellom polypeptidene representert ved
SEQ ID nr: 2 til 15, 20 til 47 og 62 til 65 eller polypeptidkonstruktene beskrevet heri, og
makromolekyler involvert i blodplate-mediert aggregering slik som, for eksempel, vVWF,

gplb eller collagen, eller et fragment derav.

Alternativt, kan binding eller fortrengning av binding bli malt ved overflate plasmon
resonans (SPR). Overflate plasmon resonans-analyser kan bli benyttet som en
kvantitativ fremgangsmate for 8 male binding mellom to molekyler ved endringen i
masse nzer en immobilisert sensor som er forarsaket ved bindingen eller tap av binding
av, for eksempel, polypeptidet representert ved SEQ ID nr: 1 fra den vandige fasen til
et VWF, eller fragment derav immobilisert i en membran pa sensoren. Denne endringen
i masse blir malt som resonnansenheter versus tid etter injeksjon eller fjerning av det
nevnte polypeptidet eller kandidatmodulator og blir malt ved bruk av en Biacore
Biosensor (Biacore AB). VWF, eller fragment derav kan for eksempel vaere immobilisert
pa en sensorchip (for eksempel, forskningsgrad CM5 chip; Biacore AB) i en tynnfilm
lipidmembran ifelge fremgangsmater beskrevet av Salamon et al.(Salamon et al.,
1996, Biophys J. 71: 283-294; Salamon et.al.., 2001, Biophys. J. 80: 1557-1567;
Salamon et.al., 1999, Trends Biochem. Sci. 24:213-219, hver av hvilke er innlemmet
heri som referanse.). Sarrio et al. Demonstrerte at SPR kan bli benyttet for & detektere
ligandbinding til GPCR A(1) adenosinreseptor immobilisert i et lipid lag pa chipen
(Sarrio et.al., 2000, Mol. Cell. Biol. 20: 5164-5174, innlemmet heri som referanse).
Betingelser for bindingen av et polypeptidkonstrukt ifelge foreliggende oppfinnelse i en
SPR-analyse kan bli fininnstilt av fagmannen ved bruk av betingelsene reportert v
Sarrio et. al. som et utgangspunkt. Naturligvis kan fremgangsmaten ovenfor enkelt bli
benyttet for screening for kandidatmodulatorer som endrer bindingen mellom
polypeptidkonstruktene beskrevet heri og makromolekyler involvert i blodplate-mediert

aggregering slik som, for eksempel, VWF, gplb eller collagen, eller et fragment derav.

SPR kan analysere for modulatorer for binding pa minst to mater. Ferst, kan et
polypeptid representert ved SEQ ID nr: 1, for eksempel, bli pre-bundet til immobilisert
VWF, eller fragment derav, fulgt av injeksjon av kandidatmodulator ved en

konsentrasjon i omradet fra 0,1 nM til 1 uM. Fortrengning av det bundne polypeptidet
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kan bli kvantifisert, for a tillate deteksjon av modulatorbinding. Alternativt, kan det
membran-bundne vWF, eller fragment derav bli pre-inkubert med en
kandidatmodulator og utfordret med, for eksempel, et polypeptid representert ved SEQ
ID nr: 1. En forskjell i bindingsaffinitet mellom nevnte polypeptid og vWF, eller fragment
derav pre-inkubert med modulatoren, sammenlignet med den mellom nevnte
polypeptid og VWF, eller fragment derav i fravaer av modulatoren vil demonstrere
binding eller fortrengning av nevnte polypeptid i naerveer av modulator. | hvilken som
helst av analysene, indikerer en reduksjon pa 10% eller mer i mengden av nevnte
polypeptid bundet i neervaer av kandidat modulator, i forhold til mengden av nevnte
polypeptid bundet i fraveer av kandidatmodulator indikerer at kandidatmodulatoren
inhiberer samvirkningen av vWF, eller fragment derav og nevnte polypeptid.
Naturligvis, kan fremgangsmaten ovenfor enkelt bli benyttet for screening for
kandidatmodulatorer som endrer bindingen mellom polypeptidene representert ved
SEQ ID nr: 2 til 15,20 til 47 og 62 til 65 eller polypeptidkonstruktene beskrevet heri, og
makromolekyler involvert i blodplate-mediert aggregering slik som, for eksempel, vVWF,

gplb, eller collagen, eller et fragment derav.

En annen fremgangsmate for detektering av inhibering av binding av, for eksempel, et
polypeptid representert ved SEQ ID nr: 1 til 15,20 til 34,38 til 45 eller 62 til 65 til VWF,
eller fragmenter derav benytter fluorescens resonansenergioverfgring (FRET). FRET er
et kvantemekanisk fenomen som opptrer mellom en fluorescensdonor (D) og en
fluorescensakseptor (A) som er meget naer hverandre (vanligvis < 100A separasjon)
dersom emissisjonsspekteret til D overlapper med eksitasjonsspekteret til A. Molekyler
som skal testes, f.eks. et polypeptid representert ved SEQ ID nr: 1 og et vVWF, eller
fragment derav, blir merket med et komplementaert par av donor- og
akseptorfluoroforer. Mens de er bundet neer sammen ved vWF: polypeptid-
samvirkningen, fluorescens emittert etter eksitasjon av donorfluoroforen, vil ha en
belgelengde som er forskjellig fra den emittert som en respons pa
eksitasjonsbelgelengden nar nevnte polypeptid og vWF, eller fragment derav ikke er
bundet, sikrer kvantifisering av bundne versus ikke-bundne molekyler ved méling av
emisjonsintensiteten ved hver belgelengde. Donorfluoroforer som man kan merke
VWF, eller fragment derav med er velkjent i teknikken. Av spesiell interesse er varianter
av A. Victoria GFP kjent som Cyan FP (CFP, Donor (D)) og Yellow FP (YFP, Acceptor
(A)). Som et eksempel, kan YFP-varianten bli fremstilt som et fusjonsprotein med vWF,

eller fragment derav. Vektorer for ekspresjonen av GFP varianter som fusjoner
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(Clontech) sa vel som flurofor-merkede reagenser (Molecular Probes) er kjent i
teknikken. Tilsetningen av en kandidatmodulator til blandingen av fluorescens-merket
polypeptid og YFP-vWF vil resultere i en inhibering av energioverfering som
fremkommer, for eksempel, ved en reduksjon i YFP fluorescens relativt til en preve
uten kandidatmodulatoren. | en analyse ved bruk av FRET for deteksjonen av vWF:
polypeptid samvirkning, indikerer enn 10% eller sterre reduksjon i intensiteten av
fluorescensemisjon ved akseptorens bglgelengde i prever som inneholder en kandidat
modulator, relativt til prever uten kandidatmodulatoren, at kandidatmodulatoren
inhiberer VWF: polypeptid-samvirkningen. Naturligvis, kan fremgangsmaten ovenfor
enkelt bli benyttet for screening for kandidatmodulatorer som endrer bindingen mellom
polypeptidene representert ved en hvilken som helst SEQ ID nr: 2 til 15,20 til 47,62 il
65 eller polypeptidkonstruktene beskrevet heri, og makromolekyler involvert i blodplate-
mediert aggregering slik som, for eksempel, VWF, gplb eller collagen, eller et fragment

derav.

En variasjon pa FRET benytter fluorescensquenching for & monitorere molekylzere
samvirkninger. Ett molekyl i samvirkningsparet kan bli merket med en fluorofor, og det
andre med et molekyl som slukker fluorescensen til fluoroforen nar den blir brakt i tett
naerhet til denne. En endring i fluorescens etter eksitasjon er indikativ for en endring i
assosiasjonen av molekylene merket med fluorofore:quencher-paret. Generelt, er en
reduksjon i fluorescens av det merkede vWF, eller fragment derav indikativ for at
polypeptidmolekylet (f.eks. et polypeptidkonstrukt ifalge foreliggende oppfinnelse) som
baerer quencheren, har blitt fortrengt. For quenching-analyser, indikerer en 10% eller
sterre ekning i intensiteten av fluorescentemisjon i prever inneholdende en kandidat
modulator, relativt til prever uten kandidatmodulatoren, at kandidatmodulatoren
inhiberer VWF: polypeptid-samvirkningen. Naturligvis kan fremgangsmatene ovenfor
enkelt bli benyttet for screening for kandidatmodulatorer som endrer bindingen mellom
polypeptidkonstruktene beskrevet heri, og makromolekyler involvert i blodplate-mediert

aggregering slik som, for eksempel, VWF, gplb eller collagen, eller et fragment derav.

| tillegg til overflate plasmon resonans- og FRET fremgangsmatene, er fluorescens
polarisasjonsmalinger nyttige for kvantifisering av binding.
Fluorescenspolarisasjonsverdi for fluorescerende merket molekyl avhenger av

rotasjonskorrelasjonstiden eller tumlingsraten.
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Komplekser, slik som de dannet ved vVWF, eller fragment derav som er assosiert med
et fluorescens merket polypeptid (f.eks. et fluorescens-merket polypeptid representert
ved et hvilket som helst SEQ ID nr: 1 til 15, 20 til 34,38 til 45 og 62 til 65), har hayere
polariseringsverdier en ikke-kompleksdannet, merket polypeptid. Inklusjonen av en
kandidatinhibitor av vVWF: polypeptid-samvirkningen resulterer i en reduksjon i
fluorescenspolarisering, relativt til en blanding uten kandidatinhibitoren, dersom
kandidatinhibitoren @delegger eller inhiberer samvirkningen av vWF, eller fragment
derav med nevnte polypeptid. Fluorescenspolarisering passer godt for identifikasjonen
av sma molekyler som gdelegger dannelsen av vVWF: polypeptid-komplekser. En
reduksjon pa 10% eller mer i fluorescenspolarisering i prever inneholdende en
kandidatmodulator, relativt til fluorescenspolarisering i en preve som mangler kandidat
modulator, indikerer at kandidatmodulatoren inhiberer vWF: polypeptid-samvirkningen.
Naturligvis kan fremgangsmaten ovenfor enkelt bli anvendt for screening for
kandidatmodulatorer som endrer bindingen mellom polypeptidkonstruktene beskrevet
heri, og makromolekyler som er involvert i blodplate-mediert aggregering slik som, for

eksempel, vVWF, gplb eller collagen, eller et fragment derav.

Et annet alternativ for monitorering av vWF: polypeptid-samvirkninger benytter en
biosensoranalyse. ICS biosensorer har blitt beskrevet i teknikken (Australian
Membrane Biotechnology Research Institute ; Cornell B, Braach-Maksvytis V, King L,
Osman P, Raguse B, Wieczorek L, og Pace R. "A biosensor that uses ion-channel
switches" Nature 1997,387, 580). | denne teknologien, er assosiasjonen av vWF, eller
fragment derav og et polypeptid (f.eks. et polypeptid representert ved en hvilken som
helst SEQ ID nr: 1 til 15,20 til 34,38 til 45 og 62 til 65) koplet til lukkingen av
gramacidin-fasiliterte ionkanaler i suspendert membranebilag og saledes til en malbar
endring i ledningsevnen (tilsvarende til impedansen) til biosensoren. Denne
tilneermingen er linezer over tre sterrelsesordener av ledningsevneendring og er ideelt
tilpasset for storskala, hey gjennomstremnings screening av smamolekyleere
kombinatoriske biblioteker. En 10% eller st@rre endring (skning eller reduksjon) i
ledningsevne i en preve som inneholder en kandidatmodulator, relativt til
ledningsevnen i en preve som mangler kandidatmodulatoren, indikerer at
kandidatmodulatoren inhiberer samvirkningen av vWF, eller fragment derav og nevnte
polypeptid. Det er viktig & notere seg at i analyser som tester samvirkningen av vVWF,
eller fragment derav med et polypeptid (slik som for eksempel, et polypeptid
representert ved et hvilket som helst SEQ ID nr: 1 til 15,20 til 34,38 til 45 og 62 til 65),
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er det mulig at en modulator av samvirkningen ikke ngdvendigvis samvirker direkte
med domenet (ene) i proteinene som fysisk samvirker med nevnte polypeptid. Det er
ogsa mulig at en modulator vil samvirke pa et sted som er borte fra setet for
samvirkning og forarsaker, for eksempel, en konformasjonsendring i VWF. Modulatorer
(inhibitorer eller agonister) som virker pa denne maten er likevel av interesse som
midler for modulering av blodplate-mediert aggregering. Naturligvis kan
fremgangsmaten ovenfor enkelt bli benyttet for screening for kandidatmodulatorer som
endrer bindingen mellom polypeptidkonstruktene beskrevet heri, og makromolekyler
involvert i blodplate-mediert aggregering slik som, for eksempel, vWF, gplb eller

collagen, eller et fragment derav.

En hvilken som helst beskrevet bindingsanalyse kan bli benyttet for & bestemme
nzerveeret av et middel i en preve, f.eks. , en vevsprgve, som binder til VWF, eller
fragment derav, eller som pavirker bindingen av, for eksempel, et polypeptid
representert ved en hvilken som helst SEQ ID nr: 1 til 15,20 til 34, 38 til 45 eller 62 til
65 til VWF. For & gjere sa, blir VF, eller fragment derav reagert med nevnte
polypeptid i naerveer eller fraveer av preven, og polypeptidbindingen blir malt pa
passende mate for den benyttede bindingsanalysen. En reduksjon pa 10% eller mer i
bindingen av nevnte polypeptid indikerer at preven inneholder et middel som modulerer
bindingen av nevnte polypeptid til VWVF, eller fragment derav. Naturligvis, kan den
ovenfor generaliserte fremgangsmaten enkelt bli benyttet for screening for
kandidatmodulatorer som endrer bindingen mellom polypeptidkonstruktene beskrevet
heri, og makromolekyler som er involvert i blodplate-mediert aggregering slik som, for

eksempel, vWF, gplb eller collagen, eller et fragment derav.

Celler
En celle som er nyttig ifelge foreliggende oppfinnelse blir fortrinnsvis valgt fra gruppen
bestaende av bakterielle celler slik som, for eksempel, E. coli, gjeerceller slik som, for

eksempel, S. cerevisiae, P. pastors, insektceller eller pattedyrceller.

En celle som er nyttig ifelge foreliggende oppfinnelse kan veere en hvilken som helst
celle inn i hvilken en nukleinsyresekvens som koder for et polypeptidkonstrukt ifelge
foreliggende oppfinnelse kan ble introdusert slik at polypeptidet blir uttrykt ved naturlige
nivaer eller mer enn naturlige nivaer, som definert heri. Foretrukket utviser et

polypeptid ifelge foreliggende oppfinnelse som blir uttrykt i en celle, normal eller nzer
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normal farmakologi, som definert heri. Mest foretrukket er et polypeptid ifelge
foreliggende oppfinnelse som blir uttrykt i en celle som omfatter nukleotidsekvensen
som er i stand til & kode for aminosyresekvensene presentert i Tabell 30 eller i stand til
a kode for en aminosyresekvens som er i det minste 70% identisk med

aminosyresekvensen angitt i Tabell 30.

Ifelge en foretrukket utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse, er en celle valgt
blant gruppen bestaende av COS7-celler, en CHO celle, en LM (TK-) celle, en NIH-3T3
celle, HEK-293 celle, K- 562 celle eller en 1321N1 astrocytoma celle, men ogsa andre

transfektable cellelinjer.

Generelt betyr "terapeutisk effektiv mengde", "terapeutisk effektive dose" og "effektiv
mengde" mengden som er nedvendig for & oppna det enskede resultat eller resultater
(behandling eller forhindring av blodplateaggregering). Fagmannen vil forsta at kraften,
og derfor, en "effektiv mengde" kan variere for de forskjellige forbindelsene som
inhiberer blodplatemediert aggregering benyttet i foreliggende oppfinnelse. Fagmannen

kan enkelt bestemme kraften til forbindelsen.

Som benyttet heri, refererer termen "forbindelse" til polypeptidkonstruktene beskrevet
heri, eller en nukleinsyre som koder for nevnte polypeptid, eller et middel identifisert
ifelge screeningfremgangsmatene beskrevet heri eller nevnte polypeptid omfattende et

eller flere deprivatiserte aminosyrer.

Ved "farmaseytisk akseptabel" er det ment et materiale som ikke er biologisk eller pa
annen mate ugnsket, dvs. materialet kan bli administrert til et individ sammen med
forbindelsen uten & forarsake noen uegnskede biologiske effekter eller samvirkninger pa
en skadelig mate, med en hvilken som helst de andre komponentene i den

farmaseytiske sammensetningen i hvilken den er inneholdt.

Foreliggende oppfinnelse beskrevet heri er nyttig for behandling eller forhindring av en
betingelse av blodplatemediert aggregering, i et individ og omfatter administrering av
en farmaseytisk effektiv mengde av en forbindelse eller sammensetning som inhiberer
BTK og som inhiberer blodplate-mediert aggregering.

Foreliggende oppfinnelse beskrevet heri er nyttig for behandling eller forhindring av de
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ferste trinnene av trombusdannelse, i et individ og omfatter administrering av en
farmaseytisk effektiv mengde av en forbindelse eller sammensetning ifelge

foreliggende oppfinnelse.

Foreliggende oppfinnelse beskrevet heri er nyttig for behandling eller forhindring
restenose, i et individ og omfatter administrering av en farmasegytisk effektiv mengde av

en forbindelse eller sammensetning ifglge foreliggende oppfinnelse.

Ett aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er anvendelsen av forbindelser ifelge
foreliggende oppfinnelse for behandling eller forhindring av en betingelse av blodplate-
mediert aggregering, i et individ og omfatter administrering av en farmasegytisk effektiv
mengde av en forbindelse i kombinasjon med en annen, slik som, for eksempel,

Aspirin.

Ett aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er anvendelsen av forbindelser ifglge
foreliggende oppfinnelse for behandling eller forhindring av en betingelse ved
blodplate-mediert aggregering, i et individ og omfatter administrering av en
farmaseytisk effektiv mengde av en forbindelse i kombinasjon med en annen, slik

som, for eksempel, a trombolytisk middel.

Et annet aspekt ifelge foreliggende oppfinnelse er en anvendelse av en forbindelse
ifelge foreliggende oppfinnelse for behandling eller forhindring av plakk eller trombus i
et individ. Nevnte plakk- eller trombusdannelse kan veere under betingelser med hey
skjeer. | bade trombose og reokklusjon, er den reversible adhesjonen eller bindingen av
blodplatene ved hey skjserrate fulgt av en sterk adhesjon gjennom kollagenreseptoren
pa blodplater resulterende i blodplateaktivering; bindingen av blodplater ved vWF til
kollagen som er eksponert i den skadede karveggen er spesielt viktig under hgy-skjser
betingelser. Oppfinnerne har funnet at polypeptidkonstrukter ifelge foreliggende
oppfinnelse uventet ga gode resultater under hey-skjser betingelser (for eksempel
Eksempel 16.)

Foreliggende oppfinnelse is ikke begrenset til administrasjonen av formuleringer
omfattende en enkel forbindelse ifelge foreliggende oppfinnelse. Det er innen rammen
av foreliggende oppfinnelse a fremskaffe kombinasjonsbehandlinger hvor en

formulering blir administrert til en pasient med behov derav som omfatter mer enn en
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forbindelse ifelge foreliggende oppfinnelse.

Betingelser av blodplate-mediert aggregering omfatter, men er ikke begrenset {il,
ustabil angina, stabil angina, angina pectoris, embolis dannelse, dyp vene trombose,
hemolytisk uremisk syndrom, hemolytisk anemi, akutt nyresvikt, trombolytiske
komplikasjoner, trombotisk trombocytopenisk purpura, disseminert intravascular
comgelopati, trombose, koronar hjertesykdom, tromboemboliske komplikasjoner,
myocardial infarkt, restenose, andatrial trombosedannelse i atriell fibrillering, kronisk
ustabil angina, transiente ischemiske atakker og slag, perifere vaskuleere sykdommer,
arteriell trombose, pre-eklampsi, embolisme, restenose og/eller trombose etter
angioplasti, carotid endarterectomi, anastomose av vaskulzere transplantater, og
kronisk eksponering for cardiovaskuleere anordninger. Slike betingelser kan ogsa
komme av tromboembolisme og reokklusjon under og etter trombolytisk terapi, etter

angioplasti, og etter coronar arterie bypass.

Det er vel kjent i teknikken hvordan man skal bestemme inhiberingen av blodplate-
mediert aggregering ved bruk av standardtestene beskrevet heri, eller ved bruk av
andre tilsvarende tester. Fortrinnsvis skal fremgangsmaten resultere i minst en 10%
reduksjon i blodplate-mediert aggregering, inkludert, for eksempel, 15%, 20%, 25%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, eller en hvilken som helst reduksjon

mellom, mer foretrukket med 90%.

Tilsvarende vil fremgangsmaten resultere i minst en 10% reduksjon i intracellulaer
kalsiummobilisering, inkludert, for eksempel, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 100%. Tilsvarende vil fremgangsmaten resultere i minst en 10%
reduksjon i nivaet av fosforylert PLCg 2 inkludert, for eksempel, 15%, 20%, 25%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%.

Reduksjonen kan bli malt, for eksempel, ved sammenligning av den optiske
impedansen i et kronologi blodplate aggregometer. En hvilken som helst annen kjent
fremgangsmate for maling kan ogsa bli benyttet. For eksempel, (1) etter
collagenstimulering eker nivaet av collagen-indusert intracelluleer kalsiummobilisering
over tid og saledes kan malingen inkludere maling av nivaet av collagen-indusert
intracelluleer kalsium eller (2) etter collagenstimulering eker nivaet av fosforylert PLCg

2 over tid og saledes kan malingen inkludere maling av nivaet av fosforylert PLCg 2.
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Cellene kan bli kontaktet in vitro, for eksempel, ved tilsetning av en forbindelse ifelge
foreliggende oppfinnelse til kulturmediet (ved kontinuerlig infusjon, ved boluslevering,
eller endring av mediet til et medium som inneholder forbindelsen) eller ved tilsetning
av forbindelsen til det ekstracellulsere fluidet in vivo (ved lokal levering, systemisk
levering, inhalasjon, intravengs injeksjon, boluslevering, eller kontinuerlig infusjon).
Varigheten av "kontakten” med en celle eller en populasjon av celler blir bestemt ved
tiden forbindelsen er til stede ved de fysiologisk effektive nivaene eller ved antatt
fysiologisk effektive nivaer i mediet eller ekstracellulzert fluid som omgir cellen eller

cellene.

Fortrinnsvis er kontakttiden 1-96 timer, og mer foretrukket 24 timer, men en slik tid vil
variere basert pa halveringstiden til forbindelsen og kan bli optimalisert av fagmannen

ved bruk av rutineeksperimenter.

Forbindelsen som er nyttige i foreliggende oppfinnelse kan bli formulert som
farmasgytisk sammensetnings og administrert til en pattedyrvert, slik som en human
pasient eller et husdyr i forskjellige former tilpasset til den valgte administrasjonsveien,
dvs. oralt eller parenteralt, eller intra-nasalt ved inhalasjon, intravengst, intramuskulaert,

topikalt eller subkutant.

Forbindelsen ifalge foreliggende oppfinnelse kan ogsa bli administrert ved bruk av
genterapi-fremgangsmater for levering. Se, f.eks., U. S. Patent Nr. 5,399, 346. Ved
bruk av en genterapi-fremgangsmate for levering, kan primzaere celler transfektert med
genet for forbindelsen ifglge foreliggende oppfinnelse i tillegg bli transfektert med
vevsspesifikke promoterer overfor malspesifikke organer, vev, implantater, tumorer,

eller celler.

Séledes kan foreliggende forbindelse bli administrert systemisk, f.eks., oralt, i
kombinasjon med en farmaseytisk akseptabel beerer slik som en inert fortynner eller en
assimilerbar spiselig beerer. De kan ogsa veere innesluttet i gelatinkapsler med harde
eller myke skall, kan vaere presset til tabletter, eller kan bli inkorporert direkte i maten i
pasientens diett. For oral terapeutisk administrasjon, kan den aktive forbindelsen veere
kombinert med en eller flere eksipienter og benyttet i form av spiselige tabletter,

buccale tabletter, trocheer, kapsler, eliksirer, suspensjoner, siruper, oblater, og
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liknende. Slike sammensetninger og fremstillinger ma inneholde minst 0,1% aktiv
forbindelse. Prosentdelene i sammensetningene og fremstillingene kan, naturligvis, bli
variert og kan hensiktsmessig vaere mellom omkring 2 til omkring 60% av vekten av en
gitt doseringsform. Mengden av aktiv forbindelse i slike terapeutisk nyttige

sammensetninger er slik at et effektivt doseringsniva vil bli fremskaffet.

Tablettene, trocheene, pillene, kapslene, og liknende kan ogsa inneholde det felgende:
bindemidler slik som gum tragacant, acacia, maisstivelse eller gelatin ; eksipienter slik
som di kalsiumfosfat; et disintegreringsmiddel slik som maisstivelse, potetstivelse,
alginsyre og liknende ; et sma@remiddel slik som magnesiumstearat; og et
setningsmiddel slik som sukrose, fruktose, laktose eller aspartam eller smaksmiddel
slik som peppermynte, vintergrennolje eller kirsebaersmak, bli tilsatt. Nar
enhetsdoseringsformen er en kapsel, kan den inneholde, i tillegg til materialer av den
ovenfor nevnte type, en flytende baerer, slik som et vegetabilsk olje eller et

polyetylenglykol.

Forskjellige andre materialer kan veere til stede, som belegging eller pa annen mate
modifiser den fysikalske formen av den faste enhetsdoseringsformen. For eksempel,
kan tabletter, piller, eller kapsler veere belagt gelatin, voks, shellac eller sukker og
liknende. En sirup eller eliksir kan inneholde den aktive forbindelsen, sukrose eller
fruktose som et sgtningsmiddel, metyl- og propylparabener som konserveringsmidler,
et fargestoff og smaksstoffer slik som kirsebaer- eller appelsinsmak. Naturligvis ma et
hvert materiale som blir benyttet i fremstillingen av en hvilken som helst
enhetsdoseringsform, vaere farmas@ytisk akseptabel og hovedsakelig ikke-toksiske i de
benyttede mengdene. | tillegg, kan den aktive forbindelsen veere inkorporert i

preparater og anordninger for vedvarende frigiving.

Den aktive forbindelsen kan ogsa bli administrert intravenest eller intraperitonealt ved
infusjon eller injeksjon. Oppl@sninger av den aktive forbindelsen eller dets salter kan bli
preparert i vann, eventuelt blandet med et ikke-toksisk overflateaktivt middel.
Dispersjoner kan ogsa bli preparert i glyserol, flytende polyetylenglykoler, triacetin, og
blandinger derav og i oljer. Under ordinaere betingelser for lagring og anvendelse,
inneholder disse preparatene et konserveringsmiddel for & forhindre vekst av

mikroorganismer.
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De farmasgytiske doseringsformene som passer for injeksjon eller infusjon kan
inkludere sterile vandige I@sninger, dispersjoner eller sterile pulvere omfattende den
aktive ingrediens som er tilpasset for ekstemporert fremstilling av sterile injiserbare
eller infusserbare opplgsninger eller dispersjoner, eventuelt innkapslet i liposomer. |
alle tilfeller ma den endelige doseringsform veere steril, flytende og stabil under
betingelsene ved fremstilling og lagring. Den flytende bzereren eller vehikkelen kan
vaere et Iesemiddel eller et flytende dispersjonsmedium omfattende, for eksempel,
vann, etanol, en polyol (for eksempel, glycerol, propylenglycol, flytende
polyetylenglycoler, og liknende), vegetabilske oljer, ikke-toksiske glycerylestere, og
passende blandinger derav. Den passende fluiditet kan bli opprettholdt, for eksempel,
ved dannelsen av liposomer, ved opprettholdelse av den snskede partikkelstarrelsen
for dispersjoner eller anvendelsen av surfaktanter. Forhindringen av virkningen av
mikroorganismer kan bli virkeliggjort ved forskjellige antibakterielle og antifungale
midler, for eksempel, parabener, klorobutanol, fenol, sorbinsyre, timerosal, og liknende.
| mange tilfeller vil det veere foretrukket & inkludere isotoniske midler, for eksempel,
sukkere, buffere eller natriumklorid. Forlenget absorpsjon av de injiserbare
sammensetningene kan bli virkeliggjort ved anvendelsen i sammensetningene av

midler for forsinking av absorpsjon, for eksempel, aluminummonostearat og gelatin.

Sterile injiserbare oppl@sninger blir fremstilt ved innlemming av den aktive forbindelsen
i den pakrevde mengden i et passende Izsemiddel med forskjellige av de andre
ingrediensene ovenfor, etter behov, fulgt av sterilfiltrering. For sterile pulvere for
fremstillingen av sterile injiserbare opplasninger, er foretrukne fremgangsmater for
fremstilling vacuumterkings- og fryseterkingsteknikker, som gir et pulver av den aktive
ingrediensen pluss eventuelle andre gnskede ingredienser som er til stede i den

tidligere sterilfilirerte opplesningen.

For topical administrasjon, kan foreliggende forbindelse bli benyttet i ren form, dvs. ,
nar de er vaesker. Imidlertid, vil det generelt vaere enskelig & administrere dem pa
huden som sammensetninger eller formuleringer, i kombinasjon med en dermatologisk

akseptabel baerer, som kan vaere et faststoff eller en vaeske.

Nyttige faste baerere inkluder findelte faststoff slik som talk, leire, mikrokrystallinsk
cellulose, silica, alumina og liknende. Nyttige veeskebeerere inkluder vann,

hydroksyalkyler eller glykoler eller vann-alkohol/glykol-blandinger, i hvilke foreliggende
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forbindelse kan vaere opplest eller dispergert ved effektive nivaer, eventuelt ved hjelp
av ikke-toksiske surfaktanter. Adjuvanter slik som duft og ytterligere antimikrobielle

midler kan bli tilsatt for & optimalisere egenskapene for en gitt anvendelse.

De resulterende veeskesammensetningene kan bli pafert fra absorbentputer, bl
benyttet for & impregnere bandasjer og andre forbindinger, eller sprayet pa det

pavirkede omradet ved bruk av pump-type eller aerosol sprayer.

Fortykkere, slik som syntetiske polymerer, fettsyrer, fettsyresalter og estere, fett
alkoholer, modifiserte celluloser eller modifisert mineralmaterialer kan ogsa bli benyttet
med flytende beerere for & danne smerbare pastaer, geler, salver, saper, og liknende,

for pafering direkte pa huden til brukeren.

Eksempler pa nyttige dermatologiske sammensetninger som kan bli benyttet for
levering av forbindelsen til huden er kjent i teknikken; for eksempel, se Jacquet et.al..
(U. S. Pat. Nr. 4,608, 392), Geria (U. S. Pat. No. 4,992, 478), Smith et al. (U. S. Pat.
Nr. 4,559, 157) og Wortzman (U. S. Pat. Nr. 4,820, 508).

Nyttige doseringer av forbindelsen kan bli bestemt ved sammenligning av deres in vitro
aktivitet, og in vivo aktivitet i dyremodeller. Fremgangsmater for ekstrapoleringen av
effektive doseringer i mus, og andre dyr, til mennesker, er kjent i teknikken, se U. S.
Pat. Nr. 4,938, 949.

Generelt vil konsentrasjonen av forbindelsen (ene) i en vaeskesammensetning, slik
som en hudkrem, vaere fra omkring 0.1-25 vekt%, foretrukket fra omkring 0.5-10 veki%.
Konsentrasjonen i en halvfast eller fast sammensetning slik som en gel eller et pulver,

vil veere omkring 0.1-5 vekt%, foretrukket omkring 0.5-2. 5 vekt%.

Mengden av forbindelsen, eller et aktivt salt eller derivat derav, som er ngdvendig for
anvendelse i behandlingen vil variere ikke kun med det bestemte valgte saltet, men
ogsa administrasjonsveien, naturen til betingelsen som blir behandlet og alderen og
tilstanden til pasienten og vil til sist bli bestemt av ansvarlig lege eller kliniker.
Doseringen av forbindelsen varierer ogsa avhengig av malcellen, -tumoren, -vevet, -

implantatet eller —organet.
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Den #nskede dosen kan hensiktsmessig veere til stede i en enkel dose eller som
oppdelte doser administrert ved passende intervaller, for eksempel, som to, tre, fire
eller flere snusdaser per dag. SUB dosen kan i seg selv veere videre delt, f.eks. i et
antall separate l@selig oppdelte administrasjoner, slik som multiple inhalasjoner fra en

pusteanordning eller ved tilfersel av et flertall draper i gyet.

Et administrasjonsregime kan inkludere langtids, daglig behandling. Ved "langtids” er
det ment to uker og foretrukket flere uker, maneder eller ars varighet. Nedvendige
modifikasjoner i dette doseringsomradet kan bli bestemt av fagmannen kun ved bruk
av rutineeksperimenter gitt laeren heri. Se Remington's Pharmaceutical Sciences
(Martin, EW. , ed. 4), Mack Publishing Co. , Easton, PA. Doseringen kan ogsa bli

justert av den individuelle legen i fall noen komplikasjoner.

Foreliggende oppfinnelse fremskaffer et middel som er en modulator for blodplate-

mediert aggregering.

Kandidatmiddelet kan vaere et syntetisk middel, eller en blanding av midler, eller kan
vaere t naturlig produkt (f.eks. et planteekstrakt eller kultursupernatant). Et
kandidatmiddel ifglge foreliggende oppfinnelse inkluderer sma molekyler som kan veere

syntetisert, et naturlig ekstrakt, peptider, proteiner, karbohydrater, lipider etc.

Kandidat modulatormidler fra store biblioteker av syntetiske eller naturlige midler kan
bli screenet. Tallrike midler blir i dag benyttet for tilfeldig og rettet syntese av sakkarid-,
peptid-, og nukleinsyrebaserte midler. Syntetiske middelbiblioteker er kommersielt
tilgjengelig fra et antall firma inkludert Maybridge Chemical Co. (Trevillet, Cornwall,
UK), Comgenex (Princeton, NJ), Brandon Associates (Merrimack, NH), og Microsource
(New Milord, CT). Et fortreffelig kjiemisk bibliotek er tilgjengelig fra Aldrich
(Milwaukee,WI). Kombinatoriske biblioteker er tilgjengelige og kan bli fremstilt.
Alternativt, er biblioteker av naturlige midler i form av bakterielle, fungale, plante og
animalske ekstrakter tilgjengelige fra f.eks., Pan Laboratories (Bothell, WA) eller
MycoSearch (NC), eller er lett produserbare ved fremgangsmater som er velkjente i
teknikken. | tillegg, blir naturlige og syntetisk produserte biblioteker og midler lett
modifisert ved konvensjonelle kjemiske, fysikalske og biokjemiske midler.

Nyttige midler kan bli funnet innen tallrike kjemiske klasser. Nyttige midler kan vaere
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organiske forbindelser, eller sma organiske forbindelser. Sma organiske midler har en
molekylvekt pa mer enn 50, men mindre enn omkring 2,500 dalton, foretrukket mindre
enn omkring 750, mer foretrukket mindre enn omkring 350 dalton. Eksempler pa
klasser inkluderer heterocycler, peptider, sakkarider, steroider, og liknende. Midlene
kan vaere modifisert eke effektivitet, stabilitet, farmaseytisk kompatibilitet, og liknende.
Strukturell identifikasjon av et middel kan bli benyttet for & identifisere, generere, eller
screene for ytterligere midler. For eksempel, hvor peptidmidler er identifisert, kan de bli
modifisert pa forskjellige mater for a8 gke deres stabilitet, slik som ved bruk av en
unaturlig aminosyre, slik som en D-aminosyre, spesielt D-alanin, by funksjonalisering
av amino- eller karboksy-terminalen, f.eks. for aminogruppen, acylering eller alkylering,

og for karboksylgruppen, esterifisering eller amidifisering, eller liknende.

For primaer screening, er en anvendelig konsentrasjon av et kandidatmiddel ifelge
foreliggende oppfinnelse fra omkring 10 mM til omkring 100 uM eller mer (dvs. 1 mM,
10 mM, 100 mM,1 M etc. ). Den primeaere screeningkonsentrasjonen vil bli benyttet som
en gvre grense, sammen med ni ytterligere konsentrasjoner, hvor de ytterligere
konsentrasjonene bli bestemt ved reduksjon av den primzere
screeningkonsentrasjonen med halv-logaritmiske intervaller (f.eks. for 9 flere
konsentrasjoner) for sekundaere screeninger eller for generering av

konsentrasjonskurver.

Heygjennomleps screening sett

Et heygjennomieps screeningsett ifelge foreliggende oppfinnelse omfatter alle de
nedvendige midler og medier for utferelse av deteksjonen av et middel som modulerer
blodplate-mediert aggregering ved samvirkning med et mal ifelge foreliggende
oppfinnelse, slik som for eksempel vWF, eller fragment derav i neerveer av et polypeptid
(for eksempel, et polypeptid representert ved SEQ ID nr: 1 til 15,20 til 34,38 til 45,62 til
65 eller et polypeptidkonstrukt), foretrukket ved en konsentrasjon i omradet fra 1 uM til
1 mM. Settet omfatter det felgende. Rekombinante celler ifelge foreliggende
oppfinnelse, omfattende og uttrykkende nukleotidsekvensen som koder for vWF, eller
fragment derav, som blir dyrket ifelge settet pa en faststoff statte, slik som en
mikrotiterplate, mer foretrukket en 96 brenners mikrotiterplate, ifglge fremgangsmater
som er velkjent for fagmannen, spesielt som beskrevet i WO 00/02045. Alternativt blir
VWF, eller fragment derav levert i en renset form for immobilisering pa, for eksempel,

en 96 brgnners mikrotiterplate av en fagmann. Alternativt blir vWF, eller fragment derav
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levert i settet pre-immobilisert pa, for eksempel, en 96 brenners mikrotiterplate.
Alternativt, i tilfeller hvor makromolekylet som skal screenes mot er gplb, gpla/lia, eller
collagen, vil utferelsesformene ovenfor baere gplb, gpla/lla, eller collagen polypeptid
eller henholdsvis polynukleinsyre i stedet for vF. Sett kan inneholde mer enn ett
makromolekyl (f.eks. vWF, gplb eller collagen makromolekyl og/eller polynukleinsyre).
Modulatormidler ifelge foreliggende oppfinnelse, ved konsentrasjoner fra omkring 1 pM
til 1 mM eller more, blir tilsatt til definerte brenner i naervaer av en passende
konsentrasjon av polypeptidkonstrukt hvor nevnte konsentrasjon av polypeptid

fortrinnsvis er i omradet fra 1 uM til 1 mM. Settet kan inneholde mer enn ett polypeptid.

Bindingsanalyser ble utfert ifelge fremgangsmatene som allerede er beskrevet heri og
resultatene sammenlignet med basisnivaene for, for eksempel vWF, eller fragment
derav for binding til et polypeptid, slik som, for eksempel, et polypeptid representert ved
en hvilken som helst SEQ ID nr: 2 til 15,20 til 34,38 til 45 eller 62 til 65, men i fraveer av
tilsatt modulatormiddel. Brenner som viser minst 2 ganger, foretrukket 5 ganger, mer
foretrukket 10 ganger og mest foretrukket en 100 ganger eller mer gkning eller
reduksjon i vVWF-polypeptid-binding (for eksempel) sammenlignet med nivaet til

aktiviteten i fravaer av modulator, ble valgt for videre analyse.

Andre nyttige sett ifelge foreliggende oppfinnelse

Foreliggende oppfinnelse fremskaffer sett som er nyttige for screening for modulatorer
av blodplate-mediert aggregering, sa vel som sett som er nyttige for diagnose av
sykdommer eller forstyrrelser som er karakterisert ved dysregulering av blodplate-
mediert aggregering. Sett som er nyttige ifelge foreliggende oppfinnelse kan inkludere
et isolert VWF, eller fragment derav. Alternativt, eller i tillegg, kan et sett omfatte celler
som er transformert for a uttrykke vVWF, eller fragment derav. | en ytterligere
utferelsesform, kan et sett ifelge foreliggende oppfinnelse omfatte et polynukleotid som

koder for vWF, eller fragment derav.

| en ytterligere utferelsesform, kan et sett ifelge foreliggende oppfinnelse omfatte de
spesifikke primerne som er nyttige for amplifikasjon av vWF, eller fragment derav.
Alternativt, i tilfeller hvor makromolekylet som skal bli screenet mot er gplb, eller
collagen, vil utf@relsesformene ovenfor baere henholdsvis gplb, gpla/lla, eller collagen
polypeptid eller polynukleinsyre, eller fragment derav i stedet for vWF. Sett kan

inneholde mer enn ett makromolekyl (f.eks. VWF, gplb, eller collagen makromolekyl
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eller polynukleinsyre, eller fragment derav). Sett som er nyttige ifelge foreliggende
oppfinnelse kan omfatte et isolert polypeptid representert ved en hvilken som helst
SEQ ID nr: 1 til 15,20 til 47 eller 62 til 65, en homolog derav, eller en funksjonell del
derav, eller et polypeptidkonstrukt ifelge foreliggende oppfinnelse. Et sett ifelge
foreliggende oppfinnelse kan omfatte celler som er transformert til & uttrykke nevnte
polypeptid. Sett kan inneholde mer enn ett polypeptid. Ifslge en ytterligere
utferelsesform, kan et sett ifelge foreliggende oppfinnelse omfatte et polynukleotid som
koder for et makromolekyl, for eksempel, VWF, gplb, eller collagen, eller fragment
derav. Ifelge enda en ytterligere utferelsesform, kan et sett ifelge foreliggende
oppfinnelse omfatte de spesifikke primerne som er nyttige for amplifikasjon av et
makromolekyl slik som, for eksempel, VWFgplb, eller collagen, eller fragment derav.
Alle sett ifelge foreliggende oppfinnelse vil omfatte de angitte trekk eller kombinasjoner

av trekk og pakkematerialer for disse. Sett vil ogsa omfatte bruksanvisninger.

Medisinske anordninger

Det blir ogsa beskrevet evasive medisinske anordninger belagt med et
polypeptidkonstrukt som beskrevet heri eller et middel som er resultat av en
screeningfremgangsmate som beskrevet heri for anvendelse i anordninger som krever
dette. Ikke-begrensende eksempler pa anordninger omfatter kirurgiske rer og slanger,
okklusjonsanordninger, proteseanordninger. Anvendelsen av nevnte anordninger
omfatter kirurgiske prosedyrer som krever en modulering av blodplate-mediert

aggregering omkring invasjonsstedet.

En utferelsesform beskrevet heri er en fremgangsmate for behandling av invasive
medisinske anordninger for & forhindre blodplate-mediert aggregering omkring
invasjonsstedet omfattende trinnet ved belegging av nevnte anordning med et

polypeptidkonstrukt eller middel ifelge foreliggende oppfinnelse.

En annen utferelsesform beskrevet heri er invasive medisinske anordninger som
unngar blodplatemediert aggregering omkring invasjonsstedet, hvor nevnte anordning

er belagt med et polypeptidkonstrukt eller -middel ifalge foreliggende oppfinnelse.

EKSEMPLER

Foreliggende oppfinnelse er illustrert med de felgende ikke-begrensende eksemplene.
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Oversikt over eksempler

Eksempel 1. Immunisering av lama002
Eksempel 2. Repertoarkloning

Eksempel 3. Gjenvinning av biblioteket, fagfremstilling

Seleksjon for bindere for VWF inhibering av samvirkningen med collagen:

Eksempel 4. Seleksjon for binder for VWF inhibering av samvirkning med collagen
ferste og andre runde av panorering

Eksempel 5. Funksjonell karakterisering av vVWF bindere. Inhibering av binding av
VWEF til collagen ved VHH

Eksempel 6. Ekspresjon og rensing av VHH

Eksempel 7. ELISA-binding til VWWF

Eksempel 8. Spesifisitet til VHHSs

Eksempel 9. Inhibering ELISA med renset VHH

Eksempel 10. Sekvensering av klonene

Eksempel 11. Epitopmapping

Eksempel 12. Bivalent og bispesifik VHHs-ekspresjon og rensing

Eksempel 13. Binding i ELISA til VWVF

Eksempel 14. Inhibering ELISA med renset VHH

Eksempel 15. Stabilitet til bivalente eller bi-spesifikke konstrukter i human plasma

Eksempel 16. Evaluer inhibering av VHH ved hgy skjzer.

Seleksjon av bindere for VWF inhibering av samvirkningen med blodplater :

Eksempel 17. Seleksjon av bindere for VWVF inhiberer v samvirkningen med
blodplatepanorering

Eksempel 18. Screening for binding til A1-domenet av VWF

Eksempel 19. Seleksjon av bindere for VWWF som inhiberer samvirkningen med
blodplater MATCHM

Eksempel 20.ELISA-binding til VWVF av renset VHH

Eksempel 21. Inhiberings-ELISA med renset VHH

Eksempel 22. Sekvensering av klonene

Eksempel 23. Evaluering av inhibering av VHH ved hgy skjeer.

Eksempel 24. Bivalent VHHs ekspresjon og rensing

Eksempel 25. Evaluere inhibering av VHH ved hay skjzer.
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Fremstilling av bi-spesifikke konstrukter for vWF-spesifikk VHH:

Eksempel 26
Eksempel 27
Eksempel 28
Eksempel 29
konstruktene

Eksempel 30

. Konstruksjon og sekvens til bi-spesifikke konstrukter

. Ekspresjon og rensing av bi-spesifikke konstrukter

. Binding til vWF

. Inhibering av binding av vVWF til collagen av de bi-spesifikke
sammenlignet med de monovalente VHHs

. Evaluering av inhibering av VHH ved hey skjeer.

Screening for bindere for collagen type | og type lll :

Eksempel 31.
Eksempel 32.
Eksempel 33.
Eksempel 34.
Eksempel 35.

med vWF

Eksempel 36.
Eksempel 37.
Eksempel 38.
Eksempel 39.

VHH i ELISA
Eksempel 40

Seleksjon av bindere for collagen type |

Test VHH i ELISA for binding til collagen type | og type IIl.
Sekvensering av klonene

Binding av renset VHH til collagen type | og type Il

Seleksjon av bindere for collagen type | som inhiberer samvirkningen

Test VHH i ELISA for binding til collagen type | og type IIl.
Sekvensering av klonene

Binding av renset VHH til collagen type | og type I

Test for inhibering av binding av vWF til collagen ved collagen-spesifikk

. Test av inhibering av blodplateaggregering ved collagen-spesifikk VHH

ved lav og ved hey skjeer

Forbedret halveringstid for VHH:

Eksempel 41.
Eksempel 42.
Eksempel 43.
Eksempel 44.
Eksempel 45.
Eksempel 46.
Eksempel 47.
Eksempel 48.
Eksempel 49.
Eksempel 50.
Eksempel 51.

Immunisering av lama

Repertoarkloning

Gjenvinning av biblioteket, fagfremstilling

Fag ELISA

Seleksjon av ferste og andre runde av biopanorering
Screening av individuelle kloner etter biopanorering
Hinfl-menster og sekvensering

Test av kryss-reaktivitet med albumin for forskjellige arter
Ekspresjon og rensing

ELISA pa MSA til de rensede nanobodies

Konstruksjon og sekvens til bi-spesifikke konstrukter
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Eksempel 52. Ekspresjon og rensing av bi-spesifikke konstrukter
Eksempel 53. Funksjonalitet til begge VHHSs i de bi-spesifikke konstruktene
Eksempel 54. Inhibering av binding av VWF til collagen ved de bispesifik konstrukts

sammenlignet med de monovalente VHHs

Seleksjon av bindere for gplb som inhiberer samvirkningen med VWF:

Eksempel 55. Seleksjon av bindere for rgplb

Eksempel 56. Screening for bindere i ELISA.

Eksempel 57. Binding av renset VHH til rgplb

Eksempel 58. Sekvensering av klonene

Eksempel 59. Test inhibitoriske egenskaper til VHHs som er spesifikke for gplb
Eksempel 60. Evaluering av inhibering av VHH ved hgy skjaer.

Belegging av stenter, slanger og rer, ballonger, katetre, transplantasjonsmateriale med
VHH:

Eksempel 61. Stabilitet av VHH

Eksempel 62. VHH immobilisert i en polymer

Humanisering av C37:
Eksempel 63. Innretting av C37 med DP-47
Eksempel 64. Mutagenese av C37

Fragmenter av anti-VWF VHHs
Eksempel 65. Ekspresjon av et VHH-CDR3 fragment av vWF-C37

Eksempel 66. Seleksjon av en ferste og andre runde av biopanorering pa rekombinant
A1(rA1)

Eksempel 67. Screening av individuelle kloner etter biopanorering

Eksempel 68. Hinfl-menster og sekvensering

Eksempel 69. Inhiberings-ELISA

Eksempler
Eksempel 1: Immunisering av lama002

En lama ble immunisert med en blanding av vWF og collagen type | og type lll. De
antigenene er alle involvert i dem ferste samvirkningen som farer til

blodplateaggregering (Figur 1). Immuniseringsskjemaet er oppsummert i Tabell 1
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Eksempel 2: Repertoarkloning

Perifere blodlymfocyter (PBLs) ble isolert ved sentrifugering pa en tetthetsgradient
(Ficoll-Paque Plus Amersham Biosciences). PBLs ble benyttet for & ekstrahere totalt
RNA (Chomczynski og Sacchi 1987). cDNA ble preparert pa 100 pg totalt RNA med
MMLYV Reverse Transcriptase (Gibco BRL) ved bruk av oligo d (T) oligonukleotider.
cDNA ble renset ved en fenol/kloroform ekstraksjon, fulgt av en etanolutfelling og ble

deretter benyttet som templat for & amplifisere VHH repertoaret.

| en ferste PCR, ble repertoaret av bade konvensjonelle (1.6 kb) og tungkjede (1.3 kb)
antistoff gensegmenter amplifisert ved bruk av en leaderspesifikk primer(5'
GGCTGAGCTCGGTGGTCCTGGCT-3') (SEQ ID Nr. 66) og oligo d(T) primeren (5'-
AACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGGAATTTTTTTTTITTTITTTITIT-3') (SEQ ID Nr.
66). De resulterende DNA-fragmentene ble separert ved agarose gelelektroforese og

1.3 kb fragmentet, som koder for tungkjede antistoff segment ble renset fra
agarosegelen. En andre PCR ble utfart ved bruk av en blanding av FR1 revers primere
og den samme oligo d(T) forward primeren. PCR-produktene ble kuttet med Sfil
(introdusert i FR1 primeren) og BstEll (naturlig forekommende i FR4). Etter
gelelektroforese, ble DNA-fragmentet pa omkring 400 basepar renset fra gelen og ligert
inn i de tilsvarende restriksjonssetene til fagemid pAX004 for & oppna et bibliotek av
klonede VHHSs etter elektroporasjon av Escherichia coli TG1. St@rrelsen av biblioteket

var 1.4 x 107 cfu, og alle klonene inneholdt inserter med den korrekte sterrelsen.

Eksempel 3: Gjenvinning av biblioteket, fagfremstilling

Biblioteket ble dyrket ved 37 °C i 10 ml 2xTY medium inneholdende 2% glukose, og
100 pg/ml ampicillin, inntil OD 600 nm kom opp i 0.5. M13KO7 fag (1012) ble tilsatt og
blandingen ble inkubert ved 37 °C i 2 x 30 minutter, ferst uten risting, sd med risting
ved 100 RPM. Celler ble sentrifugert i 10 minutter ved 4500 RPM ved romtemperatur.
Den bakterielle pelleten ble resuspendert i 50 ml 2xTY medium inneholdende 100
pg/ml ampicillin og 25pg/ml kanamycin, og inkubert over natten ved 37 °C med kraftig
risting ved 250 RPM. De overnattede kulturene ble sentrifugert i 15 minutter ved 10000
RPM ved 4 °C. Fag ble PEG prespitert (20% poly-etylen-glykol og 1.5 M NaCl) og
sentrifugert i 30 minutter ved 10000 RPM. Pelleten ble resuspendert i 20 ml PBS. Fag
ble igjen PEG-presipitert og sentrifugert i 30 minutter ved 20000 RPM og 4 C. Pelleten
ble opplest i 5 ml PBS-1% kasein. Fag ble titrert ved infeksjon av TG1 celler ved
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OD600nm= 0.5 og utsading pa LB agarplater inneholdende 100 ug/ml ampicillin og 2%
glukose. Antallet transformanter indikerer antallet av fag (= pfu). Fagene ble lagret ved
-80 °C med 15% glyserol.

Seleksjon for bindere for vWF-inhibering av samvirkningen med collagen (Figur
2

Eksempel 4: Seleksjon for bindere for vWF-inhibering av samvirkningen med

collagen : forste og andre runde av panorering

En brenn i en mikrotiterplate ble belagt med 2 pg/ml vWF eller med PBS inneholdende
1% kasein. Etter inkubering over natten ved 4 °C, ble brenner ble blokkert med PBS
inneholdende 1 % kasein, i 3 timer ved RT. 200 pl fag ble tilsatt til brennene. Etter 2
timer inkubering ved RT, ble brenner vasket 10x med PBS-Tween og 10x med PBS.
Fag ble spesifikt eluert med 100 pl av 100 pg/mil collagen type lll. Elueringer ble utfert
for over natten ved romtemperatur. Eluerte fag ble tillatt a infisere eksponentialt
voksende TG1 celler, og ble sa sadd pa LB agarplater inneholdende100 pg/mi
ampiciliin og 2% glukose. Dette eksperimentet ble gjentatt for en andre runde av
panorering, under de samme betingelser som beskrevet ovenfor. Resultatene fra

panoreringen er angitt i Tabell 2.

Eksempel 5: Funksjonell karakterisering av vVWF bindere: Inhibering av binding
av VWF til collagen av VHH

En mikrotiterplate ble belagt over natten at 4 °C med collagen type Ill ved 25pg/ml i
PBS. Platen ble vasket fem ganger med PBS-Tween og blokkert i 2 timer ed
romtemperatur med PBS inneholdende 1 % kasein. Platen ble vasket fem ganger med
PBS-tween. 100 pl av 2 g/ml vWF (VWF er pre-inkubert ved 37 C i 15 minutter) ble
blandet med 20 pl periplasmisk ekstrakt inneholdende et VHH antistoff (beskrevet i
Eksempel 6) og inkubert i 90 minutter ved romtemperatur i brenner pa mikrotiterplaten.
Platen ble vasket fem ganger med PBS-tween. Et anti-vWF-HRP monoklonalt antistoff
(DAKO) ble fortynnet 3,000-ganger i PBS og inkubert i 1 time. Platen ble vasket fem
ganger med PBS-Tween og VWF-binding ble detektert med ABTS/H.0,. Signaler ble
malt etter 30 minutter ved 405 nm. Resultatene er presentert i Tabell 3, og viser at

inhibitorer blir fremskaffet etter den ferste og andre runden av panorering.

Eksempel 6: Ekspresjon og rensing av VHH
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Plasmid ble preparert for bindere for VWF som inhiberer samvirkningen med collagen
type lll og ble transformert til WK6 elektrokompetente celler. En enkel koloni som ble
benyttet for & starte en over-natten kultur i LB inneholdende 2% glukose og 100 pug/ml
ampicillin. This over-natten kulturen ble fortynnet 100-ganger i 300ml TB medium
inneholdende 100 pg/ml ampicillin, og inkubert ved 37 °C inntil OD600nm= 0.5. 1 mM
IPTG ble tilsatt og kulturen ble inkubert i 3 ytterligere timer ved 37 °C eller over natten

ved 28 °C.

Kulturer ble sentrifugert i 20 minutter ved 10000 RPM ved 4 °C. Pelleten ble frosset
over natten eller i1 time ved -20 °C. Deretter ble pelleten tint ved romtemperatur i 40
minutter, re-suspendert i 20 ml PBS og ristet pa is i 1 time. Periplasmisk fraksjon ble
isolert ved sentrifugering i 20 minutter ved 4 °C ved 20000 RPM. Supernatanten
inneholdende VHH ble satt pa Ni-NTA og renset til homogenisitet. Utbyttet av VHH ble

beregnet ifelge ekstinksjonskoeffisienten. Resultater er oppsummert i Tabell 4.

Eksempel 7: ELISA: binding til vWF
En mikrotiterplate ble belagt med 2 ug/ml vWF, over natten ved 4 °C. Plater ble

blokkert i to timer ved romtemperatur med 300 ul 1% kasein i PBS. Platene ble vasket

tre ganger med Tween. Fortynningsserier av alle rensede pr@vene ble inkubert i 2 timer

ved RT. Plater ble vasket seks ganger med PBS-Tween, etter hvilken binding av VHH

ble detektert ved inkubering med mus anti-myc mAB 1/2000 i PBS i 1 time ved RT fulgt
av anti-muse-HRP-konjugat 1/1000 i PBS, ogsa i 1 time ved RT. Farging ble utfert med

substratet ABTS/H20, og signalene ble malt etter 30 minutter ved 405 nm. Bindingen

som en funksjon av konsentrasjonen av renset VHH er indikert i Figur 3.

Eksempel 8: Spesifisitet av VHHs

Mikrotiterplater ble belagt med 2 pg/ml vWF og 3 andre antigener som ikke er involvert

i blodplateaggregering, men som ogsa var immunisert i lama 002. ELISA ble utfert som

beskrevet i Eksempel 7 med 670, 67 og 6.7 nM VHH. Resultatene er oppsummert i
Tabell 5. Resultatene viser at de inhibitoriske VHH er spesifikke for vWF.

Eksempel 9: Inhiberings ELISA med renset VHH
Inhiberings ELISA ble utfert som beskrevet i Eksempel 5, men med avtakende
konsentrasjoner av VHH og med humant plasma ved en fortynning pa 1/60 i stedet for

med renset VWF eller med humant ufortynnet plasma. Resultater er angitt i figur 4.
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Konsentrasjonen av VHH som resulterer i 50% inhibering (IC50) er gitt i Tabell 6.

Eksempel 10: Sekvensering av klonene
Kloner ble sekvensert med M13 universell revers primer. Aminosyresekvenser er vist i
Tabell 30 (SEQ ID nummer 1,3, 4,5, 6 og 7).

Eksempel 11: Epitopmapping
Kloning av A3 domenet av vVWF i pBAD-Oprl-ss

pBAD-Oprl-strep-spec-vektoren ble benyttet for a fremvise VWF A3 domenet som en
fusjon med Oprl pa overflaten av UT5600 E. coli-celler (F-ara-14 leuB6 azi-6 lacY 1
proC14 tsx-67 entA403 trpE38 rfbD1 rpsL109 xyl-5 mtl-1 thi1 DompT fepC266) (Cote-
Sierra et al, 1998, Gene, 221: 25-34). Genet som koder for A3 domenet pa
VWF(201aa) ble amplifisert ved PCR ved bruk av A3for og A3back PCR primerne.

A3for: CTG GTG CTG CAG AGG TGA AGC TTC GGA GAG GGG CTG CAG ATC
(SEQ ID Nr. 68)

A3back: ATC CAT GCA AAT CCT CTA GAA TCC AGA GCA CAG TTT GTG GAG
(SEQ ID Nr. 69)

Fragment og vektor ble kuttet med Hindlll og Xbal, ligert og transformert i UT5600
(=pBAD-vWFA1/pBAD-vWFAR3). Transformerte celler ble utsadd pa LB agarplater

inneholdende 20 pg/ml streptomycin,50 pg/ml spectinomycin.

pBAD-VWFA3 plasmidet ble transformert i UT5600F-celler og sadd pa LB agarplater
med 20 ug/ml streptomycin, 50 ug/ml spectinomycin. En enkel koloni ble benyttet for &
inokulere LB medium med 20 ug/ml streptomycin,50 ug/ml spectinomycin. Celler ble
dyrket over natten ved 37 C ved 200 RPM. Den neste dagen ble cellene indusert med
0.2% arabinose og inkubert i 1 ytterligere time ved 37 °C ved 150 RPM. Totale
cellelysater ble kokt i reduserende prevebuffer, satt pa en 12% SDS-PAGE og overfert
til nitrocellulose for Western blotting.

Overferte proteiner ble detektert ved bruk et monoklonalt anti-Oprl antistoff (SH2.2)
(CoteSierra et al, 1998, Gene, 221: 25-34). Et anti-mus IgG konjugert med alkalisk

fosfatase ble benyttet (Sigma), og blottene ble utviklet med BCIP/NBT (Figur 5).

pBAD-vWF-A3 plasmidene ble transformert i UT5600F-celler og sadd pa LB
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agarplater med 20 pg/ml streptomycin, 50 pg/ml spectinomycin. En enkel koloni ble
benyttet for & inokulere LB medium med 20 pg/ml streptomycin,50 pug/ml
spectinomycin. Celler ble dyrket over natten ved 37 °C ved 200 RPM. Neste dag ble
cellene indusert med 0.2% arabinose og inkubert i ytterligere 1 time ved 37 °C ved 150
RPM. En mikrotiterplate ble belagt over natten ved 4 °C med det monoklonale anti-Oprl
antistoffet (SH2.2) fortynnet 1/1000 i PBS og blokkert i 2 timer ved RT med PBS
inneholdende 1% kasein. Etter induksjon ble totale celler tillatt & binde til platen i 1 time

ved romtemperatur. Platene ble vasket fem ganger med PBS-Tween.

Fagfremstillinger av enkle kolonier ble tillatt & binde t to timer ved romtemperatur.
Platene ble vasket fem ganger ved PBS-Tween. Ananti-M13 HRP konjugat ble benyttet
for deteksjon av fagbinding til E. coli celler som uttrykte A3 domenet eller til et
irrelevant antigen pa deres overflate. Platene ble vasket fem ganger med PBSTween.
Farging ble utfert med ABTS/H202 og signaler ble malt etter 30 minutter ved 405 nm.
Resultater er oppsummert i Tabell 7.

Eksempel 12: Bivalent og bispesifik VHHs: ekspresjon og rensing
E. coli produksjonsvektoren pAX11 ble utformet(Figurs), hvilken tillater to-

trinnskloningen av bivalent eller bispesifikt VHH.

Den karboksyterminale VHH ble klonet ferst med Pstl andBstEll, mens i det andre
trinnet ble den andre VHH satt inn med Sfil og Notl, som ikke kutter innen det ferste
genfragmentet. Prosedyren unngar underbyggingen av nye seter ved amplifikasjon og
saledes risikoen for introdusering av PCR-feil. Sekvensen er vist i Tabell 30 (SEQ ID
nummer 8, 9, 10,11 og 12).

Protein ble uttrykt og renset som beskrevet i Eksempel 6. Et ekstra rensetrinn var
nedvendig pa superdex 75 fierning av noe monovalent degraderingsprodukt (5-10%).
Utbytter oppnadd for 1 liter ekspresjon og rensing av bivalent protein i E. coli er

oppsummert i Tabell 8.

Eksempel 13: Binding i ELISA til vWF
Binding til VWF ble testet iELISA som beskrevet i Eksempel 7 og sammenlignet med
binding av monovalent VHH. Resultatene er vist i Figur 7. Det er klart fra resultatene at

bivalent og bispesifikt VHH viser sterkere binding til VWF sammenlignet med
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monovalent VHH.

Eksempel 14: Inhiberings ELISA med renset VHH

Inhibering for binding av vWF til collagen ble testet for monovalent sammenlignet med
bivalent VHHs som beskrevet i Eksempel 5. | stedet for anvendelse av vWF, ble
humant, bavian- og svineplasma benyttet parallelt ved en fortynning pa. IC50 verdier er
vist i Tabell 9.

Eksempel 15: Stabilitet av bivalente eller bi-spesifikke konstrukter i humant
plasma

Stabilitet av bivalente konstrukter ble testet ved inkubering ved 37 C i humant plasma.
AM-4-15- 3/AM2-75 ble inkubert i humant plasma ved en konsentrasjon pa 38 ug/mi
ved 37 °C. En prave ble tatt ut etter 1,2, 3,6 og 24 timers inkubering. Prever ble
fortynnet 10-ganger og analysert ved Western blot. Resultater er oppsummert i Figur 8
og viser at det bivalente konstruktet er stabilt i minst 24 timer ved 37 °C i humant

plasma.

Eksempel 16: Evaluering av inhibering av VHH ved hoy skjer.

Dekkglass (18x18 mm, Menzel Glaser) ble renset over natten i en
kromossvovelsyreopplgsning (2% kromtrioksid) og renset med destillert vann fer
spraying. Monomert collagen type lll ble oppl@st i 50 mmol/L iseddik og sprayet med en
tetthet pa 30 ng/cm? pa dekkglassene med en retusjerings-airbrush (Badger model
100, Badger Brush Co). Etter sprayingsprosedyren ble collagenoverflaten blokkert i 1
time med 1% humant albumin i PBS (10mmol/L fosfatbuffer, pH 7.4, og 0.15 mol/L
NaCl) for & forhindre ikke-spesifikk proteinbinding under den pafelgende perfusjonen.
Perfusjonsstudier over collagen type Il ble utfert i et spesielt utstyrt lite parallell-plate
perfusjonskammer med veldefinerte reologiske karakteristikker for husing av

dekkglass.

Helblod ble fremskaffet ved venipunktering av frivillige. Blod ble trukket gjennom
perfusjonskammeret med en Harvard infusjonspumpe (pumpe 22, modell 2400-004;
Harvard, Natick, MA). Perfusjonstiden var 5 minutter. Triplikate dekkglass ble satt inn i

kammeret.

Fem milliliter helblod ble forvarmet ved 37 °C i 5 minutter med eller uten tilsetning av
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VHH, og sa resirkulert gjennom kammeret i 5 minutter ved en vegg-skjeerrate pa 300s"
eller 1600s™. Dekkglassene ble fiernet, renset, fiksert med 0.05% glutaraldehyd,
dehydrert med metanol, og farget med May-Griinwald/Giemsa. Blodplateadhesjon ble
kvantifisert med et lysmikroskop (1,000X forsterring) forbundet til en datamaskinbasert
bildeanalysator (AMS 40-10, Saffron Walden, UK). Blodplateadhesjon ble uttrykt som
prosent av overflaten dekket med blodplater. Resultater er oppsummert i Tabell 10 og
11.

Valg av bindere for vWF inhibering av samvirkning med blodplater (figur 9).
Eksempel 17: Seleksjon av bindere for vWF inhibering av samvirkningen med

blodplater : panorering

Immunorer ble belagt med 2 pg/ml vWF eller med PBS inneholdende 1% kasein. Etter
over natten inkubering ved 4 °C, rerene ble blokkert med PBS inneholdende 1%
kasein, i 3 timer ved RT. 200 pl fag ble tilsatt til immunorgrene med et endelig volum pa
2 ml i PBS. Etter 2 timer inkubering ved RT, ble immunoregrene vasket 10x med PBS-
Tween og 10x med PBS. Bundne fag ble eluert med 2 ml 0.2 M glycinbuffer pH= 2.4.
Elusjoner ble utfert i 20 minutter ved romtemperatur. Eluerte fag ble tillatt a infisere
eksponentielt voksende TG1 celler, og ble sa sadd pa LB agar-plater inneholdende 100

ng/ml ampicillin og 2% glukose. Resultatene fra panoreringen er vist i Tabell 12.

Eksempel 18: Screening for binding til A1 domenet av VWF
pBAD-Oprl-strep-spec-vektoren ble benyttet for 8 fremvise VWF A1 domenet som en
fusjon med Oprl pa overflaten av UT5600 E. coli celler (F-ara-14 leuB6 azi-6 lacY1
proC14 tsx-67 entA403 trpE38 rfbD1 rpsL109xyl-5mtl-1thi1 DompT fepC266) (Cote-
Sierra et al, 1998, Gene, 221: 25-34). Genet som koder for A1 domenet av vVWF
(219aa) ble amplifisert ved PCR ved bruk av A1for og A1back PCR-primerne.

A1for: CCG GTG AGC CCC ACC ACT CTA AGC TTG GAG GAC ATC TCG GAA
CCG (SEQ ID Nr. 70)

A1 back : CCC CAG GGT CGA AAC CCT CTA GAG CCC CGG GCC CAC AGT GAC
(SEQ ID Nr. 71)

Fragment og vektor ble kuttet med Hindlll og Xbal, ligert og transformert i UT5600
(=pBAD-vWFA1/pBAD-vWFAR3). Transformerte celler ble utsadd pa LB agarplater

inneholdende 20 ug/mil streptomycin, 50 pg/ml spectinomycin.

pBAD-vWFA1 plasmidet ble transformert i UT5600F-celler og sadd pa LB agarplater
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med 20 ug/ml streptomycin, 50 ug/ml spectinomycin. En enkel koloni ble benyttet for &
inokulere LB medium med 20 ug/ml streptomycin, 50 ug/ml spectinomycin. Celler ble
dyrket over natten ved 37 °C ved 200 RPM. Den neste dagen ble celler indusert med
0.2% arabinose og inkubert i ytterligere 1 time ved 37 °C ved 150 RPM. Totale
cellelysater ble kokt i reduserende prevebuffer, satt pa en 12% SDS-PAGE og overfert
til nitrocellulose for Western blotting.

Overferte proteiner ble detektert ved bruk av et monoklonalt anti-Oprl antistoff (SH2.2)
(Cote- Sierra et al, 1998, Gene, 221: 25-34). Et anti-mus IgG konjugert med alkalisk
fosfatase ble benyttet (Sigma), og blottene ble utviklet med BCIP/NBT som vist i

Figur 10.

ELISA ble utfert som beskrevet i Eksempel 11. Resultater er oppsummert i tabell 13.

Resultatene indikerer at VWF-A1 domene-spesifikke VHH er fremskaffet.

Eksempel 19: Seleksjon av binders for vWF inhibering av samvirkningen med
blodplater : MATCHM

E. coli celler som uttrykker A1 domenet av vVWF (Eksempel 18) ble benyttet for et
MATCHM eksperiment: UT5600 celler transformert med pBAD-Oprl-A1 ble dyrket og
indusert med 0.2% arabinose. Celler ble vasket og inkubert med fagene i 1 time ved
RT. Blandingen ble vasket 7 ganger med PBS-Tween og fag ble eluert med
eksponentielt voksende TG1 celler. Vi utferte en ferste og en andre runde seleksjon.

Resultater er oppsummert i Tabell 14.

Eksempel 20: ELISA: binding til vWF av renset VHH

VHH spesifikt for A1 domenet av vWF ble uttrykt og renset som beskrevet i Eksempel
6. Binding i ELISA til VWF ble malt som beskrevet i Eksempel 7. Resultater er vist i
Figur 11.

Eksempel 21: Inhiberings ELISA med renset VHH

En mikrotiterplate ble belagt over natten ve 4 °C med et antistoff spesifikt for
blodplatereseptor gplb ved 5 ug/ml i PBS. Platen ble vasket fem ganger med PBS-
Tween, og blokkert med 300 ul PBS-1 % kasein i 2 timer ved romtemperatur. Platen
ble vasket 3 ganger med PBS-Tween. Blodplatereseptor gplb(gplb) ble tilfert til brenner
pa mikrotiterplaten ved en konsentrasjon pa 1 pug/ml og tillatt & binde i 2 timer ved

romtemperatur. Platen ble vasket fem ganger med PBS-Tween. VHH (A38 (negativ
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kontroll) og A50 (VWF A1 binder)) ble tilsatt ved avtakende konsentrasjon. Plasma
inneholdende VWF ble pre-inkubert ved en fortynning pa 1/128 ved 37 °C i 5 minutter.
Risto ble tilsatt ved en final konsentrasjon pa 760pg/ml og tilsatt til VHH. Denne
blandingen ble inkubert i 30 minutter ved romtemperatur. 100 ul av denne blandingen

ble sa hatt i en mikrotiterplatebrenn og inkubert i 90 minutter ved romtemperatur.

Platen ble vasket fem ganger med PBS-Tween. Et anti-vWF-HRP monoklonalt antistoff

ble fortynnet 3.000 ganger i PBS og inkubert i 1 time. Platen ble vasket fem ganger
med PBS-tween og VWF-binding ble detektert med ABTS/H20.. Signaler ble malt etter

30 minutter ved 405 nm. Resultater er oppsummert i Figur 12.

Eksempel 22: Sekvensering av klonene
Kloner ble sekvensert med M13 universal revers primer. Aminosyresekvenser er vist i
Tabell 30 (SEQ ID nummer 23,24, 25,26, 27,28, 29,30 og 31).

Eksempel 23: Evaluering av inhibering av VHH ved hoy skjzer.
Skjeereksperimenter ble utfert som beskrevet i Eksempel 16. Blodplateadhesjon ble
uttrykt som prosentdelen av overflaten som var dekket med blodplater. Resultater er

oppsummert i Tabell 15 og 16.

Eksempel 24: Bivalente VHHs: ekspresjon og rensing

Bivalente molekyler ble konstruert som beskrevet i Eksempel 12. Sekvensen er vist i
Tabell 30 (SEQ ID nummer 32,33 og 34).

Protein ble uttrykt og renset som beskrevet i Eksempel 6. Et ekstra rensetrinn pa
superdex 75 var ngdvendig for fijerning av noe monovalent degraderingsprodukt (5-
10%).

Eksempel 25: Evaluering av inhibering av VHH ved hey skjer.
Skjaereksperimenter ble utfert som beskrevet i Eksempel 16. Blodplateadhesjon ble
uttrykt som prosenten av overflaten som var dekket med blodplater. Resultater er

oppsummert i Tabell 17 og 18.

Fremstilling av bi-spesifikke konstrukter for vVWF-spesifikk VHH (Figur 13

Eksempel 26: Konstruksjon og sekvens av bi-spesifikke konstrukter
Konstrukter ble fremstilt som beskrevet i Eksempel 12, med et VHH spesifikt for vWF

og inhibering av samvirkningen med collagen, og det andre VHH ogsa spesifikt for

337265
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VWF, men inhiberer samvirkningen med blodplatereseptor gplb ; Sekvenser er vist i
Tabell 30 (SEQ ID nr: 20,21 og 22)

Eksempel 27: Ekspresjon og rensing av bi-spesifikke konstrukter

Protein ble uttrykt og renset som beskrevet i Eksempel 6. Et ekstra rensetrinn pa
superdex 75 var ngdvendig for fjerning av noe monovalent degraderingsprodukt (5-
10%). Utbytter fremskaffet fra 1 liter ekspresjon og rensing av bispesifikt protein i E.

coli er oppsummert i Tabell 19.

Eksempel 28: Binding til vVWF
Binding til VWVF ble testet i ELISA som beskrevet i eksempel 7. Resultater er vist i Figur
14.

Eksempel 29: Inhibering av binding av vVWF til collagen ved de bi-spesifikke
konstruktene sammenlignet med de monovalente VHHs

Inhibering for binding av vVWF til collagen ble testet for monovalente sammenlignet med
bi-spesifikke konstrukter som beskrevet i eksempel 5. IC50 verdier er oppsummert i
Tabell 20.

Eksempel 30: Evaluering av inhibering av VHH ved hoy skjer.
Skjeereksperimenter ble utfert som beskrevet i Eksempel 16. Blodplateadhesjon ble
uttrykt som prosentdelen av overflaten som var dekket med blodplater. Resultater er

oppsummert i Tabell 21 og 22.

Screening for bindere for collagen type | og type lll H (Figur 15)
Eksempel 31: Seleksjon av bindere for collagen type |

En mikrotiterplate ble belagt med 25 ug/ml collagen type 1. Fag ble preparert som
beskrevet i Eksempel 3 og tillatt & binde seg til veggen i en mikrotiterplate som ble
blokkert i 2 timer. Etter vasking, ble fag eluert med 0.1 M glycinbuffer pH=4.5.

Resultater er oppsummert i Tabell 23.

Eksempel 32: Test av VHH i ELISA for binding til collagen type | og type Ill.
Kloner ble tested for binding i ELISA som beskrevet i eksempel 7, men na pa collagen
type | eller type Ill belagte brgnner ved 25 pg/ml i PBS. Resultatene er oppsummert i
Tabell 24.
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Eksempel 33: Sekvensering av klonene
Kloner ble sekvensert med M13 universal revers primer. Aminosyresekvenser er vist i
Tabell 30 (SEQ ID nummer 35, 36 og 37).

Eksempel 34: Binding av renset VHH til collagen type | og type lll

VHH ble uttrykt og renset som beskrevet i Eksempel 6. En mikrotiterplate ble belagt
med 25 pg/ml collagen type | eller type Il og blokkert. Bindere ble satt pa in duplo
fortynninger og binding ble detektert som beskrevet i Eksempel 7. Resultater er

oppsummert i Figur 16.

Eksempel 35: Seleksjon av bindere for collagen type | inhibering av
samvirkningen med vWF

En mikrotiterplate ble belagt med 25 pg/ml collagen type 1. Fag ble preparert som
beskrevet i Eksempel 3 og tillatt & binde til brennen i en mikrotiterplate som ble blokkert
i 2 timer. Etter vasking ble fag eluert med 300 ug/ml vWF. En andre og tredje

seleksjonsrunde ble utfart pA den samme maten.

Eksempel 36: Test av VHH i ELISA for binding til collagen type | og type Ill.
Kloner ble testet for binding til collagen type | og type Il i ELISA som beskrevet i
Eksempel 34.

Eksempel 37: Sekvensering av klonene

Kloner ble sekvensert med M13 universal revers primer.

Eksempel 38: Binding av renset VHH til collagen type | og type lll

VHH ble uttrykt og renset som beskrevet i eksempel 6. En mikrotiterplate ble belagt
med 25 ng/ml collagen type | eller type 1l og blokkert. Bindere ble satt pa in duplo
fortynninger og binding ble detektert som beskrevet i Eksempel 34.

Eksempel 39: Test av inhibering av binding av vWF til collagen ved collagen-
spesifikk VHH i ELISA

Inhibering ble testet som beskrevet i Eksempel 5.

Eksempel 40: Test av inhibering av blodplateaggregering ved collagen-spesifikk
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VHH ved lav og ved hoy skjer
Skjeereksperimenter ble utfert som beskrevet i Eksempel 16. Blodplateadhesjon ble

uttrykt som prosentdelen av overflaten som var dekket med blodplater.

Forbedret halveringstid for VHH

Eksempel 41: Immunisering av lama
En lama ble immunisert med humant serum albumin (HSA). Immuniseringsskjemaet er

oppsummert i Tabell 25.

Eksempel 42: Repertoarkloning
Biblioteket ble preparert som beskrevet i Eksempel 2. Sterrelsen av biblioteket var

2x107 cfu, og alle klonene inneholdt insert med den korrekte sterrelsen.

Eksempel 43: Gjenvinning av biblioteket, fagfremstilling

Fag ble preparert som beskrevet i Eksempel 3.

Eksempel 44: Fag-ELISA

En mikrotiterplate (Maxisorp) ble belagt over natten ved 4 °C med PBS-1 % kasein
eller med 5 my/ml HSA (human serum albumin). Platen ble vasket 3 ganger med PBS-
Tween (0.05% Tween20) og blokkert i 2 timer ved romtemperatur med 200 ul PBS-1 %
kasein. Platen ble vasket fem ganger med PBS-Tween. Fag ble preparert som
beskrevet ovenfor og satt i brenner etter hverandre felgende togangers fortynninger.
Plater ble vasket fem ganger med PBS-Tween. Bundet fag ble detektert med et mus
monoklonalt antistoff anti-M13 konjugert med pepperrotperoxidase (HRP) fortynnet
1/2000 i PBS. Platene ble vasket fem ganger med PBS-Tween. Farging ble utfert med
ABTS/H202 og signaler ble malt etter 30 minutter ved 405 nm. Resultater er vist in

Figur17 og indikerer naervaeret av HSA-spesifikke nanobodies i biblioteket.

Eksempel 45: Seleksjon: forste og andre runde med biopanorering

En brenn i en mikrotiterplate ble belagt med 10 pg/ml mus serum albumin (MSA), eller
med PBS inneholdende 1% kasein. Etter over natten inkubering ved 4 °C, ble brenner
blokkert med PBS inneholdende 1 % kasein, i 3 timer ved RT. 200 ul fag ble tilsatt til
brennene etter 2 timer inkubering ved RT, brenner ble vasket 10x med PBS-Tween og
10x med PBS.
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Bundne fag ble eluert med 100 pl gel 0.2 M glycinbuffer pH= 2.4. Elueringer ble utfert i
20 minutter ved romtemperatur. Eluerte fag ble tillatt & infisere eksponentielt voksende
E.coli TG1 celler, og ble s& sadd pa LB agarplater inneholdende 100 pg/ml ampicillin
0g 2% glukose. En andre runde ble utfert med de samme betingelser som beskrevet

ovenfor. Resultater er oppsummert i Tabell 26.

Eksempel 46: Screening av individuelle kloner etter biopanorering

ELISA: binding til human serum albumin (HSA) og mus serum albumin (MSA)
Periplasmisk ekstrakt ble preparert som beskrevet i Eksempel 6.

En mikrotiterplate ble belagt med 5 pg/ml HSA, med 5 pg/ml mus serum albumin
(MSA) eller med PBS-1% kasein, over natten ved 4 °C. Plater ble blokkert i to timer
ved romtemperatur med 300 ul 1% kasein i PBS. Platene ble vasket tre ganger med
PBS- Tween. Periplasmisk fraksjon ble preparert for 23 individuelle kloner etter farste
og andre runde av seleksjon og tillatt & binde til brenner i mikrotiterplaten. Plater ble
vasket seks ganger med PBS-Tween, etter hvilke binding av nanobody ble detektert
ved inkubering med muse anti-Histidin monoklonalt antistoff Serotec MCA 1396
(1/1000 fortynning) i PBS i 1 time ved RT fulgt av anti-mus-alkalisk fosfatase konjugat
1/2000 i PBS, ogsa i 1 time ved RT. Farging ble utfart med substratet PNPP(p-
nitrofenyl-fosfat, 2mg/ml i 1M dietanolamin, TmM Mg.SO,, pH 9.8) og signalene ble
malt etter 30 minutter ved 405 nm. Resultater er oppsummert i Tabell 27.

Eksempel 47: Hinfl-menster og sekvensering

En PCR ble utfert pa positive kloner etter den andre runden av panorering, med et sett
av primere som binder til en sekvens i vektoren. PCR-produktet ble kuttet med
restiksjonsenzymet Hinfl og satt pa en agarosegel. 4 kloner ble selektert med et
forskjellig Hinfl-menster for videre evaluering. De klonene ble sekvensert, og resultater
er oppsummert i Tabell 30 (SEQID nummer 16,17, 18 og 19).

Eksempel 48: Test av kryss-reaktivitet med albumin fra forskjellige arter
SDS-PAGE ble kjert for plasma (1/10 fortynning) fra forskjellige arter (bavian, svin,
hamster, menneske, rotte, mus og kanin) og blottet pa en nitrocellulosemembran. Fag
ble preparert for kloner MSA 21. MSA 24, MSA 210, MSA212 og et irrelevant
nanobody som beskrevet i Eksempel 3. Fag ble tillatt & binde til nitrocelluloseblottet
serumalbuminer og ikke-bundet fag ble vasket bort. Binding ble detektert med et anti-
M13 polyklonalt antistoff koplet til HRP. DAP ble benyttet som et substrat for deteksjon.



10

15

20

25

30

337265

65

Resultater er vist in Figur18.

Fra disse resultater kan vi konkludere at alle 4 bindere er kryss -reaktive mellom svin,
menneske, mus (bortsett fra MSA212) og hamster serumalbumin. MSA 21 er ogsa
kryss cross-reaktivt med kanin serumalbumin. Med det irrelevant nanobody ble ingen
binding observert (ikke vist).

Som et kontrolleksperiment, ble en SDS-PAGE kjert med de forskjellige
plasmaprevene fortynnet 1/100 i PBS. Gelen ble farget med coomassie. Vi kan
konkludere fra Figur 19 at albuminnivaer i alle plasmaprevene er heye, bortsett fra for

kaninplasma med lave nivaer av albumin.

Eksempel 49: Ekspresjon og rensing

Protein ble uttrykt og renset som beskrevet i Eksempel 6.

Eksempel 50: ELISA pa MSA av de rensede nanobodies

En mikrotiterplate ble belagt med 5 ug/ml MSA over natten ved 4 °C. Etter vasking ble
platen blokkert i 2 timer ved RT med PBS-1 % kasein. Praver ble satt pa i duplikat,
med start ved en konsentrasjon pa 2500 nM med 1/3 fortynninger og tillatt & binde seg i
2 timer ved RT. Et polyklonalt kanin anti-nanobody-serum ble tilsatt ved 1/1000 (K208)

i en time ved RT.

Deteksjon var med anti-kanin alkalisk fosfatase konjugat ved 1/1000 og farging med
PNPP. Resultater er vist i Figur20.

Eksempel 51: Konstruksjon og sekvens av bi-spesifikke konstrukter
Bi-spesifikke konstrukter ble preparert med det ferste VHH spesifikt for albumin
(MSA21) og det andre VHH spesifikt for vWF (Figur 21). Konstrukter ble fremstilt som
beskrevet i Eksempel 12. Sekvenser er vist i Tabell 30 (SEQ ID nummer 13,14 og 15)

Eksempel 52: Ekspresjon og rensing av bi-spesifikke konstrukter

Protein ble uttrykt og renset som beskrevet i Eksempel 6. Et ekstra rensetrinn pa
superdex 75 var ngdvendig for fijerning av noe monovalent degraderingsprodukt (5-
10%).
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Eksempel 53:Funksjonalitet av begge ,VHHSs i det bi-spesifikke konstruktet

En mikrotiterplate ble belagt med 5 g/ml mus serumalbumin over natten ved 4 °C. Etter
vasking av platen, ble br@nner blokkert i 2 timer med PBS-1% kasein. De bi-spesifikke
proteinene ble tillatt & binde til brenner i 2 timer ved RT. Etter vasking ble humant,
hunde- og svineplasma ble tilsatt ved forskjellige fortynninger og tillatt & binde i 2 timer
ved RT. Binding av VWF ble detektert med anti-vWF-HRP fra DAKO ved 1/3000
fortynning. Farging ble utfert med ABTS/H202. Resultater er vist i Figur22 og indikerer
at funksjonaliteten til begge VHHSs blir oppretthold i de bi-spesifikke konstruktene.

Eksempel 54: Inhibering av binding av vWF til collagen ved de bi-spesifikke
konstruktene sammenlignet med de monovalent VHHs

Inhibering for binding av vVWF til collagen ble testet for monovalente sammenlignet med
bi-spesifikke konstrukter som heskrevet i Eksempel 5. IC50 verdier er oppsummert i
Tabell 28. Resultater indikerer at de inhibitoriske egenskapene til VHH blir opprettholdt

i de bi-spesifikke konstruktene.

Seleksjon av bindere for aplb som inhiberer samvirkningen med vWF (Figur 23)
Immunisering, repertoarkloning og fagfremstilling ble utfert som beskrevet i Eksempel

1,2, 3.

Eksempel 55: Seleksjon av bindere for rgplb

En mikrotiterplate ble belagt med et mus mAb mot rgplb. Platen ble blokkert og rgplb
ble tillatt & binde i 2 timer ved RT ved 5ug/ml. Platen ble vasket. Fag ble preparert som
beskrevet ovenfor og tillatt & binde til brenner i mikrotiterplaten. Etter vasking ble fag
eluert med 0.1 M glycinbuffer pH=4.5. En andre runde panorering ble utfart pA samme

maten.

Eksempel 56: Screening for bindere i ELISA.

Periplasmisk ekstrakt ble preparert som beskrevet i Eksempel 6.

The supernatant ble satti to brenner belagt med mAb og deretter gplb, som beskrevet
i Eksempel 55. Fortynningsserier av alle rensede prgvene ble inkubert i 2 timer ved RT.
Plater ble vasket seks ganger med PBS-Tween, etter hvilket binding av VHH ble
detektert ved inkubering med muse anti-His-HRP mAB 1/2000i PBS i 1 time ved RT
fulgt av farging med substratet ABTS/H202. Signalene ble malt etter 30 minutter ved



10

15

20

25

30

35

337265

67

405 nm.

Eksempel 57: Binding av renset VHH til rgplb

Periplasmisk fraksjon ble preparert som beskrevet i Eksempel 6. Supernatanten
inneholdende VHH ble satt pa Ni-NTA og renset til homogenitet. Utbyttet av VHH ble
beregnet ifelge ekstinksjonskoeffisienten. ELISA ble utfeért som beskrevet i Eksempel
55.

Eksempel 58: Sekvensering av klonene

Kloner ble sekvensert med M13 universal revers primer.

Eksempel 59: Test av inhibitoriske egenskaper til VHHs spesifikke for gplb
VHHSs ble testet for inhibering i ELISA som beskrevet i Eksempel 21.

Eksempel 60: Evaluering av inhibering av VHH ved hoy skjer.
Skjeereksperimenter ble utfert som beskrevet i Eksempel 16. Blodplateadhesjon ble

uttrykt som prosentdel av overflaten dekket med blodplater.

Belegging av stenter, slanger og rer, ballonger, katetere,

transplantasjonsmateriale med VHH
Eksempel 61: Stabilitet av VHH

VHH C37 ble inkubert ved 37 °C og inhibering av binding av vWF til collagen ble malt
ved forskjellige tidspunkt ved ELISA som beskrevet i Eksempel 7. Resultater ble
sammenlignet med VHH lagret ved -20 °C og er vist i Figur 24. For sammenligning er
aktivitetene til et scFv mot B3 antigen (Reiter et.al. Protein Engineering, 1994,7 : 697 -
704) vist, og nevnte scFv er modifisert ved introduksjon av en disulfidbinding
mellomrammeverkrestene 44 og 105 for & gke dens stabilitet (dsFv). dsFv tapte 40%
av sin aktivitet etter 60 timers inkubering ved 37 °C. Etter ett ars inkubering ved 37 C,
ble C37 ble analysert for sine inhibitoriske egenskaper sammenlignet med C37 lagret i
fryseren. ELISA ble utfert som beskrevet i Eksempel 5 med humant plasma ved en
endelig fortynning pa 1/200. Resultatene er vist i Figur 25 og indikerer at
funksjonaliteten er fullstendig opprettholdt (IC50 verdi pa 0.085 versus 0.1 pg/ml for
C37 lagret ved37 °C versus -20 °C). Derfor, er det forventet at VHH vil ha lang
lagringstid.
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Eksempel 62: VHH immobilisert i en polymer

En blanding av 0.5 ml 30% akrylamid;1 ml 1M Tris pH= 7.5; 3.5 ml H20; 35 ul 10%
APS; 3.5 ul TEMED ble fremstilt. | noen brenner ble VHH C37 tilsatt ved en endelig
konsentrasjon pa10 pg/ml. Blandingen ble tillatt & polymerisere i brenner i 96-brenners
plate i 3 timer ved RT. Humant plasma ble tilsatt ved forskjellige fortynninger med start
med ufortynnet plasma. Etter 1 times inkubering ved RT, ble platen vasket og anti-
VWF-HRP (DAKO) ble tilsatt ved 1/2000, i 1 time ved RT. Etter vasking av platen, ble
substrat (ABTS/H202) tilsatt og OD405nm ble malt. Resultatet er vist i Figur 26.
Resultatene indikerer at VHH forblir funksjonell etter immobilisering i en polymer.

Humanisering av C37
Eksempel 63: Innretting av C37 med DP-47

Innretting av C37 nanobody (SEQ ID nummer 1) og en human VH3 kimlinje (DP-47)
avslerte en hgy grad av homologi:

e 4 AA endringeri FR1 i posisjoner 1, 5, 28 og 30

e 4 AA endringer i FR3 i posisjoner 74,75, 84 og 94

e 3 AA endringer i FR4 i posisjoner 104,108 og 111 som vist i Figur 27

Eksempel 64: Mutagenese av C37

C37 ble mutert ved bruk av en non-PCR basert sete-rettet mutagenesefremgangsmate
som beskrevet av Chen og Ruffner (Chen og Ruffner, Amplification of closed circular
DNA in vitro, Nukleinsyres Research, 1998,1126-1127) og kommersialisert av

Stratagene (Quickendring sitedirected mutagenesis).

Plasmid DNA ble benyttet som templat i kombinasjon med 2 mutagene primere (tabell
29) for & introdusere den enskede mutasjon (er). De 2 primerne er hver
komplementzere til motsatte strenger av templatplasmid DNA. | en polymerasereaksjon
ved bruk av Pfu DNA polymerasen ble hver av strengene forlenget fra
primersekvensen under et syklisk program ved bruk av en begrenset mengde sykluser.
Dette resulterte i en blanding av villtype og muterte strenger. Kutting med Dpnl
resulterte i en seleksjon av mutert in vitro syntetisert DNA. DNA ble felt og transformert
til E. coli og analysert for den enskede mutasjonen ved sekvensanalyse. Klonen med
den korrekte sekvens ble betegnet C37-hum, aminosyresekvensen er i Tabell 30 SEQ

ID nummerer 2.
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Ekspresjon og rensing av C37-hum ble utfart som beskrevet i Eksempel 6. Inhibering
av binding v vVWF til collagen for C37 ble sammenlignet med C37-hum som beskrevet i
Eksempel 5. Resultater er vist i Figur 28. De viser klart at den humanisterte versjon av
C37 forblir fullt funksjonell.

Posisjonene som fremdeles ma bli humanister er: Q1, Q5, D104, Q108 og I111. Vikan
humanisere posisjon 1 og 5 uten tap inhibering siden disse aminosyrene ble introdusert
ved FR1 primeren og forefinnes ikke naturlig i lamasekvensen. Vi kan ogsa
humanisere posisjon 111 siden vi isolerte en VHH som var identisk med C37 bortsett
fra 1111V (AM-2-75 SEQ ID nummer 3) med de samme funksjonelle karakteristikkene
(Eksempel 9 og Tabell 6).

Posisjon 108 er Iesemiddeleksponert i kamelid VHH, mens i humane antistoffer er
denne posisjonen begravet ved VH-VL grenseflaten (Spinelli, 1996; Nieba, 1997). |
isolerte VHs er posisjon 108 Izsemiddeleksponert. Introduksjonen av en non-polar
hydrofob Leu i stedet for polar uladd GIn kan ha en drastisk effekt pa den intrinsiske
foldbarhet/stabilitet til molekylet.

Fragmenter av anti-VWF VHHs

Eksempel 65: Ekspresjon av et VHH-CDR3 fragment av vWF-C37

CDRS3 regionen av C37 ble amplifisert ved bruk av en sense primer lokalisert i
rammeverk 4 regionen (Forward: CCCCTGGTCCCAGTTCCCTC) (SEQ ID Nr. 72) og
en anti-sense primer lokalisert i rammeverk 3 regionen (Revers:
TGTGCTCGCGGGGCCGGTAC) (SEQ ID Nr. 73).

For a klone CDR-3 fragmentet i pAX10, ble en andre runde PCR amplifikasjon utfert

med felgende primere som introduserer de ngdvendige restriksjonssetene: Revers
primer Sfif:
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGGCCTGTGCTCGCGGGGCCGGTAC (SEQ ID
Nr. 74)

Forward primer Not1 :
GTCCTCGCAACTGCGCGGCCGCCCCCTGGTCCCAGTTCCCTC (SEQ ID Nr. 75)

PCR reaksjonene ble utf@rt i 50 ml reaksjonsvolum ved bruk av 50pmol av hver primer.

Reaksjonsbetingelsene for den primaere PCR var 11 min ved 94 °C, fulgt av 30/60/120
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sek ved 94/55/72 °C i 30 sykluser, og 5 min ved 72 °C. Alle reaksjonene ble utfert med
2.5 mMMgCl,, 200 mM dNTP og 1.25UAmpliTag God DNA Polymerase (Roche

Diagnostics, Brussels, Belgia).

Etter spalting med Sfi1 og Not1 ble PCR-produktet klonet i pAX10.

Isolering av konformasjon-spesifikke anti-vWF VHH's

Eksempel 66: Seleksjon via ferste og andre runde biopanorering pa rekombinant
A1(rA1)

En brgnn i en mikrotiterplate ble belagt med 5 ng/ml rekombinant A1 domene av
VWF(rA1), eller med PBS inneholdende 1% kasein. Etter over natten inkubering ved 4
°C, ble braznner blokkert med PBS inneholdende 1% kasein, i 3 timer ved RT. 200 pl
fag ble tilsatt til de to brennene. Etter 2 timers inkubering ved RT, ble brgnner vasket
10x med PBS-Tween og 10x med PBS. Bundne fag ble eluert med 100 pl 0.2 M
glycinbuffer, pH 2.4. Elueringer ble utfert i 20 minutter ved romtemperatur. Eluerte fag
ble tillatt for & infisere eksponentielt voksende E. coli TG1 celler og ble sa utsadd pa LB
agarplater inneholdende 100 pg/ml ampicillin og 2% glukose. En andre runde ble utfert
under de samme betingelser som beskrevet ovenfor, men fagene ble re-suspendert i
10 pg/ml VWF. Brenner i mikrotiterplaten ble vasket 7 ganger i 30 minutter med 10

pg/ml vWF. Resultater er oppsummert i Tabell 31.

Eksempel 67: Screening av individuelle kloner etter biopanorering
ELISA : binding til rA1 og VWF

En enkel koloni ble benyttet for & starte en over natten kultur i LB inneholdende 2%

glukose og 100 pg/ml ampicillin. Denne over natten kulturen ble fortynnet 100 ganger i
TB medium inneholdende 100 pg/ml ampicillin, og inkubert ved 37 °C inntil OD600nm=
0.5. 1 mM IPTG ble tilsatt og kulturen ble inkubert i ytterligere 3 timer ved 37 °C eller
over natten ved 28 °C. Kulturer ble sentrifugert i 20 minutter ved 10,000 RPM ved 4 °C.
Pelleten ble frosset over natten eller i 1 time ved -20 °C. Deretter ble pelleten ble tint
ved romtemperatur i 40 minutter, re-suspendert i PBS og ristet pa is i 1 time.
Periplasmisk fraksjon ble isolert ved sentrifugering i 20 minutter ved 4 °C ved 20.000

RPM. Supernatanten inneholdende VHH ble benyttet for videre analyser.

En mikrotiterplate ble belagt med 2 ug/ml rA1 eller med 1myg/ml vWF, over natten ved
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4 °C. Plater ble blokkert i to timer ved romtemperatur med 300 pl 1% kasein i PBS.
Platene ble vasket tre ganger med PBS-Tween. Periplasmisk fraksjon ble preparert for
192 individuelle kloner etter den andre seleksjonsrunden, og tillatt & binde til brenner i
mikrotiterplaten. Plater ble vasket seks ganger med PBS-Tween, etter hvilket binding
av nanobody ble detektert ved inkubering med kanin polyklonalt anti-nanobody (1/2000
fortynning) i PBS i 1 time ved RT fulgt av et anti-kanin-HRP konjugat 1/2000 i PBS,
ogsa i en time ved RT. Farging ble utfert med substratet ABTS/H,0, og signalene ble
malt etter 30 minutter ved 405 nm. Resultater er oppsummert i Tabell 32. Vi kan
konkludere at 50 kloner bindet til rA1 og ikke til vWF.

Eksempel 68: Hinfl-menster og sekvensering

En PCR ble utfert pa positive kloner for rA1 og negative for vVWF, etter den andre
runden panorering, med et sett av primere som binder til en sekvens i vektoren. PCR-
produktet ble kuttet med restriksjonsenzymet Hinfl og satt pa en agarosegel. 30 kloner
med et forskjellig Hinfl-menster ble selektert for videre evaluering. Disse klonene ble
testet i mer detalj ved ELISA som beskrevet i eksempel 67. Blant de 30 klonene, ble 4
klart vist 8 ha meye heyere affinitet for rA1 enn for vWF. Dataene er vist i Figurene 29
(binding til rA1) og 30 (binding til VWVF). Disse klonene ble sekvensert, og resultater er
oppsummert i Tabell 30 (SEQ ID nummer 62 til 65).

Eksempel 69: Inhiberings ELISA

Inhibering av nanobodies for binding av vVWF til gplb ble bestemt ved ELISA. En
mikrotiterplate ble belagt over natten ved 4 °C med et antistoff spesifikt for
blodplatereseptor gplb ved 5 pg/ml i PBS. Platen ble vasket fem ganger med PBS-
Tween, og blokkert med 300 pl PBS -1 % kasein i 2 timer ved romtemperatur. Platen
ble vasket 3 ganger med PBS- Tween. Plasma ble satt i to brenner pa mikrotiterplaten
ved en 1/2 fortynning og tillatt & binde i 1.5 timer ved 37 °C. Platen ble vasket fem
ganger med PBS-Tween. VHH ble tilsatt ved synkende konsentrasjon. Plasma
inneholdende VWF ble pre-inkubert ved en fortynning pa 1/50 ved 37 °C i 5 minutter.
Ristocetin ble tilsatt ved en endelig konsentrasjon pa 1mg/ml og tilsatt til VHH. Denne
blandingen ble sa satt pa i en mikrotiterplate-brenn og inkubert i 90 minutter ved 37 °C.
Platen ble vasket fem ganger med PBS-Tween. Et anti-vWF-HRP monoklonalt antistoff
ble fortynnet 3,000 ganger i PBS og inkubert i 1 time. Platen ble vasket fem ganger
med PBS-tween og VWF- binding ble detektert med ABTS/H202. Signaler ble malt etter
30 minutter ved 405 nm.
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FIGURER
Figur 1. Interaksjoner involvert i de ferste trinne av blodplateaggregering.
Figur 2. Interaksjoner involvert i de ferste trinnene av blodplateaggregering. Et

VHH er indikert a inhibere samvirkningen mellom vWF og collagen.

Figur 3. Binding til WVF som bestemt ved ELISA, av renset VHH som beskrevet i
Eksempel 7.

Figur 4. ELISA for a teste inhibering ved VHH av binding v vWF til collagen som
beskrevet i Eksempel 9.

Figur 5. Western blot som viser ekspresjon av A3 domenet av vVWF som en fusjon
med Oprl pa overflaten av E. coli som beskrevet i Eksempel 11.

Figur 6. Restriksjonskart av multiple kloning sete til PAX011 for konstruksjon av

bivalente eller bi-spesifikke nanobodies.

Figur 7. Binding i ELISA til renset VWF, for monovalent versus bivalent og bi-
spesifikk VHH som beskrevet i Eksempel 13.

Figur 8. Stabilitet til bi-spesifikt VHH i humant plasma etter inkubering ved 37 °C i
opptil 24 timer som beskrevet i Eksempel 15.

Figur 9. Samvirkninger involvert i de ferste trinnene i blodplateaggregering. Et
VHH er indikert som inhiberende av samvirkningen mellom vWF og blodplater.

Figur 10. Western blot som viser ekspresjon av A1 domenet av vVWF som en fusjon
med Oprl pa overflaten av E. coli som beskrevet i Eksempel 18.

Figur 11. Binding til VWF bestemt ved ELISA, av renset VHH som beskrevet i
Eksempel 20.

Figur 12. Inhibering av binding av gplb til VWF av A50 og A38 (negativ kontroll)
som beskrevet i Eksempel 21.

Figur 13.  Samvirkninger involvert i de farste trinnene av blodplateaggregering. Et
bi-spesifikt konstrukt er indikert med en VHH spesifikk for VWVF og inhibering av
samvirkningen mellom vWF og collagen- og den andre VHH spesifikk for vWF, men
inhiberer samvirkningen mellom vWF og blodplater.

Figur 14. Binding i ELISA til vwWF som beskrevet i Eksempel 28.

Figur 15.  Samvirkninger involvert i de farste trinn i blodplateaggregering. Et VHH er
indikert spesifikt for collagen og inhiberer samvirkningen mellom VWWF og collagen.

Figur 16. Binding av renset VHH til collagen type | og type lll i ELISA som
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beskrevet i Eksempel 34.

Figur 17. Fag- ELISA for & vise at HSA-spesifikke nanobodies er til stede i
biblioteket som beskrevet i Eksempel 44.

Figur 18. Binding av fag som uttrykker albuminbinderne, til plasma blottet pa
nitrocellulose som beskrevet i Eksempel 48.

Figur 19. Coomassie-farging av plasmaprever pa SDS-PAGE som beskrevet i
Eksempel 48.

Figur 20. Binding av rensede nanobodies til musealbumin sombestemt ved ELISA
som beskrevet i Eksempel 50.

Figur 21. Bi-spesifikke konstrukter med en VHH binding til albumin og en andre
VHH binding til vWF for forbedring av halveringstiden som beskrevet i Eksempel 51.
Figur 22. Sandwich-ELISA som viser funksjonaliteten til begge VHHSs i et bi-
spesifikt konstrukt som beskrevet i Eksempel 53.

Figur 23.  Samvirkninger involvert i de farste trinn i blodplateaggregering. Et VHH
indikert spesifikk for gplb og inhiberer samvirkningen mellom vWF og blodplater.
Figur 24. Restaktivitet for C37 lagret ved -20 °C sammenlignet med C37 inkubert
ved 37 °C i opp til 94 timer. C37 stabilitet er sammenlignet med stabilitet til ascFv som
er spesifikk for B3 antigen og en stabilisert form, dsFv (stabilisert med 2
disulfidbindinger) som beskrevet i Eksempel 61.

Figur 25. Inhibitorisk aktivitet for C37 lagret ved -20 °C sammenlignet med C37
inkubert ved 37 °C i 1 ar som beskrevet i Eksempel 61.

Figur 26. Binding av vVWF fra humant plasma til C37 immobilisert i arylamid som
beskrevet i Eksempel 62.

Figur 27. Aminosyreinnretting av C37 med human kimlinjesekvens DP-47 som
beskrevet i Eksempel 63.

Figur 28. Inhibering av binding av vVWF til collagen som bestemt ved ELISA for C37
og C37 hum som beskrevet i Eksempel 64.

Figur 29. Binding av A11, A12, A13, A14, A15 og A16 kloner til rA1 som malt i
ELISA

Figur 30. Binding av A11, A12, A13, A14, A15 og A16 kloner til VWF som malt i
ELISA

TABELLER
Tabell 1. Immuniseringsplan benyttet for lama 002 ifelge Eksempel 1.

Tabell 2. Plakkdannende enheter (pfu) etter en eller to runde (r) av panorering pa
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VWF sammenlignet med PBS-kasein som beskrevet i Eksempel 4. Pfu vWF (antigen)
delt med pfu kasein (aspesifikk binding) = anriking.

Tabell 3. Antall inhibitorer versus antallet kloner testet etter den ferste og den
andre runden av panorering, som beskrevet i Eksempel 5.

Tabell 4. Utbytte (mg/liter kultur) etter ekspresjon og rensing av VHH dyrket i
WKG6E. coli celler som beskrevet i Eksempel 6.

Tabell 5. OD 405 nm for binding av VHH i ELISA til VWF og 3 antigener som ogsa
ble immunisert i lama002 ifgslge Eksempel 8.

Tabell 6. Konsentrasjon av VHH (nM) som var ngdvendig for & inhibere binding av
VWEF til collagen med 50% (IC50) som beskrevet i Eksempel 9.

Tabell 7. Epitopmapping av VHH binding til VWF og inhibering av samvirkningen
med collagen som beskrevet i eksempel 11.

Tabell 8. Utbytter av renset protein (mg) per liter kultur for bivalente og bi-
spesifikke VHHs som beskrevet i Eksempel 12.

Tabell 9. IC50 verdier for monovalente sammenlignet med bivalente og bi-
spesifikke VHHSs. Inhibering ble testet med humant, svine- og bavianplasma som
beskrevet i Eksempel 14.

Tabell 10. Inhibering av blodplateaggregering ved hgy skjaer (1600s-1) som
beskrevet i Eksempel 16.

Tabell 11. Inhibering av blodplateaggregering ved lav skjser (300s-1) som beskrevet
i Eksempel 16.

Tabell 12. Plakkdannende enheter (pfu) etter en runde panorering pa vWF som
beskrevet i Eksempel 17. Pfu vWF (antigen) delt med pfu kasein (aspesifikk binding) =
anrikning.

Tabell 13. Resultater av screening i ELISA av individuelle kolonier for binding til
VWF og til A1 domenet av vWF som beskrevet i Eksempel 18.

Tabell 14. Resultater etter en runde av MATCHM pa pBAD-Oprl-A1 celler som
beskrevet i Eksempel 19.

Tabell 15. Inhibering av blodplateaggregering ved hay skjeer (1600s-1) som
beskrevet i Eksempel 23.

Tabell 16. Inhibering av blodplateaggregering ved lav skjser (300s-1) som beskrevet
i Eksempel 23.

Tabell 17. Inhibering av blodplateaggregering ved hgy skjaer (1600s-1) som
beskrevet i Eksempel 25.

Tabell 18. Inhibering av blodplate aggregering ved lav skjeer (300s-1) som beskrevet
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i Eksempel 25.

Tabell 19. Utbytter etter ekspresjon og rensing av bi-spesifikke konstrukter som
beskrevet i Eksempel 27.

Tabell 20. 1C50 verdier for bi-spesifikke nanobodies for A1 og A3 domenene av VWF
som beskrevet i Eksempel 29.

Tabell 21. Inhibering av blodplateaggregering at hey skjeer (1600s-1) som beskrevet
i Eksempel 30.

Tabell 22. Inhibering av blodplateaggregering ved lavskjser (300s-1) som beskrevet i
Eksempel 30.

Tabell 23. Plakkdannende enheter (pfu) etter en runde panorering pa collagen type |
som beskrevet i Eksempel 31. Pfu VWF (antigen) delt pa pfu kasein (aspesifikk binding)
= anrikning.

Tabell 24. Antall kloner som binder til collagen type | og type lll etter en runde
seleksjoner som beskrevet i Eksempel 32.

Tabell 25. Immuniseringsskjema for humant serum albumin ifglge eksempel 41.
Tabell 26. Resultater etter en og to runder panorering pa mus serum albumin som
beskrevet i Eksempel 45.

Tabell 27. Kloner ble selektert etter en og to runder seleksjon og periplasmiske
ekstrakter ble preparert. Disse klonene analysert i ELISA for binding til humant og mus
albumin som beskrevet i Eksempel 46.

Tabell 28. IC50 verdier for bi-spesifikke nanobodies mot albumin og mot vIWF som
beskrevet i Eksempel 54.

Tabell 29. Sekvenser av primerne benyttet for humanisering av C37 som beskrevet i
Eksempel 64.

Tabell 30. Aminosyresekvenslisting av peptidene ifalge foreliggende oppfinnelse og
av human von Willebrand faktor (WVF). Sekvensene av human vWF indikerer
henholdsvis A1 og A3 domener med uthevede bokstaver.

Tabell 31. Resultater etter to panoreringsrunder pa rA1 domenet av vVWF som
beskrevet i Eksempel 66.

Tabell 32. ELISA analyser v selekterte kloner for binding til rA1 og vVWF som

beskrevet i Eksempel 67.
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Tabell 1: Immuniseringsskjema benyttet for lama002 ifelge eksempel 1.

Lama002 vWF | Collagen | Collagen
Dager av immunisering Typel | Typelll
0 100 pg | 100pg | 100 pg
7 100 pg | 100pg | 100 pg
14 50ug ¢ 50pg 50 ug
21 50pg | 50pg | 50pg
28 50pg | 50ug | 50ug
35 50pg | 50pg | 50pug

Tabell 2: Plakkdannende enheter (PFU) etter en eller to runder panorering pa vVWF

sammenlignet med PBS-kasein som beskrevet i eksempel 4. Pfu vVWF (antigen) delt pa

pfu kasein (aspesifikk binding) = anrikning

Runde Pfu vWf Pfu kasein Anrikning
Ferste 1x107 2,5x10° 40
Andre 5x 108 2,5x10° 200

Tabell 3: Antall inhibitorer versus antallet kloner testet etter den fe@rste og andre runden

panorering som beskrevet i eksempel 5.

Runde Antallet inhibitorer versus antallet testede kloner
Forste 4/800
Andre 4/96
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Tabell 4: Utbytte (mg/liter kultur) etter ekspresjon og rensing av VHH dyrket i WK6 E.

coli celler som beskrevet i eksempel 6.

Navn pa VHH Utbytte (mg/liter kultur)
22-21-34 1,4
T76 2,9
AM-4-15-3 2,2
22-41-16 2,8
C37 3,8
AM-2-75 3,6

Tabell 5: OD 405 nm for binding av VHH i ELISA til vHF og 3 antigener som ogsa ble

immunisert i lama002 ifglge eksempel 8.

Tabell 6: Konsentrasjon av VHH (nM) som var nedvendig for & inhibere binding av vWf

OD405 nm vWF Antigen 1 Antigen 2 Antigen 3

nM 670 | 67 | 6.7 | 670 | 67 | 6.7 | 670 | 67 | 6.7
T76 0.05{0.05/0.05(0.060.060.04 0.04|004]|0.03
22-2L-34 4 0.06 1 0.0 [{0.10;0.10 | 0.07 | 0.05 | 0.06 | 0.05 [ 0.03
22-4L-16 0.100.11[0.15]0.11 | 0.05 [ 0.08 | 0.07 | 0.03
[ C37 010;0.12)0.12 0.11 ] 0.08 | 0.10 ! 0.08 | 0.06
AM-2-75 0.11]0.12]0.14 | 0.11{0.09| 0.10{ 0.13 [ 0.05
AM-4-15-3 012;012;0.12|0.11]0.10{ 0.10| 0.10 | 0.08

til kollagen med 50% (IC50) som beskrevet i eksempel 9.

Navn pa VHH

IC50 (nM) humant plasma 1/60

IC50(nM) ufortynnet humant

plasma
22-21-34 10 -
T76 30 -
AM-4-15-3 7 200
22-41-16 4 1000
C37 3 -
AM-2-75 2 100
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78

kollagen som beskrevet i eksempel 11.

Navn pa VHH Binding til A3-domenet av vWf
22-21-34 Ja

T76 Nei

22-41-16 Nei

C37 Ja

AM-2-75 Ja

Tabell 8: Utbytte av renset protein (mg) per liter kultur for bivalente og bi-spesifikke

VHHs som beskrevet i eksempel 12.

NHZ-terminal VHH | COOH-terminal VHH| Utbytte mg/liter kultur
AM-2-75 AM-4-15-3 3.2
AM-4-15-3 AM-4-15-3 2.3
AM-4-15-3 AM-2-75 4.0
AM-2-75 AM-2-75 1.0
AM-2-75 22-41-16 3.0

Tabell 9: IC50-verdier for monovalent sammenlignet med bivalente og bi-spesifikke

VHHS. Inhibering ble testet med humant, svine og bavian plasma som beskrevet i

eksempel 14.

10
Farste Andre IC50 (ng/ml) IC50 (ng/ml) pavian | IC50 (ng/ml)svine
VHH VHH human plasma plasma plasma
AM-2-75 150 400 50
AM-4-15-3 50 200 40
22-41.-16 15 70 7
AM-2.75 | AM-4-15-3 3 6
AM-4-15-3 | AM-2.75 2 3
AM-4-15-3 | AM-4-15-3 5 10 7
AM-2-75 | 224L-16 8 20 10
AM-2-75 | AM-2-75 5




Tabell 10: inhibering av blodplateaggregering ved hay skjaer (1600s') som beskrevet i

79

eksempel 16.
Konsentrasjon % inhibering
{ng/mi]

AM-2-75 0.2 0
AM.-2-75 0.3 12
AM-2-75 0.4 56
AM-2.75 0.6 97
AM-2-75 0.8 96
AM-4-15-3 0.05 0
AM-4-153 0.1 75
AM-4.15-3 0.25 74
AM-4-15-3 0.5 86
AM-4-15-3 1 o1
22-41. 16 0.1 32
22-41..-16 0.5 54
22-4L-16 0.75 86
22-41L. 16 2 97
22-41L.16 10 99
AM-4-15-3/AM-4-15-3 0.05 0
AM-4-15-3/AM-4-15-3 0.075 23
AM-4-15-3/AM-4-15-3 0.1 37
AM-4-15-3/AM-4-15-3 0.156 56
AM-4-15-3/AM-4-15-3 0.2 28
AM-4-15-3/AM-4-15-3 1.9 100
AM-4-15-3/AM-2-75 1.9 100
AM-2-75/AM-4-15-3 0.05 .2
AM-2-75/AM-4-15-3 0.1 36
AM-2-75/AM-4-15-3 0.2 96
AM-2-75/AM-4-15-3 0.35 o1
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AM-2-75/AM-4-15-3 0.4 98
AM-2-75/AM-2-75 0.04 5
AM-2-75/AM-2-75 0.1 26
AM-2-75/AM-2-75 0.2 52
AM-2-75/AM-2-75 03 80
AM-2-75/AM-2-75 0.4 99
AM-2-75/AM-2-75 0.83 100
AM-2-75/22-41L.-16 1.17 99

Tabell 11: Inhibering av blodplateaggregering ved lav skjeer (300 s™') som beskrevet i

eksempel 16.
Konsentrasjon % inhibering
[pg/mi]
AM-2-75 10 20
AM-4-15-3 10 17
22-41.-16 10 22
AM-4-15-3/AM-4-15-3 10 23
AM-4-15-3/AM-2-75 10 21
AM-2-75/AM-4-15-3 10 18
AM-2-75/AM-2-75 2 32
AM-2-75/22-4L.-16 10 13

Tabell 12: Plakkdannende enheter (pfu) etter en runde panorering pa vWf som
beskrevet i eksempel 17. Pfu vWf (antigen) delt pa pfu kasein (aspesifikk binding)

=anrikning
Pfu vWf Pfu kasein Anriking
1,5x 107 1 x 104 1500
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Tabell 13: Resultater av screening i ELISA for individuelle kolonier for binding til vVWF

og A1-domenet av vWF som beskrevet i eksempel 18.

Antallet kloner +ve for vWF/antall testet

Antallet kloner +ve for A1/antall testet

344/380

5/570

Tabell 14: Resultater etter en runde MATCHM pa pBAD-Oprl-A1-celler som beskrevet i

eksempel 19.

Runde Antallet kloner +ve for vWF/antall

testet

Antallet kloner +ve for A1/antall testet

Ferste

1/96

Andre 45/348

12/348

Tabell 15: Inhibering av blodplateaggregering ved hey skjaer (1600 s') som beskrevet i

eksempel 23.
Konsentrasjon % inhibering
[ng/mi]
2A1-41L-129 13.5 26
2A1-4L-129 20 50
2L-A1-15 0.7 30
2L-A1-15 25 45
A50 10.2 20
2A1-4L-79 11.1 20
2A1-41-34 11.1 3
Z29 10.6 0
153 9.7 0
M53 10.6 0
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Tabell 16: Inhibering av blodplateaggregering ved lav skjzer (300 s™') som beskrevet i

eksempel 23.
Konsentrasjon % inhibering
[ng/mi]
2A1-4L-129 10
2L-A1-15 10
A50 25
2A1-4L-79 25 15

Tabell 17: Inhibering av blodplateaggregering ved hay skjeer (1600 s™') som beskrevet i

eksempel 25

Konsentrasjon [ug/mi]

% inhibering

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

25

54

2LA1-15/2LA1-15

25

45

Tabell 18: Inhibering av blodplateaggregering ved lav skjzer (300 s') som beskrevet i

eksempel 25

Konsentrasjon [ug/mi]

% inhibering

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

25

0

2LA1-15/2LA1-15

25

23

Tabell 19: Utbytte etter ekspresjon og rensing av bi-spesifikke konstrukter som

beskrevet i eksempel 27.

NH2 terminal VHH | COOH-terminal VHH | Utbytte mgl/liter kultur
2A1-4L-79 AM-4-15-3 7.5
2A1-41L-79 AM-2-75 2
2A1-4L-79 22-41-16 2.5
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Tabell 20: IC50-verdier for bi-spesifikke nanobodies for A1- og A3-domenet av vWF

10

som beskrevet i eksempel 29.

NH2-terminal VHH | COOH-terminal VHH | IC50 {ng/mi)
2A1-4L-T9 AM-4-15-3 10
AM-4-15-3 - 45
2A1-4L-79 AM-2-75 12
AM-2-75 - 40
2A1-4L-79 224116 10
22-4L.-16 - 10
2A1-4L-79 - >10000

Eksempel 21: Inhibering av blodplateaggregering ved hay skjeer (1600 s™') som

beskrevet i eksempel 30.

Konsentrasjon | % inhibering

[ng/mi]
2A1-41L-79/AM-4-15-3 12 100
2A1-4L-T9/AM-2-75 0.02 0
2A1-4L-79/AM-2-75 0.1 28
2A1-4L-79/AM-2-75 0.5 79
2A1-4L-79/AM-2-75 1 95
2A1-4L-79/22-4L-16 12 096

Tabell 22: Inhibering av blodplateaggregering ved lav skjeer (300 s™') som beskrevet i

eksempel 30.
Konsentrasjon % inhibering
[pg/mi]
2A1-4L.-79/AM-4-15-3 10 15
2A1-4L-T9/AM-2-75 10 25
2A1-4L-79/22-4L.-16 10 27
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Tabell 23: Plakkdannende enheter (pfu) etter en runde panorering pa collagen type |

som beskrevet i eksempel 31. Pfu VWF (antigen) delt pa pfu kasein (aspesifikk binding)

= anrikning

Fag eluert fra collagen type | 5x10°
Fag eluert fra kasein 4 x 104
Anrikning 100

Tabell 24: Antall kloner som binder til collagen type | og type lll etter en runde

panorering som beskrevet i eksempel 32.

Collagen Type | 15/32
Collagen Type lll 7/32
Casein ' 0132

Tabell 25: Immuniseringsskjema for humant serumalbumin ifalge eksempel 41.

Dag av immunisering HSA
Lama006
0 100 ug
7 100 ug
14 50 ug
21 50 ng
28 50 ug
35 50 ug

Tabell 26: Resultater etter en og to runder av panorering pa mus serumalbumin som

beskrevet i eksempel 45.

Farste runde

Andre runde

Pfu mus serumalbumin 2,56x10’ 2,56x107
Pfu kasein 5x10° 2,56x10°%
Anrikning 5000 10000
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Tabell 27: Kloner ble valgt etter en og to runder seleksjon og periplasmiske ekstrakter
ble preparert. Disse klonene ble analysert i ELISA for binding til humant og mus

albumin som beskrevet i eksempel 46.

Ferste runde Andre runde
ELISA mus serumalbumin 1/16 15/16
ELISA humant serumalbumin 1/16 15/16
ELISA kasein 0/16 0/16

Tabell 28: IC50-verdier for bi-spesifikke nanobodies mot albumin og mot vWF som

beskrevet i eksempel 54.

IC50 {ng/mi)
AM-2-75 100
MSA21/AM-2-75 60
AM-4-15-3 155
MSA21/AM-4-15-3 245
22-4.-16 100
MSA21/22-4L-16 140

Tabell 29: Sekvenser av primere benyttet for humanisering av C37 som beskrevet i

eksempel 64.

Mutasjon | Templat | Primersekvens

A748+N75 | Wild 5¢-AGA GAC AAC TCC ARG AAC ACG CTG TAT CTG CAR
K+DPBAA type ATG AAC AGC CTG AGA GCT GAG GAC ACG-3°

(SEQ ID N° 76)

Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
Met Asn Ser Leu Arg 3la Glu Asp Thr
{SEQ ID N° 77)
ATAGINTE | A745+NTE | 5'-AT TAC TGT GOT ARA GGG GOC GGT ACT AGT F.37
K+PB4A+R | K+PB4A {(SEQ ID Ne 78)
94K Tyr Cys Ala Lys Gly Ala Gly Thr Ser
(SEQ TD N° 79)

N28T+N30 | AT484N75 | 5/ -TCC TIGT GCA GCC TCC GGA TTC ACT TTC AGT TGG

8 K+P84A+R | TA-3¢ (SEQ TD N° 80}

A7AS+NTS | 94K Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Sar Trp
K+PB4A+R {SEQ ID N° 81)

94K
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Tabell 30: Aminosyresekvensliste til peptider ifslge foreliggende oppfinnelse og human

von Hillebrand faktor (vWF). Sekvensen til human vWG indikerer henholdsvis A1 og A3

86

domenene i fete typer.

Navn

|Seq. ID Nr| Sekvens

FANELIvNE, AYTVHE:

37

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNFNWYPMSWVRQAPGKGLEWVSTIS '

1
TYGEPRYADSVKGRFTISRDNANNTLYLOMNSLRPEDTAVYYCARGAGTSSY
LPORGNWDQGTQVTISS
c37- 2 QVQLOESGEGLVQPGGSLRLECAASGF TFSWYPMSHWVROAPGKGLEWVSTIS
hum TYGEPRYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCAKGAGTSSY
LPQRGNWDQGTQVTISS
AM-2- 3 QVOLQESGGELVOPGGSLRLSCAASGFNFNWYPMSWVROAPGKGLEWVETIS
75 TYGEPRYADSVKGRFTISRDNANNTLYLOMNSLRPEDTAVYYCARGAGTSSY
LPORGNWDOGTQVTVSS
22-2L~ | & QVOLQDSGGELVQAGGSLRLSCAASVRIFTSYAMGWFRQAPGKEREFVARIN
34 RSGRSTYYSDSVEGRFTISRDNAKNTVSLOMDSLKLEDTAVYYCARDYSGSY
TSLWSRPERLDWGQETQVEIVES
22-4L- 5 QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASCGRTF S SYAMGWFROAPGKEREFVAATLS
16 WSGGSTYYADSVRGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCVADTGGEIS
WIRTQGYNYWGQGTQVTVSS
T76 6 QVOLOESGGGLVQPGESLRLSCAASGS I FSINTMGWYGOAPGRORELVASIT
FEGVTNYADSVEGRFTISRONTNDTVYLQMNSLKPEDTAVY ICNAVIWGGLT
NYWGQATQVTIVSS
AM-4- 7 OVQOLODSGGGLVQPGGSLRLACAASGE IFSINSMENYROAPGKORELVAHAL
15-3 ADGSASYRDSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLEKPEDTAVYYCNTVPSSVTK

GYWGQGETQVTVES

Anti-vWF A3 domene VHH: bivalent eller bispesifikt

QVQLQDSGGGLVQPGGSLRLACAASGSI FS INSMGWYRQAPGKQRELVAHAT.

ADGSASYRDSVKGRFTISRDNARNTVYLOMNSLEKPEDTAVYYCNTVPSSVTK
GYWGQGTQVTVS SEPKTPKPQPAAAQVQLODSGGGLVOPGESLRLACARSGS
IFSINSMAGWYRQAPGKORELVAHATLADGBSASYROSVKGRFTISRDNARKNTVY
LOMNSLKPEDTAVYYCNTVPSSVIKGIWGRGTQVIVES

AM-4- L) QVQLODSGGELVQPGGESLRLACAASGS IFS INSMAWYRQAPGKORELVAHAT,
15- ADGSASYRDSVKGERFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCNTVPSSVTK
3/AM- GYWGQGTQVIVSSEPKTPKPOPAAAQVOLOESCGELVOPGESLRLSCAASGF
2-75 NFNWYPMSWVROAPGKGLEWVSTISTYGEPRYADSVKADSPSSETTPTTRCI
CNEQPETEDTAVYYCARGAGTSSYLPQRGNWDQGTQVTVSS
AM-2- 10 QVQLOESGGELVQPAASLRLSCAASGFNFNWYPMSWVRQAPGKGLEWVSTIS
75/AM- TYGEPRYADSVKGRFTISRDNANNTLYLOMNSLRPEDTAVYYCARGAGTSSY
4-15-3 LPQRGNWDQGTQOVTVSSEPKTPKPOPARAQVOLODSGEGLVOPGGSLRLACA
ASGSIFSINSMGWYRQAPGKQRELVAHALADGSASYRDSVKGRFTISRDNAK
NTVYLOMNSLKPEDTAVYYCNTVPSSVIKGYWOQGTQVTVES
AM-2- 11 QVOLOBSGEEGLVQPGGSLRLSCAASGFNFNWYPMSWVRQAPGKGLEWVSTIS
75/AM- TYGEPRYADSVFKGRFTISRDNANNTLYLOMNSLRPEDTAVYYCARGAGTSSY
2-75 LPORGNWDQGTQVTVSSQVOLOESGGELVQPEGSLRLECAASGFNFNWYPMS
WVROAPGKELEWVSTISTYGEPRYADSVKGRFTISRONANNTLYLOMNSLRP
. EDTAVYYCARGAGTSSYLPQRGNWDQATQVIVES
AM-2- 12 OVOLQESGGGLVOPEGSLRLECAASGFNFNWY PMEWVROAPGRGLEWVSTIS
75/22- TYGEPRYADSVKGRFTISRDNANNTLYLOMNSLRPEDTAVYYCARGAGTSSY
4L-16 LPQRGNWDQGTQVIVSSEPKTPKPQPAAAQVOLVESGEGLVQAGGSLRLSCA

ASGRTFSSYAMGWFROAPGKEREFVAAISWSGGSTYYADSVKGRFTISRDNA

| KNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCVADTGGISWIRTQEYNYWGQGTQVTVSS

)

v Anti-vWF + anti-mus serumalbumin VHH
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Mga21/ |13 QVOLQESGEGLVQPGGSLRLSCEASGFTFSRFAMTRVROAPGRGVENVSGIS
AM-2- SLEDSTLYADSVKGRFTSRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLNPG
75 GQGTQVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLOESGEGLVQPGGSLRLSCAASGFNFN
WYPMSWVRQAPGKGLEWVSTISTYGEPRYADSVKADSPSSETTPTTRCICHE
QPETEDTAVYYCARGAGTSSYLPQRGEWDQGTQVIVSS
Msaz21/ | 14 QVQLOBESGEELVQPGGSLRLSCEASGFTFSRFGMTWVRQAPGKGVEWVSGIS
AM-2- SLEDSTLYADSVKGRFTSRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLNPG
15-3 GOATQVTVS SEPKTPKPQPAARQVOLODSGEEGLVQOPGGSLRLACAASGSIFS
INSMGWYRQAPGKQRELVAHALADGSASYRDSVKGRFTISRDNAKNTVYLCM
NSLXPEDTAVYYCNTVPSSVTKGYWEQGTQVTVSS
Msa21/ |15 QVQLOESGGEGLVQPGGSLRLSCEASGFTFSRFGMTWVROAPGKGVEWVSGIS
22-4L- SLGDSTLYADSVKGRFTSRDNARNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLNPG
16 GQGTQVTVSSEPKTPKPOPAAAQVOLVESGEGLVQAGESLRLSCAASGRTES

SYAMGWFROAPGKEREFVAATSWSGGSTYYADSVRGRFTISRDNAKNTVYLQ
MN SLKPED’I‘AVYYCVADTGGISWIRTQGYNYWGQGTQVTVSS

NS ErTCr

Ant-mus serumalbﬁmln \7HH

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCEASGFTFSRF‘GMTWVRQAPGKGVEWSGIS
SLGDSTLYADSVKGRFTISRDNARNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLNP
GGQUETQVTVSS

M5AZ24

17

QVQLQESGGGLVOPGNSLRLSCAASGFTFRNFGMSWVRQAPGKEPEWVSSIS
GSGSNTIYADSVKDRFTISRDNAKSTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGESLSR
8SQGTQVTVSS

MSA210

18

QVQLOESGECLVQPGGSLRLTCTASGFTFSSFGMSWVROAPGRGLEWVSAIS
SDSGTRNYADSVKGRFTISRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYCVIGRGSPS

SQGTQVTVSS

MBA212

19

QVQLOESGEGLVQPEESLRLTCTASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGLEWVSATS
ADGSDEKRYADSVKGRFTISRDNGKKMLTLDMNSLXKPEDTAVIYCVIGRGSPA

SQGTQVTVSS

MSAclé

49

AVQLVESGGEGLVQAGDSLRLSCVVSGETTFSSAAMGWFROAPGKEREFVGATK
WSGTSTYYTDSVKGRFTISRDNVENTVYLOMNNLKPEDTGVITCAADRDRYR
DRMGPMTTTDFRFWGQGTOVTVSS

MsAcll
5

50

QVKLEESGGELVQTEGSLRLESCAASGRTFSSFAMUWFROAPGREREFVASIC
SSGITINYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTGLCYCAVNRYGIP
YRSGTQYQNWGQGTQVTVSS

MsAcll
0

51

EVQLEESGGGLVQPGGSLRLSCAASGLTFNDYAMGWYRQAPGKERDMVATIS
IGCRTYYADSVKGRFTISRDNARNTVYLOMNSLKPEDTAIYYCVAHRQTVVR

GPYLLWGQGTQVIVSS

Msacll
4

52

QVQLVESGGEKLVQAGGSLRLSCAASGRTFSNYAMGWFROAPGKEREFVAGSG
RSNSYNYYSDSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCAASTHLWP
RDRNLYAYWGQGTQVIVSS

MsaAcll
6

53

EVQLVESGGGELVQAGDSLRLSCAASGRSLAIYRMGWFRQVPGKEREFVAAILS
WSGGTTRYLDSVKGRFTI SRDSTKNAVYLOMNSLKPEDTAVYYCAVDSSCGRL

YWTLSTSYDYWGQGETQVIVSS
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MSAcll
8

54

QVOLVEFGGGLVQAGDSLRLSCAASGRELGIYRMAWFRQVPGKEREFVAALS
WSGGETTRY IDSVEKGRFTLSRDNTENMVYLOMNSLKPDDTAVY YCAVDSSGRL
YWTLSTSYDYWGQGETQVTVSS '

MSAclS

55

EVQLVESGGCLVQAGGESLSLSCAASGRTFSPYTMGWFROAPGKEREFLAGVT
WSGSSTFYGDSVKGRFTASRDEAKNTVTLEMNS LNPEDTAVY Y CAAAYGGGL

YRDPRSYDYWGRGTQVTVSS

MSclll

56

AVQLVESGGGELVQAGGSLRLSCAASGFTLDAWP IAWFROAPGKEREGVSCIR
DETTYYADSVEGRFTISSDNANNTVYLQTNSLKPEDTAVYYCAAPSGPATGS
SHTFGTYWNLRDDYDNWGQGTQVTVSS

MSAcll
5

57

EVQLVESGAIGLVQAGGSLRLSCAASGFTFDHY TIGWFRQVPGKEREGVSCIS
SSDGESTYYADSVKGRFTISSDNAKNTVYLOMNTLEPDDTAVY YCAAGGLLLR

VEELQASDYDYWGQGIQVTVSS

MSacls

58

AVOLVDSGGEELVQPGGSLRLSCTASGFTLDYYAIGWFRQAPGKEREGVACIS

NSDGSTYYGDSVKGRPTISRDNAKTTVYLOMNSLRKPEDTAVYYCATADRHYS |

ASHHPFADFAFNSWGQGTQVTVSS

MSAcl7

59

EVOLVESCGGGLVQAGGSLRLSCAAYGL.TFWRAAMAWFRRAPGKERELVVARN
WGDGSTRYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCAAVRTYGS
ATYDIWGQGTQVTIVSS

Msacl2

0

60

EVQLVESGGGRLVODGGSLRLSCIFSGRTFANYAMGWFROAPGKEREFVAATN
RNGGTTNYADALKGRFTISRDNTKNTAFLOMNSLKPDDTAVYYCAAREWPFS
TIPSGWRYWGQGTQVTVSS

MSAcl4

61

DVOLVESGGGWVQPGGSLRLSCAASGPTASSHAIGWFROAPGKEREFVVGEIN
RGGVTRDYADSVKGRFAVSRDNVKNTVYLOMNRLKPEDSAIYICAARPEYSE
TAMSKGDMD YWGKGTLVIVSS

Anti VWF A1-domene VHH + anti YWWG A3 domene VHH mﬁﬁ
OVOLODSGARLVKAGASLRLSCAASGRTFSSLPMAWFEQAPGKE
SDSSTLYTSSVRGRFTISRDNGENTVYLOMMNLKPEDTAVYYCAARSSARSS
GIYYREGSYAYWGQOTOVTVSSEPKTPKPQPAAROVOLODSGGGLVOPGGEL
RLACAASGSIFSINSMOWYRQAPGKORELVAHALADGSASYRDSVKGRFTIS
RDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCNTVPSSVTKGYWGQGTQVTVSS

2Al1- 21 QVQLODAGGRLVKAGASLRLSCAASGRTFSSLPMAWFROAPGKEREFVAFIG
4L- SDSSTLYTSSVRGRFTISRDNGEKNTVYLOMMNLKPEDTAVYYCAARSSAFSS
79/AM~ GIYYREGSYAYWGQGTQVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLOESGGGLVOPGGSL
2-75 RLSCAASGFNFNWYPMSWVRQAPGROLEWVSTISTYGEPRYADSVKADSPSS
ETTPTTRCICNEQPETEDTAVY YCARGAGTSSYLPOQRGHWDQGTQVTVSS
2A1- 22 QVOLODSGERLVKAGASLRLECAASGRTFSSLPMAWFROAPGKEREFVAFIG
4L~ SDSSTLYTSSVRGRFTISRDNGKNTVYLOMMNLKPEDTAVY YCAARSSAFSS
79/22- GIYYREGSYAYWEQGTQVTVSSEPKTPRKPQPAAAQVQLVESGGGLVQAGESL
4 RLSCAASGRTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAALSWSGESTYYADSVRKGRFTI
L-16 SRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCVADTGGI SWIRTQGYNYWGQGTQVTV

S8

e Anti VWWF A1-domene VHH

QVOLOESGEGLVQAGGSLRLECAASGRT PSSYRMGWFRQAPGKEREFVAATS

RRGDNVYYADSVRKGRFATSRDNAESTLYDOMNSLKPEDTAVYYCAAHVTVEA
ITLSTSTYDYWGQETQVIVSES

I53 24 QVQIODSGECLVOAGGSLRLSCAASGRTKDMAWFROPPGKEREFVAVIYSSD
GSTLVAASVKGRPFTI SRONAKNTVYLOMTSLKPADTAVYYCATSRGYSGTYY
STSRYDYWTGGTOVIVSS

229 25 QVQLOESCGGGESVOAGDSLTLSCAASGRT PEMHAMGWFRQAPGKEREFVAA LS
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PSAFTEYADSLKGRFTVSRONAKKLVWLOMNGLKPEDTARY YCAARRGAFTA
TTAPLYDYWGQGTQVIVSS

M53 26 OVOLQDSGGEELVOAGESLRLSCGTSGRTFGRRAMAWFROAPGKERQFVAWIA
RYDGSTLYADSVKGRFTISRDDNKNTMYLHMNNLTPEDTAVY YCAAGPRGLY
YESRYEYWGQATLVTVSS

221~ 27 QVOLODSGERLVKAGASLRLSCAASGRTFSSUPMAWFROAPGKEREFVAFIG

4L,-79 SDSETLYTSSVRGRFTISRDNGKNTVYLOMMNLKPEDTAVYYCAARSSAFSS
GIYYREGSYAYWGQATQVTVSS

271~ 28 QVOLOESGGGLVQAGASLRL.SCAASGRSFSSYPMAWFROAPGKEREFVVIIG

4L-129 SDHSTLYSTSVRGRFTISRONAKNTVYLOMMNLKPEDTAVY YCAARNSAWSS
GIYYRETSYDYWGEQGETQVTVSS

2Al1- 29 QVOLODSGGEGSVQAGASLRLSCAASGGTFSSYAMARFROAPGKEREFVGFIG

4T,-34 SDESTLYSSSVRGRFTISRDNAKNTVALQMMNLKPEDTAVY YCAARARYSGI
YYRETDYPYWGOCGTQVIVSES

2Al1-~ 30 QVOLQESGGGELVQAGASLRLSCTASGRSFGGFPMGWFRQAPGKEREFVSGLT

45L-78 RSLFTVYADSVEGRFTVSTDNTKNTVYLOMNSLXPEDTAVYYCARRPDLYAY
SRDPNEYDYWGQGETQVIVSS

2LAl- 31 OVOLODSGEGLVQSGGSLRLACAASGRIVSTYAMGWFRQSPGREREFVATVK

15

TQVIVSS

GRFTISRONAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCAKTKRTGIFTTARMVDYWGOG

2A1-

Anti VWF A1-domene VHH : bispesifikk og bivalent VHH F‘d
OVOLODSGGRLVKAGASLRLSCAASGRTFSSLPMAWFRQAPGREREFVAFY

32
4L- SDSSTLYTSSVRGRFTISRDNGKNTVYLOMMNLKPEDTAVYYCAARSSAFSS
79/2a1 GIYYREGSYAYWGQGTQVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLODSGARLVKAGASL
-4L~79 RLSCAASGRTFSSLPMAWFRQAPGKEREFVAFIGSDSSTLYTSSVRGRFTIS
RDNGKNTVYLOMMNLKPEDTAVYYCAARSSAFSSGIYYREGSYAYWGQGTQV
TVES
2LAL- 33 QVQLODSGEELVOSGGSLRLACAASGRIVSTYAMGWFROSPGRKEREFVATVK
15/2LA GRFTISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCAKTKRTGIFTTARMVDYWGOG
1-15 TQVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLQDSGEGLVQSGESLRLACAASGRIVSTYA
MGWFRQSPGKEREFVATVKGRFTI SRONAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCAK
TKRTGIFTTARMVDYWGQGTQVTVSS
AS0/AS | 24 QVQLQESGEGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSSYRMGWFRQAPGKEREFVAATS

RRGDNVYYADSVKGRFAISRDNARSTLYLOMNSLKPEDTAVYYCAAHVTVSA
ITLSTSTYDYWEQETQVIVSSEPKTPRPOPAAAQVQLOESGGALVOAGGSLR
LSCAASGRTFSSYRMGWFROAPGKEREFVAAT SRRGDNVYYADSVKGRFALS
RDNAESTLYLOMNSLKPEDTAVYYCAAHVTVSAITLS TSTYDYWGQATQVTV

S8

; *AntnchIIag@n,vyH

35

QVQLQESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFRR_YAMGWYRQAFGKQRELVAAIT .
SGGRTSVADTVKGRFTISSDNAKNTVYLOMNSLKPEDAAVY YCTLYNSTINY
YNQSPSSWGQGTQVIVSS

36

QVOLQDSGEGLVQAGGSLRLSCAASGRTFRRYAMGWY ROQAPGKORVLVAALT
SNGRPSVADSVKGRFTISSDTAKNTVYLOMNSLKPEDTALY YCTLYNTSADY
YNQSPSSWEQGTQVTVLS

37

QVOLOBSGECLVQAGDSLRLSCAASGRTFIMGWFROAPGKERQFVAALTWTG
(G8PVYADSVKGRFTTWRVLONNTVYLEMNSLKPEDTAVYHCARARTYYGNTS
EYYDYWGQGETQVTVSES

Anti VWF VHH : humanisert
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C37-3

38

QVOLORSGEGLVQPGESLRLSCAASGFNFNWY PMSWVROAPGKGLEWVSTIS
TYGEPRYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGAGTSSEY
LPQRGNWDQGTQVTISS

C37-4

39

QVQLOESGEELYQPGGSLRLSCAASAFNFNWYPMSWVYRQAPGKGLEWVSTIS
TYGEPRYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRARDTAVY YCAKGAGTSSY
LPQRGNWDQGTQVTISS

C37-8

40

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSWYPMSWVRQAPGKGLEWVSTIS
TYGEPRYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGAGTSSY

LPQRGNWDQGTQVTISS

C37-10

41

EVQI:I:ESGGGLVQPGGS.LRLSCAASGFTFSWYPMSWVRQAPGKGLEWVSTIS
TYGEPRYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGAGTSSY
LPORGNWDQATLVIVSS

Humanisert anti-vWF VHH + anti-mus serumalbumin VAR ':?

)
|

QVQLOBSGEGLVQPGGSLRLEBCEASGFTFSRFGMTWVRQAPGRKGVEWVSGIS
SLGPSTLYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLNP
GGOATOVTVSSEPKTPKPQPAARQVOLORESGAGLVQPGESLRLSCAASGRTE
SWYPMSWVRQAPGKGLEWVSTISTYGEPRYADSVEGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGAGTSSYLPQRGNWDQGTQVTISS

MSA24/ |43 QVOLOESGGGLVQPGNSLRLSCAASGF TFRNFGMSWVROAPGKEPEWVSSIS

C37- GSGSNTIYADSVEKDRFTI SRDNAKSTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGESLSR

hum SSOETOVTVSSEPKTPKPQPARAQVQLOESGGGLVQPEGSLRLSCAARSGEFTE
SWYPMSWVRQAPCKGLEWVSTISTYGEPRYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGAGTSSYLPQRGNWDQGTQVTISS

MSA210 | 44 OVQLQESEECLVQPGESLRLTCTASGFTFSSFGMESWVROAPGKELEWVSATS

/ C37- SDSGTKNYADSVKGRFTISRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYCVIGRGSPS

hum SOGTOVIVSSEPKTPRPQPAAAQVOLOESGGGLVOPGESLRLECAASEFTFS
WYPMSWVRQAPGKGLEWVSTISTYGEPRYADSVKGRFTI SRDNSKNTLYLOM
WSLRAEDTAVYYCAKGAGTSSYLPORGNWDQGTQVTISS

MSA212 | 45 QVQLOESGGELVQPGESLRLTCTASGFTFRSFGMSWVROAPGKGLEWVSAIS

/ Cc37- ADGSDKRYADSVKGRFTI SRODNGKKMLTLDMNSLKPEDTAVYYCVIGRGSEA

hum SQGTQVTVSSEPKTPRPQPAAAQVOLOESGGCLVOPGGSLRLSCAASGFTES

NSLRAEDTAVYYCAKGAGTSSYLPORGNWDQGTQVTISS

WYPMSWVRQAPGKGLEWVSTISTYGEPRYADSVKGRFTI SRDNSKNTLYLQOM

Antikollagen VHH : bispesifikt

3Pl-

OVOLOESGGGLVOAGGSLRLSCARSGRTFRRYAMGRY ROAPGKORELVARLT |

46
31/3p2 - SGERTSVADTVKGRFTISSDNAKNTVYLOMNSLKPEDAAVYYCTLYNSTTNY
-31 YNQSPSSWGQGTOVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLOESGGGLVOAGDSL.RLSC
AASGRTFTMGWFRQAPGKERQFVAALTWTGESPVYADSVKGRFTTWRVLDNN
TVYLHMNSLKPEDTAVYHCARARTYYONI SEYYDYWGQGTOVIVSS
3L- 47 QVOLQDSGGEELVQAGGSLRLSCAASGRTFRRYAMGWYROAPGKORVLVAATT
41/3p2 SNGRPSVADSVKGRFTISSDTARNTVYLOMNSLKPEDTALYYCTLYNTSADY
-31 YNQSPSSWEQGTQVTVLSEPKTPKPQPAAAQVOLOESGEGLVQAGDSLRLSC

AASGRTFTMGWFRQAPGKERQFVAALTWTGGSPVYADSVKERFTTWRVLDNN
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TVYLHMNSLKPEDTAVYHCAAARTYYGNI SEYYDYWGQG‘I’QVTVSS

oniformation-specificianti Sy WRSVHE S © 7

"’.b*:'.-. oy i“i

“EVQLVESGGRLVKAGASLRLSCAASGRTFS SLPMAWFRQAPGKEREFVAF e
SDSSTLYTSSVRGRFT ISRONGKNTVYLOMMNLKPEDTAVY YCAARSSAFSS
GIYYREGSYAYWGQGTOVTVES

Al2

63

QVOLVESGGOLVOAGESLRLECTASGRTFSTYALGWFRQVPGKGREFIAVIY
WRDGSSLYSDSVEGRFTISKDRAKNTVYLOMNSLKPEDTAVY YCANRHDSRG

TYYSSRGYDYWGQETQVTVSS

Al3

64

QVQLVESGGALVQAGESLRLSCAASGRTKDMAWFRQPPGKEREFVAVIYSSD
GSTLVAASVKGRFTISRDNAKNTVYLOMTSLKPADTAVYYCATSRGYSGTYY

STSRYDYWGOGTQVIVSS

QVQLVESGGGLVOAGGSLRLSCAASGRTKDMAWFROPPGKEREFVAVIYSSD
GETLVAASVTGRFTISRONAKNMVYLOMTSLKPADTAVYYCASSRAYSATYY

STSRYDYWGQETQVTVSS

94l Konformasjonsspesifikk anti — vWF VHH

MIPARFAGVLLALALILPGTLCAEGTRGRSSTARCSL
FAGYCSYLLAGECOKRSFSITGDFONGKRVSLEVYLGEFFDIHLFVNGTVTQ
GDORVSMPYASKGLYLETEAGY YKLSGEAYGFVARIDGSGNFPQVLLSDRYFN
KTCGLCGNEFNTFAEDDFMTQEGTLT SDPYDFANSWALSSGEQWCERASPPSS
SCNISSEEMOKGLWEQCQLLKSTSVFARCHPLVDPEPFVALCEKTLCECAGG
LECACPALLEYARTCAQEGMVLYGHTDHSACSPVCPAGMEYRQCVSPCARTC
QSLHINEMCQERCVDGCSCPEGQLLDEGLCVESTECPCVHSGKRYPPGTSLS
RDONTCICRNSQWICSKEECPGECLVTAQSHFKSFDNRYFTFSGICQYLLAR
DCQDHSFSIVIETVQCADDRDAVCTRSVTVRLPGLENSLVKLKHGAGVAMDG
QDIQLPLLKGDLRIQHTVIASVRLSYGEDLOMDWDGRGRLLVKLSPVYAGKT
COLCGNYNGNQOGDDFLTESGLAEPRVEDFGNAWKLHGDCODLOKQHSDPCAL
NPRMTRFSEEACAVLTSPTFEACHRAVSPLPYLRNCRYDVCSCSDGRECLCG
ALASYAAACAGRGVRVAWREPGRCELNCPKGQVYLOCGTPCNLTCRSLSYPD
EECHMEACLEGCPCPPGLYMDERGDCVPKAQCPCYYDGEIFQPEDIFSPHATM
CYCEDGFMHCTMSGVPGSLLPDAVLSSPLSHRSKRSLECRPPMVELVCPADN
LRAEGLECTKTCONYDLECMSMACVSGCLCPPGMVRHENRCVALERCPCFHQ
GKEYAPGETVKIGCNTCVCRDRKWNCTDHVCDATCSTIGMAHYLTFDGLKYL
FPGECQYVLVODYCGSNPGTFRILVGNKGCSHPSVKCKKRVTILVEGGEIEL
FDGEVNVKRPMKDETHFEVVESGRYI ILLLGKALSVVWDRHLS ISVVLKQTY
QEKVCGLCGNFDGIQNNDLTSSNLQVEEDPVDFGNSWKVSSQCADTRKVPLD
S SPATCHNNIMKQTMVDSSCRILTSDVEFQDCNKLVDPEPYLDVCIYDTCSCE
8 IGDCACFCDTIAAYAHVCAQHGKVVTWRTATLCPQSCEERNLRENGYECEW
RYNSCAPACQVTCQHPEPLACPVQCVEGCHAHCPPGRILDELLQOTCVIPEDC
PVCEVAGRRFASGKKVTLNPSDPEHCQICHCDVVNLTCEACQEPGGLVVEPT
DAPVSPTTLYVEDISEPPLHDFYCSRLLDLVFLLDGSSRLSEAEFEVLKAFV
VDMMERLRISOKWVRVAVVEYHDGSHAY IGLRDRERPSELRRIASQVETYAGS
QVASTSEVLEYTLFQIFSKIDRPEASRIALLLMASQEPQRMSRNFVRIVQGL
KERRVIVIPVGIGPHANLKQIRLIERQAPENKAFVLSSVDELEQORDEIVSY
LCDLAPEAPPPTLPPHMAQVTVGPGLRNSMVLDVAFVLEGSDKIGEADFNRS
KEFMEEVIQRMDVGODSIHVIVLQYSYMVTVEY PFSEAQSKCGDILORVREIR
YOGGNRTNTGLALRYLSDHSFLVSQGDREQAPNLVYMVTGNPASDETKRLPG
DIQVVPIGVGPNANVQELERIGWPNAPILIQDFETLPREAPDLVLORCCSGE
GLQIPTLSPAPDCEQPLDVILLLDGSSSFPASYFOEMKSFAKAFISKANTGP
RLTQVSVLOYGSITTIDVPWNVVPEKARLLSLVDVMQREGUPSQIGDALGFA
VRYLTSEMHGARPGASKAVVILVIDVSVDSVDAAADAARSNRVIVFPIGIGD
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RYDAAQLRILAGPAGDSNVVKLQRIEDLPTMVTLGNSFLHKLCS@FVRICMD
EDGNEKRPGDVWTLPDQCHTVTCQPDGOTLLASHRVNCDRGLRPSCENSQEP
VKVEETCGCRWTCPCVCTGSSTRHIVTFDEONFKLTGSCSYVLFOQNKEQDLE
VILHNGACSPEARQGCMKSIEVKHSALSVELHSDMEVIVNGRLVSVPYVGEGN
MEVNVYGAIMHEVRFNHLGHIFTFTPONNEFQLOLSPRIFASKTYGLCEICD
ENGANDEFMLRDGTVITDWKILVOERTVORPGQTCQPILEEQCLVPDSSHCQV
LLLPLFAECHKVLAPATFYAICQODSCHQEQVCEVIASYAHT,CRTNGVCVDW
RTPDFCAMSCPPSLVYNHCEHGCPRHCDGNVSECGDEPSEGCFCPPDKVMLE
GSCVPEEACTQCIGEDGVQHQOFLEAWVPDHQPCQICTCLSGRRKVNCTTORCP
TAKAPTCGLCEVARLRONADQCCPEYECVCDPVSCDLPPVPHCERGLOPTLT
NPGECRPNFTCACRKEECKRVSPPSCPPHRLPTLRKTQCCDEYECACNCVNS
TVSCPLGYLASTATNDCGCTTTTCLPDRKVCVHRSTIYPVGOFWEEGCDVCTC
TDMEDAVMGLRVAQCSQRPCEDSCRBGFTYVLHEGECCERCLPSACEVVTGS
PRGDSQSSWKSVGSOWASPENPCLINECVRVKEEVE IQORNVSCPQLEVEVC
PEGFQLSCKTSACCPSCRCERMEACMLNGTVIGPGKTVMIDVCTTCRCMVQV
GVISGFKLECRKTTCNPCPLGYKEENNTGECCGRCLPTACTIQLRGGQIMTL
KRDETLODGCDTHFCKVNERGEY FWEKRVIGCPPFDEHKCLARGGKIMKIPG
TCCDTCEEPECNDITARLQYVKVGSCKSEVEVDIHYCQGKCASKAMYSIDIN
DVQDQCSCCSPTRTEPMQVALHCTNGSVVYHEVLNAMECKCSPRKCEK

Tabell 31: resultater etter to runder panorering pa rA1 domenet av vVWF som beskrevet

i eksempel 66

Ferste bibliotek Andre bibliotek Tredje bibliotek
Pfu rA1 1x108 2x107 4 x10°
Pfu kasein 2x104 2 x 104 2x104
Anrikning 5000 1000 200000

Tabell 32: ELLISA-analyser av selekterte kloner for binding til rA1 og vWF som

beskrevet i eksepmel 67

Farste bibliotek

Andre bibliotek

Tredje bibliotek

ELISA rA1

54/64

51/64

49/64

ELISA vWF

36/64

35/64

33/64
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Patentkray

1.

Et polypeptidkonstrukt bestaende av ett eller flere enkeltdomene antistoffer
rettet mot von Willebrand Faktor (VWF) og eventuelt en peptidlinker, kK a r -
akterisert v e d atenkeltdomene antistoffet eller
antistoffene er valgt blant gruppen enkeltdomene antistoffer bestadende av
sekvensen representert ved en hvilken som helst av SEQ ID nr: 1 til 3, 5 eller 7,
eller en homolog sekvens av en hvilken som helst av SEQ ID nr. 3, 5 eller 7
med en sekvensidentitet pA mer enn 70% med den opphavelige sekvensen; og
hvor nevnte homologe sekvens er i stand til & hemme minst 50% blodplate-
aggregering ved en skjeerrate pa 1600 s ved en konsentrasjon mellom 0,08 og

0,3 pg/ml.

2.

Polypeptidkonstruktet ifalge krav 1, hvor minst ett enkeltdomene antistoff
tilsvarer til en sekvens representert ved SEQ.ID nr. 3, eller en homolog sekvens
av SEQ ID nr. 3 med en sekvensidentitet pa mer enn 70% med den
opphavelige sekvensen.

3.

Polypeptidkonstruktet ifalge krav 1, hvor minst ett enkeltdomene antistoff
tilsvarer til en sekvens representert ved SEQ.ID nr. 5, eller en homolog sekvens
av SEQ ID nr. 5 med en sekvensidentitet pa mer enn 70% med den

opphavelige sekvensen.

4.

Polypeptidkonstruktet ifalge krav 1, hvor minst ett enkeltdomene antistoff
tilsvarer til en sekvens representert ved SEQ.ID nr. 7, eller en homolog sekvens
av SEQ ID nr. 7 med en sekvensidentitet pa mer enn 70% med den

opphavelige sekvensen.
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5.
Polypeptidkonstruktet ifalge krav 1, hvor polypeptidkonstruktet bestar av to
enkeltdomene antistoffer rettet mot von Willebrand Faktor; og
I. Hvor minst et enkeltdomene antistoff tilsvarer til en sekvens
representert ved SEQ ID nr. 3, eller en homolog sekvens av SEQ
ID nr. 3 med en sekvensidentitet pA mer enn 70%, eller
. Hvor minst et enkeltdomene antistoff tilsvarer til en sekvens
representert ved SEQ ID nr. 5, eller en homolog sekvens av SEQ
ID nr. 5 med en sekvensidentitet pa mer enn 70%, eller
iii.  Hvor minst et enkeltdomene antistoff tilsvarer til en sekvens
representert ved SEQ ID nr. 7, eller en homolog sekvens av SEQ
ID nr. 7 med en sekvensidentitet pA mer enn 70%.

6.

Polypeptidkonstruktet ifalge kravene 1 til 5, ytterligere omfattende minst et
enkeltdomene antistoff rettet mot serumalbumin, hvori minst e ett enkeltdomene
antistoff rettet mot serumalbumin tilsvarer til en sekvens representert ved en
hvilken som helst av SEQ ID nr. 16 til 19, eller en homolog sekvens av en
hvilken som helst av SEQ ID nr. 16 til 19 med en sekvensidentitet pA mer enn
70% med den opphavelige sekvensen.

7.
Polypeptidkonstruktet ifalge krav 6 tilsvarende til en sekvens representert ved
en hvilken som helst av SEQ ID nr. 13 til 15.

8.
Polypeptidkonstruktet ifelge kravene 1 til 7, i hvilket minst et enkeltdomene
antistoff er et VHH domene.

9.
Polypeptidkonstruktet ifalge kravene 1 til 8, i hvilket minst et enkeltdomene

antistoff er et VHH domene som blir oppnadd ved immunisering av en kamel og
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fremskaffelse av hybridoma’s derifra, eller ved kloning av et bibliotek av
enkeltdomene antistoffer og deretter velge VHH ved bruk av fag-display.

10.
Polypeptidkonstruktet ifalge kravene 1 til 9, i hvilket et enkeltdomene antistoff er
humanisert.

11.
Polypeptidkonstruktet ifalge kravene 1 til 10, i hvilket minst ett enkeltdomene
antistoff er et humanisert VHH domene.

12.

Polypeptidkonstruktet ifalge krav 11, i hvilket minst ett enkeltdomene antistoff er
humanisert ved erstatning av en eller flere av Camelidae aminosyrene med
deres humane motsvarigheter som funnet i en human konsensussekvens.

13.

Polypeptidkonstruktet ife@ge kravne 1 til 12, i hvilke minst ett enkeltdomene
antistoff er humanisert ved & erstatte en hvilken som helst av de felgende
restene enten alene eller i kombinasjon: FR1 posisjoner 1, 5, 28 og 30, hallmark
aminosyrene ved FR2 posisjonene 37, 44, 45 og 47, FR3 posisjonene 74, 75,
76, 83, 84, 93 og 94, og FR4 posisjonene 103, 104, 108 og 111, hvori
nummereringen av posisjonene er ifslge Kabat-nummereringen.

14.
Polypeptidkonstruktet ifalge kravene 1 til 13, i hvilket den eventuelle
peptidlinkeren bestar av tre alaninrester.

15.
Polypetidkonstruktet ifalge krav 1-13, i hvilket den C-terminale enden av det
ferste enkeltdomene antistoffet er forbundet til den N-terminale enden av det

neste enkeltdomene antistoffet.
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16.
Polypeptidkonstruktet ifalge krav 1 til 15, hvori nevnte homologe sekvens ikke
er i stand til & hemme 50% av blodplateaggregeringen ved en skjeerrate pa 30

s™! ved 10 pg/ml eller ved lavere konsentrasjoner.

17.
En sammensetning omfattende et polypeptidkonstrukt ifelge kravene 1 til 16 og
en farmasgytisk akseptabel beerer.

18.

Sammensetningen omfattende et polypeptidkonstrukt ifalge kravene 1 til 16,
tilpasset til en valgt administrasjonsvei, hvor adminstrasjonsveien er oral eller
parenteral, intra-nasal ved inhalering, intravengs, intramuskulaer, topikal eller

subkutan; og en farmaseytisk akseptabel beerer.

19.
En sammensetning omfattende et polypeptidkonstrukt ifalge et hvilket som helst
av kravene 1 til 16 og minst et trombolytisk middel, for samtidig, separat eller

sekvensiell administrasjon til et individ.

20.

Sammensetningen ifalge krav 19, hvor nevnte trombolytiske middel er en
hvilken som helst av stafylokinase, vevs-plasminogen-aktivator, streptokinase,
enkeltkjede streptokinase, urokinase og acyl-plasminogen streptokinase-

kompleks.

21.
En nukleinsyre som koder for et polypeptidkonstrukt ifelge et hvilket som helst
kravene 1 til 16.
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22.

Et polypeptidkonstrukt ifelge et hvilket som helst av kravene 1 til 16 for
anvendelse i behandlingen, forhindring og/eller lettelse av forstyrrelser relatert
til blodplate-medierer aggregering eller dysfunksjon derav.

23.

Polypeptidkonstruktet ifelge krav 22, hvor nevnte forstyrrelser er hvilke som
helst om oppstar ved ustabil angina, stabil angina, angina pectoris,
embolusdannelse, dyp venetrombose, hemolytisk uremisk syndrom, hemolytisk
anemi, akutt nyresvikt, trombolytiske komplikasjoner, trombotisk
trombocytopenisk purpura, dissiminert intravaskulaer komgelopati, trombose,
koronar hjertesykdom, tromboemboliske komplikasjoner, myocardialt infarkt,
restenose, og atriell trombosedannelse i atriell fibrillasjon, pre-eclampsia
embolisme, restenosis og / eller trombose etter angioplasti, carotid
endearterectomi, anastomose av vaskulaere implantater, og kronisk

eksponering for kardiovaskulaere anordninger.

24,

Polypeptidkonstruktet ifalge krav 22 hvor nevnte forstyrrelser er en hvilken som
helst som kommer av transient cerebralt ischemisk anfall, ustabil eller stabil
angina, angina pectoris, cerebralt infarkt, myocardialt infarkt, perifer arteriell
okklusiv sykdom, restenose, koronar by-passoperasjon, eller koronar
arterieventilerstatning og koronare intervensjoner slik som angioplasti, stenting,

karotid endarterektomi eller aterectomi.

25.

Polypeptidkonstruktet ifelge krav 22 hvor nevnte forstyrrelser er en hvilken som
helst dannelsen av en non-okklusiv trombus, dannelsen av en okklusiv trombus,
arteriell trombusdannelse, akutt koronar okklusjon, restenose, restenose etter
PCTA eller stenting, trombusdannelse i stenoserte arterier, hyperplasi etter
angioplasti, aterectomi eller arteriell stenting, okklusivt syndrom det vaskuleere

systemet eller mangel pa dpenhet i syke arterier.
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26.
Polypeptidkonstruktet ifelge krav 22 hvor nevnte forstyrrelse er plakk- eller
trombusdannelse i hay-skjaer-miljaer.

27.

En fremgangsmate for fremstilling av et polypeptidkonstrukt ifelge et hvilket som
helst av kravene 1 til 16, omfattende

(a) dyrking av vertsceller omfattende nukleinsyrer som koder for et polypeptid
ifelge et hvilket som helst av kravene 1 til16, under betingelser som ftillater
ekspresjonen av polypeptidet, og,

(b) gjenvinning av det produserte polypeptidet fra kulturen.

28.

En fremgangsmate ifalge krav 27, hvor nevnte vertsceller er bakterier eller gjeer.

29.

En fremgangsmate for diagnostisering av en sykdom eller forstyrrelser
karakterisert ved dysfunksjon av blodplatemediert aggregering omfattende
trinnene:

(a) bringe i kontakt en preve med et polypeptidkonstrukt ifalge kravene 1 til 16,
og

(b) detektering av binding av nevnte polypeptidkonstrukt til nevnte prave, og

(c) sammenligning av bindingen detektert i trinn (b) med en standard, hvor en forskjell i

binding relativt til nevnte preve er diagnostisk for en sykdom eller forstyrrelser

karakterisert ved dysfunksjon av blodplate-mediert aggregering.
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Figur 1

collagen
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Figur 6
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Figur 11
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Figur 14
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Figur 25
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Figur 26
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DP-47 BVQLLESGEGLVQPGGSLRLSCAASGFIFS SYAMS WYROQAPGKGLEWVS AISGSGCSTYY
C-37 QVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNFN WYPMS WVRQAPCKGLEWVE TISTYGEPRY-

DP-47 ADSVKG RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK (SEQ ID N¢ g4)
C-37  ADSVKG RFTISRDNANNTLYLOMNSLRPEDTAVYYCAR GAGTSSYLPQRGN WDQGTQVTISS

{SEQ ID N*® 85)
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Figur 29
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