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{/ SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

X7 Industria
X7 ‘ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
< X‘ 540- -00000-
SUPERINTI Feta 201101 07111135 Dep. 2020DIRNUEVASCR
i Tra.11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALIl
kAct 411 PRESENTACION  Folios; 262

Delegatura de Propiedad Industrial
Division de Nuevas Creaciones

SOLICITUD Lo

PATENTE DE INVENC!

- |
21. EXPEDIENTE No. ii_is4o

5. 'E'I'TU LO ' ANTACONISTAS ESPECIPICOS DEL RECEPTOR FGF-R4

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL

71. SOLICITANTE  SANOPT-AveNTIS

DOMICILIO —
74. APODERADO LUZ CLEMENCIA TE PABZ

C.C. 35.456.344 de Usaquén

22. BOGOTA, B. C.,

deegee

(FORMA P-10)
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©

PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/FR2009/051343 Fecha: 7 _de julio de 2009
Publicacion Internacional No. WO 2010/004204 A3  Fecha: 14 de enero de 2010

©

Titulo (54)
ANTAGONISTAS ESPECIFICOS DEL RECEPTOR FGF-R4

©

Clasificacién Internacional (51) CO7K 016/028

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
sik Noll ER 8 de julio de 2008 08/03888
Comprobante de pago No.: 11- 135 Fecha: 3 de enero de 2011
Comprobante de pago No.: 11- 371 Fecha: 3 de enero de 2011
Comprobante de pago No.: 11- 372 Fecha: 3 de enero de 2011
. Comprobante de pago No.: 11- 441 Fecha: 3 de enero de 2011

@ Anexos:

X Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 571.000.00.

X Comprobante de pago por 22 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion
por $594.000.00. :

X Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Bd Poderes, si fuere el caso.

[ Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

[l Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

X Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

] Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

O Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

O De ser el caso, copia del contrato de acceso.

C De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

] De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.

O Arte final 12x12

O De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Oftros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS




CAVELIER ABOGADOS COLO 14775-841-163-0 1D0185211

@ FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito la concesion de la patente,
NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FIRMA: o @lonenac Cobiles

C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. Publicacién Internacional WO 2010/004204 A3
Descripcion:
Paginas 56 en el idioma original
Paginas 51 en espaiiol
Reivindicaciones: Ndmero (s) 32
Figuras: Namero (s) 16
2. Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.

3. Listado de Secuencias.

4, Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA
FASE INTERNACIONAL
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CERTIFICADO
DE GESTION

1COMTEC

C

DE LA CALIDAD

CERTIFICADO SG 3880-1
PRESTACION DEL
SERVIC&PUBLICO

1S0 8001:2000

NTC-SO a0101:2000

COFIA WURERD 23

DE LA ESCRITURA MURERODS - A
FECHA? 2&/3uligs2010

AGTD O COWNTRATO:
FORER ESFECTAL
OTORGAMTES 2
CAVELIER ARQGADOS
1 LUZ CLEMEWNCIA DE PAEZ

f

= [ :iNet =

e AMPARO QUINTERO ARTURO
NOTARIA SEXTA

CARRERA 9 No. 69-31 - PBX: 317 01 00 - FAX: 314 56 41

Correo Electrénico: notarlasdebgta@etb net.co

)
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126454 7
) ESCRITURA PUBLICANUMERO 3,870 - - - -
7 7

TRES MIL OCHOCIENTOS SETENTA = = = = = = =
. v e
DE FECHA:  gunio VEII?SEIS (26) - = = = =
)

DE Dos/mn. DIEZ (201 — e e .-
OTORGADA EN LA NOTARIA SEXTA (6) DEL

IMPRESO EN MAYO 1° DE 2050 POR POLYPRINT EDITORIAL {TDA - NIT 830.036.850.5

CIRCULO NOTARIAL DE BOGOTA, D.C.

ACTO: PODER '
PODERDANTE: CAVELIER ABOGADOS ‘ Nit. 860.041.367-3 *
APODERADOS:

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ C.C. 35.456.344

NIDIA OSORIO LOPEZ C.C. 39.787.682

OSCAR FERNANDO CORREA BARBOSA C.C. 79.524.634

EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY C.C. 52.006.265

JORGE CHAVARRO ARISTIZABAL C.C. 16.209.380 Ve
En la ciudad de Bogotda, Distrito Capital, Repiblica de Colombia, ante mi  amparo
QUINTERO ARTURO ,/-D Notaria(o) Sexta{o) 6) - - ~ - - = de este Circulo

Notarial, se otorgd la escritura plblica que se consigna en los siguientes

términos: y;
Comparecié: con minuta escrita la sefiora ADRIANA ZAPATA GIRALDO, mayor
de edad, vecina de esta ciudad, casada, identificada con la cédula de ciudadani:él
No. 51.680.061 de Bogots, v dijo:
ESTIPULACIONES
PRIMERA: Que obra en su calidad de Representante Legal de la sociedad

denominada CAVELIER ABOGADOS domiciliada en la Carrera 4 No. 72-35, -

Bogota, Colombia. v
SEGUNDA: Que SANOFI-AVENTIS, sociedad constituida y existente bajo las
leyes de Francna domiciliada en 174 Avenue de France, 75013 Paris, Franc:a,
designé a CAVELIER ABOGADOS como su representante para la Propiedad
Industrial en Colombia con facultades de nombrar apoderados tal como consta en
la c}?pia auténtica del documento de representacion que se protocoliza, —----------
TERCERA: Que en su caracter de representante legal de CAVELIER
ABOGADOS, y en desarrollo de la facultad oforgada por SANOFI-AVENTIS
confiere poder a los abogados LUZ CLEMENCIA DE PAEZ T.P.A. No. 23.555,

identificada con cédula de ciudadania nimero 35,456. 344 de Usaquen, NIDIA

PAPEL DE USQ EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO
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oSomo LOPEZ TPA. No.73.366, identficada con cédula de cludadama '

numero 39.787.682 de Bogoth, OSCAR FERNANDO CORREA BARBC}SA
TPA No. 71.027 identificado con cédula de ciudadania nimero 79.524.634 de
Bogoté EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY, T.P.A. 65.794 identificada con
cédula de ciudadanfa nimero 5§2.006.265 de Bogota y JORGE CHAVARRO
ARISTIZABAL T.P.A. No. 40.119, identificado con cédula de ciudadania ntimero
16.209.380 ée Cartago (Valle), mayores de edad, vecinos de Bogotd, para que
rfepresenten a la sociedad a cuyo nombre actlia, ante cualesquiera entidades o

personas, ejerzan o no jurisdiccién, incluyendo las del orden administrativo,

contencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales de arbitramento, en .

todo lo concerniente a los siguientes asuntos:

é) Obtencién de patentes de invencién, modelos de utilidad, disefios industriales,

1'” N » ) = » £ .
trazado de circuitos integrados, secretos industriales; el registro de marcas de

fﬁbrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres

comerciales, ensefas, variedades vegetales, denominaciones de’ origen e

lndlcaciones de procedencia, su renovacion, traspaso, cambio de ‘nombre o

domlclllo, cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos

derechos :
b) Las acciones de competencia desleal, proteccién del consumldor oposncmnes,
cancelacién administrativa o judicial, nulidad, medidas cautelares, accion por
infraccién, concesién de licencias, la proteccion de secretos industriales y de
nombres de dominio junto con su administracion y pago; acciones populares, de
tutela y de cumplimiento; y en general los procesos civiles, 'penale's,
administrativos o contencioso administrativoé, de conciliacién, arbitramento, tutela

relacionados con estos derechos; acciones y procesos que promovamos o S nos

promuevan.
CUARTO: Que los apoderados designados estén facultados en todos los asuntos

arriba determinados para sustituir este mandato, transigir, conciliar, arbitrar,

admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y ratificar los

éétos de agentes oficiosos.
QUINTO: Que protocoliza con la presente escritura, un certificado expedido por la
Cémara de Comercio de Bogot4, que acredita la constitucién y personerfa de la
soc1edad CAVELIER ABOGADOS, lgualmente protocoliza copia autentlcada del
documento de representacion otorgado el dia 28 de Mayo de 2010 por SANOFI-

o
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CERTIFICADO DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL O INSCRIPCIGN DE
DOCUMENTOS

CERTIFICA:
NOMEBRE : CAVELIER ABOGADOS
N.I.T. : 860041367-3
DOMICILIO : BOGOTA D.C.
CERTIFICA:
NO: 00820237
CERTIFICA:
CONSTITUCION : QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0006233 DE NOTARIA

SEXTA DE BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTIEMBRE DE 1974 , INSCRITA EL |,
26 DE SEPTIEMBRE DE 1974 BAJO EL NUMERO 00021234 DEL LIBRO IX, SE
CONSTITUYO . LA SOCIEDAD. CIVIL. DENOMINADA: CAVELIER PERDOMO Y
CAVELIER. A e UL

; CERTIFICA : b

QUE POR ESCRITURA'PUBLICA NO. 0001000 DE NOTARIA: SEXTA DE BOGOTA
D.C. DEL 10 DE MARZO DE 1983 , INSCRITA EL:: 5 DE ABRIL DE 1983
BAJO EL NUMERO 00130769 DEL LIBRO IX, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
NOMBRE DE : CAVELIER:PERDOMO Y CAVELIER. “-POR-EL DE : CAVELIER
ABOGADOS - = L :

CERTIFICA: :
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NUMERO 1.000 OTORGADA EN LA NOTARIA 6A.
DE BOGOTA EL 10 DE MARZO DE.1.983, INSCRITA. EN ESTA CAMARA DE
COMERCIO EL 5 DE ABRIL DE 1.983 BAJO EL NUMERO 130769 DEL LIBRO
IX, LA SOCIEDAD. CAMBIO SU NOMBRE DE: CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER,
POR EL,DE: CAVELIER ABOGADOS, E INTRODUJO OTRAS REFORMAS.

- CERTIFICA:

CERTIFICA o
QUE POR E.P.NO. 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DE BOGOTA DEL 18
DE ABRIL: DE 1.995, INSCRITA EL 27 DE ABRIL DE 1.995 BAJO EL NO.
5.937 DEL LIBRO XIII,LA SOCIEDAD TRASLADO SU DOMICILIO DE LA CIU-
DAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. AL MUNICIPIO DE TABIO {( CUNDINAMAR-
ca ).-. ‘

CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 7710 DE LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
DEL 10 DE OCTUBRE DE 1984, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMBRE DE 1984
- “BAJO BL NO. 1559 DEL LIBRO XIII, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
“». NATURALEZA JURIDICA DE SOCIEDAD COMERCIAL A SOCIEDAD CIVIL.

CERTIFICA:
REFORMAS : .
ESCRITURAS NO. FECHA NOTARIA INSCRIPCION
842 10-v-1.977 18. BTA. 27-V-1.977-NO. 46.204"
3.43¢0 1-VIiI-1.980 6A. BTA. 3-IX-1.980-NO. B89.582

4.844 10-IX-1.980 6A. BTA. 8-X-1.980-NO. 91.261
432 10-II-1.983 6A. BTA. fhrer




1.559

: 10-X-1.984 6A, BTA. 15-XI-1.984-NO,
o 7.305 21-X-1.985  GA. BTA. 18-XI-1.985-NO. 1.906
ange2 . 567 29-IV-1.987 6A. BTA. 7-V- 1.987-NO. 2.386
iy 4.278 3-VII-1.987 6A. BTA. 23-VII-1987 NO.215.652
'2.657 25- IV~1.988 6A. RTA, 15- V ~1988-NO. 2,740
9.033 21-XII-1.990 6A. BTA. 10- I - 1991-NO. 3.786
25 3~ I -1.991 6A. BTA. 10- I - 1991-NO. 3.787
.- 1.608 8-III-1.991 6A. BTA. 14-III- 1991-NO. 3.841
. 2.155 2-IV- 1.991  6A. BTA. 8-IV - 1991-NO. 3.862
.. 797 7-I1 -1.991 6A. BTA. 7- V  -1991-NO. 3.882
w45, 1.739 14-III-1.991 6A. BTA. 7- V  -1991-NO. 3.881
1 5.886 21-VIII-1.991 6A. BTA 27-VIII-1991 NO. 4.019
8.596 4-XII -1.991 6A. BTA 16-II1 -1992 NO. 4.430
1.494 10-IIT -1.992  6A. BTA. . 19-IIT -1992 NO. 4.436
4.205 8 -VII -1.992 6A. BTA. 15-VII -1992 NO. 4.554
8.829 16-XIT -1.992 6A. BTA. 24-XIT -1992 NO. 4.819
o 12 5-I  -1.993 6 STAFE BTA 13-I -1993 NO. 4.850
o1 4.877 29-VI -1.993 6 STAFE BTA 7-VII -1993 NO. 5.065
. . 5.216 12-VITI -1.993 6 STAFE BTA 16-VII -1993 NO. §.077
. ACTA NO.71 2-IX- 1.993 JUNTA DE SOCIOS 29-IX- 1993 NO. 5.174
¢ 44 2.034 18-IV- 1.995 6 STAFE BTA 27- IV -1995 NO. 5.937
L 2,227 25-IV-1.995 6 STAFE BTA 18-VIII-1.995 NO. 6.092
vewo 7.594  12-XIT-1.995 6 STAFE BTA 19- XII-1.995 NO. 6.294
arn 676 11~ II-1.997 6 STAFE BTA 14- II -1.997 NO. 6.873
o ©° "CERTIFICA: - . &
‘BsB. NO. FECHA /- NOTARIA CIUDAD NO. INSC.
0004506 1997/07/28 0006 BOGOTA D.C.;11997/09/02
0002103 1998/04/08 oooerBoGOTAwD.c;}1998/04/21ﬁ
0005326 1998/08/06 0006 BOGOTA D.C. 1998/08/13
0005538 1998/08/14 0006 BOGOTAD.C. 1998/08/27
0007760 1998/11/10 0006 BOGOTA D.C. 1998/11/12 ,
0096709 1997/11/04 0006 BOGOTA D.C. 2000/12/04 00008481
0003034 2003/05/30 0006 BOGOTA D.cC. 2003/06/04, 00882729
0003786 2004/07/16 0006 BOGOTA D.C. 2004/07/28 00009703.
0001432 2005/03/18 0006 BOGOTA D.C. 2005/04/07 00009917
0034818 2005/08/22 0006 BOGOTA D.C. 2005/08/26 00010008
0005506 2007/07/17 0006 BOGOTA D.C. 2007/07/24 00010841

5453 2009/10/19 0006 BOGOTA D.cC.
1336 2010/03/16 0006 BOGOTA D.c.

VIGENCIA: QUE LA SOCIEDAD NO SE

10 DE SEPTIEMBRE DE 2024

MIQMO, INCLUSIVE LOS DE ARR

INTERES,

SIN ANIMO DE LUCRO.

CAPITAL Y BS0CIOS: $10,000.00 DIVIDIDO EN 10,000.00 CUOTAS CON VALOR
UNA, DISTRIBUIDO AST :

- .S0CIO CAPITALISTA (S) -

NOMINAL DE $1.00 CADA

260

=4
: s
ety

20
% .'..-_-'éé A\\R\q
el $h '.-:

N

2009/10/21 00012243
2010/03/24 00012506
CERTIFICA:
HALLA DISUELTA. DURACION HASTA EI,

ENDAMIENTO, HIPOTE
MANDATO CIVIL Y COMERCIAL,
PARTICIPAR EN ASOCTACIONES CIENTIFICAS,

CERTIFICA:

ASX

CA, MUTUO CON O SIN
Y SOCIEDAD,

"
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N

~ ERNESTO CAVELIER FRANCO; “JORGE CAVELIER " "FRANCO, INES CAVELIER
{ FRANCO, GUILLERMO :.CAVELIER FRANCO, ELENA CAVELIER FRANCO,

. ALEJANDRO CAVELIER FRANCO, BEATRIZ CAVELIER 'FRANCO, ¥ LUCIA
- CAVELIER FRANCO, e

l'REPRESENTACION LEGAL: EL.REPRESENTANTE LEGAL ES EL DIRECTOR. EL SOCIO

. DIRECTOR VITALICIO, PARTICIFARA POR DERECHQO PROPIO EN EL CONSEJO

7. 22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NﬂMEROf

INSCRITA EL 24 DE MAYO DE 2010 BAJO EL

 k ok %k k& % k ¥ *k k * % k k k kK % % *k * ‘h *

ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568
NO. CUOTAS: 8,800.00 VALOR: $8,800.00 TREE
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100 3
NO. CUQTAS: 1,200.00 VALOR: $1,200.00 wt
- SOCIO INDUSTRIAL (S) I
SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA C.C. 000000035456344
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00
CHAVARRO JORGE . C.C. 000000016209380
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00
TOTALES e
NO. CUOQOTAS: 10,000.00 VALOR: $10,000.00
CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURAS PUBLICAS NO. 001431 Y 001432 DEL 18 DE MARZO
DE 2005 DE LA NOTARIA 06 DE BOGOTA D.C.,. INSCRITA EL 07 DE ABRIL
DE 2005 BAJO EL NO.. 0009918 Y 0009917, RESPECTIVAMENTE DEL LIBRO
XIII, DE LAS MIYL DOSCIENTAS ( 1200 ) PARTES DE’ INTERES SOCIAL
RADICADAS EN CABEZA 'DE AGNES GAUDEBERT DE CAVELIER SEISCIENTAS
(600) PARTES ESTAN:GRAVADAS O AFECTADAS: EN PROPIEDAD FIDUCIARIA A
FAVOR DE LAS SIGUIENTES PERSONAS : GERMAN CAVELIER FRANCO,

CERTIFICA
FUNDADOR GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA EIL CARACTER DE PRESIDENTE

SUPERIOR Y EN EL CONSEJO DIRECTIVO Y LLEVARA LA REPRESENTACION LEGAL
DE LA SOCIEDAD CUANDO LO ESTIME PERTINENTE SIN LIMITACION ALGUNA.
IGUAL PARTICIPACION Y ATRIBUCIONES TENDRA SU SUPLENTE AGNES GAUDEBERT
DE CAVELIER CUANDO OCUPE EL CARGO, EN CASO DE FALTA ABSOLUTA DE GERMAN
CAVELIER GAVIRIA. LOS SOCIOS COLECTIVOS ESTAN AUTORIZADOS PARA EJERCER
LA REPRESENTACION DE LA SOCIEDAD EN CUALQUIER TIEMPO, SIN PERJUICIO DE
LAS DELEGACIONS CONFERIDAS A LOS ORGANOS CREADOS POR LOS PRESENTES
ESTATUTOS
CERTIFICA:

*% NOMBRAMIENTOS *% y -

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA 6 DE BOGOTA D,C. DEL:

00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADO (S):

NOMBRE IDENTIFICACION
PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO e '
CAVELIER GAVIRIA GERMAN C.C. 000000002877924

QUE POR ACTA NO. 26 DE ASAMBLEA GENERAL DEL 13 DE MAYO DE 2010,
: .8 DEL_LIBRO XIII,




. 7 , .
(= 3 -

o \4:[“21?.\1.‘ ' ‘ - \’t;
FUE - (RON) NOMBRADO (S): Ct
17, NOMBRE TDENTIFICACTON )
DIRBECTORA
 ZAPATA GIRALDO ADRIANA C.C. 000000051680061
REPRESENTANTE LEGAL
+1.:AGOCIACTION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568
. BEPRESENTANTE LEGAL .. _.
(+GALLON GIRALDO CARLOS C.C. 000000019066425
REPRESENTANTE LEGAL

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
SOCIO COLECTIVO
;'GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
SPCIO COLECTIVO
~:ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568

QUE. POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA 6 DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADO (8):

£ NOMBRE IDENTIFICACION

SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTOR VITALICTO

(GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
CERTIFICA:

QUE EL NOMBRAMIENTO DE GALLON GIRALDO CARLOS INSCRITO BAJO EL REGISTRO
00912618 DEL LIBRO XIII, SE DA EN SU CONDICION DE REPRESENTANTE LEGAL
DE LA ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO.
LR cooiry CERTIFTCA: .
FACULTADES DEL REPRESENTANTE LEGAL:  APARTE DE 8. FACULTADES Y
DEBRRES QUE DE TIEMPO EN TIEMPO SE LE ASIGNEN DOR: EL CONSEJO
'SUPERIOR, EL DIRECTOR TENDRA LAS SIGUIENTES FUNCIONES : A) LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A:LA SOCIEDAD ANTE ..IAS “AUTORIDADES DE
'CUABQUIER ORDEN O NATURALEZA Y ANTE ‘OTRAS PERSONAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES- PARA"NOVAR, TRANSIGT:
DESISTIR Y PARA COMPARECER EN JUICIOS INCLUSIVE BN
DONDE SE DISPUTE LA .PROPIEDAD DE BIENES INMUEBLES CUMPLIR Y
HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA SOCIEDAD; Y C )
CREAR O SUPRIMIR TODOS ‘'LOS“EMPLEOS |QUE SEAN®NECESARIOS DE ACUERDO
CON EL CONSEJO SUPERIOR PARA EL BUEN FUNCIONAMIENTO DE La
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJAR SUS SALARIOS Y NOMBRAR LAS
PERSONAS QUE DEBAN DESEMPENARLOS, ASI  COMO RETIRARLOS ¥
REEMPLAZARLOS CUANDO HAYA LUGAR. CUANDO CUALQUIERA DE LOS ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERIOR SE REFIERA A OPERACTONES CUYO
MONTO EXCEDA DE LA SUMA EQUIVALENTE A CIENTO OCHENTA ( 180 )
SALARIOS MINIMOS MENSUALES, SU CELEBRACION REQUERTEA LA
APROBACION PREVIA DEL CONSEJO SUPERIOR.
CERTIFICA:

*%* REVISOR FISCATL, **

QUE' POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29

DE SEPTIEMBRE DE 1993 BAJO EL NUMERO 00005175 DEL LIBRO XIII, FUE
(RON) NOMBRADO (3):

NOMBRE JDENTIFICACION
REVISOR FISCAL
"~ 'RINCON FANDINO MIGUEL ALFONSO C.C. -000000002877024
el CERTIFICA:

DE CONFORMIDAD CON LO ESTABLECIDO POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
REGISTRO AQUI ° CERTIFICADOS QUEDAN EN FIRME CINCO (5) DIAS HABILES

DESPUES DE LA FECHA DR INSCRIPCION, SIEMPRE QUE NO SEAN OBJETO DE
RECURSOS EN LA VIA GUBERNATIVA. .
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ok % EL PRESENTE CERTIFICADO NO CONSTITUYE PERMISO DE * % *n”
*oxF FUNCIONAMIENTO EN NINGUN CASO * ok W

SENOR EMPRESARIO, SI SU EMPRESA TIENE ACTIVOS INFERIORES A 30.000°
SMLMV Y UNA PLANTA DE PERSONAT, DE MENOS DE 200 TRABAJADORES, USTED
TIENE DERECHO A RECIBIR UN DESCUENTO EN EL PAGO DE LOS PARAFISCALES DE
75% EN EL PRIMER ANO DE CONSTITUCION DE SU EMPRESA, DE 50% EN EL

SEGUNDO ANO Y DE 25% EN EL TERCER ANO. LEY 590 DE 2000 Y DECRETO 525
DE 2009, ’

RECUERDE INGRESAR A www ., supersociedades.gov.co PARA VERIFICAR SI SU
"’ : EMPRESA ESTA OBLIGADA A REMITIR ESTADOS FINANCIEROS. EVITE SANCIONES.

EL SECRETARIO DE LA‘CAMARA DE COMERCIO,

VALOR : $ 3,600 : T _ PR
DE CONFORMIDAD CON'-EL DECRETO 2150 DE 1995 Y LA AUTORIZACION IMPARTIDA

- POR LA SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA.Y COMERCIO, MEDIANTE EIL OFICIO

DEL 18 DE NOVIEMBRE 'DE 1996, . LA FIRMA MECANICA QUE APARECE A
- CONTINUACION TIENF PLENA VALIDEZ PARA TODOS LOS, EFECTOS LEGALES
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REPRESENTATION

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/Je (nous) soussigné(s)
SANOFI-AVENTIS /

domiciliado (s)
domicilié(s ) 2

)
174 Avenue de France, 75013 PARIS, FRANCE

Por el presente nombramos a CAVELIER
.ABOGADOS, sociedad colectiva constituida de
conformidad con las leyes de la Republica de
Colombia, mediante Escritura Phblica No. 6233 del
10 de septiembre de 1974, otorgada en la Notaria
Sexta del Circulo de Bogot4, domiciliada en Bogota
D.C., con matricula mercantil No. 00820237 y NIT
860041367-3, domiciliada en la Carrera 4a N° 72-35,
Bogota, Colombia, como nuestra representante en
todos los asuntos de Propiedad Industrial, con
facultad para recibir notificaciones y nombrar
apoderados judiciales o extrajudiciales. /

CAVELIER ABOGADOS también podra
representarnos, con las mismas facultades arriba
indicadas, ante cualesquiera entidades o personas,
gjerzan o no  jurisdiccién,  autoridades
administrativas o jurisdiccionales, tribunales de
arbitramento, en asuntos de naturaleza civil,
comercial, penal, constitucional, competencia,
competencia desleal, administrativa, contencioso

administrativa, proteccién del  consumidor,
variedades  vegetales, nombres de dominio,
oposiciones u  observaciones,  cancelacién

administrativa y judicial, - nulidad, medidas
cautelargs, concesion de licencias, acciones de tutela,
la proteccién de secretos industriales, derecho
regulatorio y en general para que nos represente en
cualesquiera acciones y procesos que promovamos
0 se nos promuevan,

'

4

La representante podri, en nuestro nombre,
designar apoderados para actuar ante autoridades
administrativas y judiciales, por via extrajudicial y

Par le présent instrument, procéde (procedons) dla
désignation de CAVELIER ABOGADOS, une: société
collective constituée conformément aux lois de la
République de Colombie selon ’acte No. 6233 déposé
le 10 septembre 1974 au rang des minutes 3 I'étude de
notaire six de I'arrondissement notarial de Bogota, sise
3 Bogota D.C., titulaire de I'immatriculation
commerciale No. 00820237 et du matricule: fiscal
860041367-3, sise Carrera 4 No. 72 - 35, Bogota,
Colombie, comme notre représentant pour toutes les
affaires de Propriété Industrielle, ayant la faculté de
recevoir des notifications et de nommer les fonds des
pouvoirs judiciaires ou extrajudiciaires.

R A

CAVELIER ABOGADOS pourra également nous
représenter, avec les mémes facultés . ci-dessus
indiquées, devant toute entité ou toute personne; ayant
ou non juridiction, toute administration- cu ‘toute
autorité juridictionnelle, tout tribunal d'arbitrage, dans
des affaires de nature civile, commerciale,’ pénale,
constitutionnelle, de concurrence, de concurrence
déloyale, administrative, contentieuse-adnﬁnis‘tfative,
de protection du consommatenr, de variétés végétales,
de noms de domaine, d’oPposmons ou d'observations,
de radiations administratives ‘et judiciaires, -de: nullité,
de mesures conservatoires, de"concession de-licences,
d'actions de protection juridique des” ‘idroits

constitutionnels, de protection de secrets -industtiels,
de droit régulatoire et en général pour qu'il ‘me@nous)
represente dans toutes les acuous ou dans tous les
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demandados,

como

791' llamamlento en garantia o como
enfes ad excludendum. Dentro de esta

admmr los hechos del proceso, desistir, cancelar,

recibir, renunciar y sustituir el poder que se le|

otorgue. Asi mismo, la representante tendrid la
facultad para revocar el poder asi otorgado en el
momento que considere  pertinente. La
representante en todo caso podra ratificar los actos
de agentes oficiosos.

"

CROLLGILILAIL WALID MLS PLULLD CLE LIULEE Il()m, en ta_n‘[que

demandeurs, défendeurs, cointéresses, agents officieux,\ |

tiers, pour appel en garantie ou comme intervenants ad
excludendum. Dans le cadre de cette autorisation, le
représentant pourra autoriser les fondés de :pouvoir
qu'il désignera 3 transiger, concilier, admettre les faits
du proces, désister, radier, recevoir, renoncer et
substituer le pouvoir qui lui sera octroyé. De méme, le
représentant aura la faculté de révoquer le pouvoir -
ainsi octroyé au moment ou il jugera opportun. Le
représentant pourra en tout cas ratifier les actes
d'agents officieux.

. Dado y firmado hoy/Fait et signé

aujourd'hui le

en/d Paris

28 Mai 2010

n»('\

por/par

Firma/Signature

]
!

Josl ER
» Administration Brevats

Je soussigné Me HBN POMMERY E T
Notaire 3 Paris, ;i

la signature de wﬂ.
apposée sur le présent

Cettp certification ne co;
vérification de Fexactitude des faits et

G‘ilw NeRuEL..

t,
¢ aucuns

#ctes mentionnés dang le présent document

Q%——E“"::D 5"




APOSTILLE
(Convention de Lo Haye du 5 octodre 1961)

1. République frangaise

Le présent acte gubli
2. a 6t signé pmﬁpﬁ}{”gﬂy

....................... sascovaraan

................................

Sarsenecerns sasaven AR L R Y T T Y PR Py,

Attests
5. a Paris. .
L g.8 JUIN209 e
7. par le Procureur général prés la C‘Wpe[
8. smxsn"....g' D.jjé { o '
9. Sceau :

Tog ‘Apastille confirme sezlement Vauthenticitd de la signoture, du scean ou

timbre sur le document, Elle ne signifte pas que le conteny dy docurinent esy
correct on gue In Ripubligne frangaise approuve son contenn”

TS NCTA

R AR 1 1 g




- TRADUCCION OFICIAL NO. 517/2010

EL TEXTO QUE SIGUE ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DE UN DOCUMENTO
ESCRITO EN FRANCES; LLEVA SELLO Y FIRMA DE HELENA URIBE DE LEMOINE,
TRADUCTORA E INTERPRETE OFICIAL, SEGUN RESOLUCION No. 3618 EXPEDIDA POR
EL MINISTERIO DE JUSTICIA EL 6 DE SEPT. DE 1972.

TRADUCCION DE LOS SELLOS QUE SE ENCUENTRAN EN EL
DOCUMENTO DE REPRESENTACION OTORGADO POR SANOFI-AVENTIS,
DOMICILIADA EN 174 AVENUE DE FRANCE, 75013 PARIS, FRANCE, A
' CAVELIER ABOGADOS

| DADO Y FIRMADO EL 28 DE MAYO DE 2010 /
* POR: JOSIANE MERLIER, DIRECTOR ADMINISTRACION DE PATENTES

EL SUSCRITO ABOGADO HERVE POMMERY, NOTARIO DE PARIS,
CERTIFICA MATERIALMENTE LA FIRMA DE LA SENORA JOSIANE
MERLIER, PUESTA EN EL PRESENTE DOCUMENTO. ESTA
CERTIFICACION NO CONLLEVA NINGUNA VERIFICACION ACERCA DE LA
EXACTITUD DE LOS HECHOS Y ACTOS MENCIONADOS EN EL
PRESENTE DOCUMENTO.

FIRMADO: HERVE POMMERY, NOTARIO ASOCIADO DE PARIS.
HAY SELLO DEL NOTARIO.

3614
SEPT § 1975
MINISTERI0

JUSTICIA







TRADUCCION OFICIAL NO. 517/2010

APOSTILLA

CONVENIO DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961 /
1. PAIS: REPUBLICA FRANCESA

EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO
HA SIDO FIRMADO POR: EL ABOGADO HERVE POMMERY
ACTUANDO EN SU CAPACIDAD DE: NOTARIO
LLEVA EL SELLO DE: SU DESPACHO

CERTIFICADO

5. EN: PARIS
. EL: 8 DE JUNIO DE 2010
7. POR: EL. PROCURADOR GENERAL DE LA CORTE DE APELACIONES
DE PARIS
8. BAJO EL NO: 40356
9. SELLO: CORTE DE APELACIONES DE PARIS
10.  FIRMADO: JEAN MARTIN, ABOGADO GENERAL

La Apostilla confirma inicamente la autenticidad de la firma, del sello o de la estampilla del documento. No
implica que el contenido de! documento sea verdadero ni que la Repiiblica Francesa apruebe su contenido.

‘ LA TRADUCTQRA OFICIAL
Vil ko %%‘Mf’/

HELENA URIBE DE LEMOINE
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®.

Que la signature qui précéde de
Mme Josiane MERLIER est
authentique

Que la signataire exerce actuellement la
fonction de

Direéteur, Administration Brevets

de la société

SANOFI AVENTIS

Société légalement constituée et existant
selon les lois de France

Domiciliée 2

174 Avenue de France
75013 PARIS, (France)

Et que la signataire est dtunent autorisée 3
concéder le présent document.

Fait et signé & @%ﬂls '
Le 4 %uzm 2 ol

Signature : Hervé POMMERY
NOTAIRE

lc:'::—\\_ﬂ.«/,j

N

CERTIFICACION NOTARIAL

El infrascrito, Maitre Hervé POMMERY,
Notario ;

CERTIFICA :

Que la Firma que antecede de
Sra. Josiane MERLIER es auténtica

Que el signatario desempefia actualmente
el cargo de

Directeur, Administration Brevets
de la compafiia
SANOFI AVENTIS *

Sociedad que actualmente existe y est4
organizada de acuerdo a las leyes de Y,
FRANCIA

Que la direccién de dicha compafifa es

174 Avenue de France
75013 PARIS, (Francia) ,

Y que el signatario tiene facultad para
otorgar este documento.

Dado y firmado en f)‘i@oﬂi S
Ela"}' ,4%\4\‘-‘»0' Ae 2olo
Hervé POMMERY]

Firma NOTAIRE

‘Oc¢ O\ 6
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—




EY

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octohre 1961)

1. Républigue frangaise

Zaétlé'esf::e::m hcpoﬂﬂéﬂy TR

3. agissant en qualité de...N.Q.tﬂ!m .............................
4. est revétu du sceaw/timbre de.Sonétude . .

-nu-u-.u----uuu-un-vu-u---n-u--n-u---‘uu-uuou-nv -----

Attesté

AR g8 JUIN 2010

8wusn°..q—..0?7 6> Cxrometil
9, Sceaun : _ ‘ falﬁ mm

[/ Apom'lla confirme seulement Vauthenticitd de Ia signgture, du scean ou
imbre sur le document. Elle ne signifie pas gue le contenni du document est
gue la République frangaise approuve son contenn”
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TRADUCCION OFICIAL NO. 517/2010

AUTENTICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)
EL INFRASCRITO ABOGADO HERVE POMMERY, NOTARIO:, CERTIFICA
QUE LA FIRMA QUE ANTECEDE DE LA SENORA JOSIANE MERLIER ES
AUTENTICA; QUE EL SIGNATARIO DESEMPERNA ACTULAMETNE EL
CARGO DE DIRECTOR, ADMINISTRACION DE PATENTES, DE LA
SOCIEDAD SANOFI AVENTIS, SOCIEDAD QUE ACTUALMENTE EXISTE Y
ESTA ORGANIZADA DE ACUERDO A LAS LEYES DE FRANCIA, QUE LA
DIRECCION DE DICHA COMPANIA ES 174 AVENUE DE FRANCE, 75013
PARIS, (FRANCIA) Y QUE EL SIGNATARIO TIENE FACULTAD PARA
OTORGAR ESTE DOCUMENTO.
DADOQ Y FIRMADO: EN PARIS EL 7 DE JUNIO DE 2010
FIRMADO: HERVE POMMERY, NOTARIO DE PARIS
HAY SELLO DEL NOTARIO

INISTERIO
. Mwsmm _
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TRADUCCION OFICIAL NO. 517/2010

APOSTILLA

CONVENIO DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961
2. PAIS: REPUBLICA FRANCESA

EL. PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO
! 2. HA SIDO FIRMADO POR: EL ABOGADO HERVE POMMERY
ACTUANDO EN SU CAPACIDAD DE: NOTARIO
LLEVA EL SELLO DE: SU DESPACHO

CERTIFICADO

5. EN: PARIS
. . EL: 8 DE JUNIO DE 2010
7. POR: EL PROCURADOR GENERAL DE LA CORTE DE APELACIONES
DE PARIS
8. BAJO EL NO: 40355
9. SELLO: CORTE DE APEIACIONES DE PARIS
10.  FIRMADO: JEAN MARTIN, ABOGADO GENERAL

La Apostilia confirma Gnicamente la autenticidad de la firma, del sello o de Ia estampilla del documento. No
implica que el contenido del documento sea verdadere ni que la Reptiblica Francesa apruebe su contenido,

LA TRADUCTORA OFICIAL

‘ %W,&o/»@ d{% vt

HELENA URIBE DE LEMOINE

RES Ho
3818 -
SEPT 61
MINISTERIO
JSTOA
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IMPRESO EN MAYO 1° DE 2010 FOR PGLYFRINT EDITORIAL LTDA, - NIT B30.028.856.5

e T b
L)

wum||m||nm|m|| :

AVENTIS, documento que esta debidamente legalizado. --
Presente la sefiora ADRIANA ZAPATA GIRALDO ~
domiciliada en Bogota, identificada como aparece al pie de
su firma y manifesté que estd conforme con el contenido

de esta escritura publica.

cveemmmmmm-- HASTA AQUI LAS DECLARACIONES DEL INTERESADOQ -------—----—
OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION. Leido, el presente instrumento publico por
el otorgante, dio su asentimiento y en prueba de ello lo firma junto con la suscrita

Notaria quien en esta forma lo autoriza.
DERECHOS NOTARIALES: $  42.860.00 = = = = = = = = = —  _ S
IVA!$ 14.732.00 - = = ¢ = o o o e o e m e e et - |
RECAUDO SUPERINTENDENCIA: $3.570.00
RECAUDO FONDO NACIONA:. DE NOTARIADO: $3.570.00
RESOLUCION 10301 DE DICIEMBRE 17 DE 2009
PAPEL NOTARIAL: El presente instrumen})_ publico se extendi6 y jjnné en Iag/

hojas de papel notarial nimeros:  7-700044-126454  7-700044-125990

EN BLANCO... EN BLANCO

CC Slbgol/
TEL. 24103y
Representante Legal de CAVELIER ABOGADOS

NOTARIA(O) SEXTA(O) ( == DE BOGOTA, D.C.
T . CGAVELIER.Angelica PE ;

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO
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CUES FIEL 23408 DDPLA (POTOCOPLS) TOMED: DE LA ESCRITURS
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C COPTE DLE BSPIDC BN LR HIZOAS RUBRICADS EM SUS MARGEMES | L&
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(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATIONEN MATIERE DE

(19) Organisation Mondiale de la Propriété
Intellectuelle
Bureau international

(43) Date de la publication internationale
14 janvier 2010 (14.01.2010)

BREVETS (PCT)

) N OO A

(10) Numéro de publication internationale

WO 2010/004204 A3

(51) Classification internationale des brevets :
CO7K 16/28 (2006.01) AGIK 39/395 (2006.01)
CI2N 15/13 (2006.01) AGIP 35/00 (2006.01)
CI2N 5/18 (2006.01)

Numéro de la demande internationale :
PCT/FR2009/051343

@n

(22) Date de dépit International :

7 juillet 2009 (07.07.2009)
frangais
francais

25
(26)
30)

Langue de dépét :
Langue de publication :

Données relatives 2 1a priorité :
08/03888 8 juillet 2008 (08.07.2008) FR

Déposant (pour tous les Etats désignés sauf US) :
SANOFI-AVENTIS [FR/FR]; 174 avenue de France,
F-75013 Paris (FR).

Inventeurs; et

Inventeurs/Déposants (pour US seulement) : BAURIN,
Nicolas [FR/FR]; c/o sanofi-aventis, Département
Brevets, 174 Avenue de France, F-75013 Paris (FR).
BERNE, Pierre-Frangois [FR/FR]; c/o sanofi-aventis,
Département Brevets, 174 Avemue de France, F-75013
Paris (FR). BLANCHE, Francls [FR/FR]; c¢/o sanofi-
aventis, Département Brevets, 174 Avemue de France,
F-75013 Paris (FR). BONO, Francoise [FR/FR]; c/o
sanofi-aventis, Département Brevets, 174 Avemue de
France, F-75013 Paris (FR). CAMERON, Béatrice [FR/
FR];, cfo sanofi-aventis, Département Brevets, 174
Avenue de France, F-75013 Paris (FR). DABDOUBI,
Tarik [FR/FR]; ¢/o sanofi-aventis, Département Brevets,
174 Avenue de France, F-75013 Paris (FR). HERBERT,
Corentin [FR/FR]; c/o sanofi-aventis, Département
Brevets, 174 Avemue de France, F-75013 Paris (FR).
MIKOL, Vincent [FR/FR}; c/o sanofi-aventis,
Département Brevets, 174 Aveme de France, F-75013
Paris (FR). REMY, Elisabeth [FR/FR]: c/o samofi-

()

(72)
(75

aventis, Dépariement Brevets, 174 Avenue de France,
F-75013 Paris (FR).

(74) Mandatalre : MARTIN-TQUAUX, Elsa; c/o sanofi-
aventis, Département Brevets, 174 avemue de France,
F-75013 Paris (FR).

(81) Ktats désignés (sauf indicatign-contraire, pour twut fitre

de protection natio leﬁnible) AE, AG, AL, AM,

AO, AT, AU, AZ, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,

CA, CH, CE; CN, CO, CR, CY, CZ, DE, DK, DM, DO,

DZ, EC+EE; EG, ES, F/I,»"GB, GD, GE, GH, GM, GT,

HN, , ID, IL, N, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP,

s LA,/I-;Q K, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,

', MG, MK MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,

NO, NZ; OM, PE, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD,

SE, 8G, SK, SL, 8M, ST, SV, SY, TJ, TM, TN, TR, TT,
TZ,UA, UG, US,UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

“(84) Etats désignés (sauf indication contraire, pour tout titre
de protection régionale disponible) : ARIPO (BW, GH,
- GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW), eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), européen (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE,
ES, FL FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV,
MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, SE, SI, SK, SM,
TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW,
ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publiée :
avec rapport de recherche internationale {4rt. 21(3))

avant l'expiration du délai prévu pour la modification des
revendications, sera republiée si des modifications sont
reques (régle 48.2.h))

avec la partie de la description réservée au listage des
séquences (régle 5.2.a))

(88) Date de publication du rapport de recherche
Internationale :

29 avril 2010

(54) Title : FGF-R4 RECEPTOR-SPECIFIC ANTAGONISTS

and in the treatment of cettain types of cancer.

2010/004204 A3 I 0000 0 00100 00 O O A

(54) Titre : ANTAGONISTES SPECIFIQUES DU RECEPTEUR FGE-R4

(57) Abstract : The present invention relates to FGF-R4 receptor-specific antagonist molecules enabling the inhibition of the
activity of said receptor. Said antagonists are, particularly, FGF-R4- pecific antibodies enabling the inhibition of the activity of
said receptor. The present invention also relates to the therapeutic use of said antibodies,

particularly in the field of angiogenesis

(37) Abrégé : La présente invention a pour objet des molécules antagonistes spécifiques du récepteur FGF-R4 permettant

O d'inhiber I'activité de ce récepteur. Ces antagonistes sont en particulier des anticorps ditigés spécifiquement contre le récepteur
FGF-R4 permettant d'inhiber l'activité de ce récepteur. La présente invention a également pour objet Tutilisation thérapeutique de
ces anticorps, en particulier dans le domaine de I'angiogenése, et dans le traitement de certains types de cancer.
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(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATIONEN MATIERE DE
BREVETS (PCT)

19) Organisation Mondiale de la Propriété g,
O O ectetle T A2 VD00 D0 O A O 0
Bureau international AT

(43) Date de la publication internationale

M

(10) Numéro de publication internationale

WO 2010/004204 A2

14 janvier 2010 (14.01.2010) PCT
(51) Classification internationale des brevets : Département Brevets, 174 Avenue de France, F-75013
CO7K 16/28 (2006.01) AGIK 39/395 (2006.01) Paris (FR). REMY, Elisabeth [FR/FR]; c/o samofi-
CI2N 15/13 (2006.01) AGIP 35/00 (2006.01) aventis, Dépariement Brevets, 174 Avenue de France,
CI2N 5/18 (2006.01) F-75013 Paris (FR).
(21) Numéro de la demande Internationale : (74) Mandataire : MARTIN-TOUAUX, Elsa; c¢/o sanofi-
PCT/FR2009/051343 aventis, Département Brevets, 174 avemue de France,
-75013 Paris (FR).
(22) Date de dépbt international : F atis (FR)
7 juillet 2009 (07.07.2009) (81) Etats désignés (Sauf indication contraire, pour tout titre
. . de protection nationale disponible) : AE, AG, AL, AM,
(25) Langue de dépdt : frangais AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,
(26) Langue de publication : frangais CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
DZ, EC, EE, EG, ES, FIL, GB, GD, GE, GH, GM, GT,
(30) Données relatives & l? Priorlté : HN, HR, HU, ID, IL,, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP,
08/03888 8 juillet 2008 (08.07.2008) FR KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,
(71) Déposant (pour tous les Etats désignés sauf US) : ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NL
SANOFI-AVENTIS [FR/FR]; 174 avemue de France NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD,
F-75013 Paris (FR) ’ ? SE, 8G, SK, SL, SM, ST, 8V, §Y, TJ, TM, TN, TR, TT,
) TZ,UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.
72) Inventeurs; et , . ) )
g75; Inventeurs;Dépoants (pour US seulement) : BAURIN, (84) Etats désignés '(sauf indication contraire, pour tout titre
Nicolas [FR/FR]; cfo sanofi-aventis, Département de protection régionale disponible) : ARIPO (BW, GH,
Brevets, 174 Avenue de France, F-75013 Paris (FR). GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, 87, TZ, UG, ZM,
BERNE, Pierre-Francois [FR/FR]; c/o sanofi-aventis, ZW), eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, M% RU, ]'3”’
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(54) Title : FGF-R4 RECEPTOR-SPECIFIC ANTAGONISTS
(54) Titre : ANTAGONISTES SPECIFIQUES DU RECEPTEUR FGF-R4

(57) Abstract : The present invention relates to FGF-R4 receptor-specific antagonist molecules enabling the inhibition of the
activity of said receptor. Said antagonists are, particularly, FGF-R4-specific antibodies enabling the inhibition of the activity of

said receptor. The present invention also relates to the therapeutic use of said antibodies,

and in the treatment of cettain types of cancer.

(57) Abrégé : La présente invention a pour objet des molécules antagonistes spécifiques du récepteur FGF-R4 permettant
Q d'mhiber I'activité de ce récepteur. Ces antagonistes sont en particulier des anticorps dirigés spécifiquement conire le récepteur

FGF-R4 permettant d'inhiber I'activité de ce récepteur. La présente invention a également pour objet I'tilisation thérapeutique de
ces anticorps, en particulier dans le domaine de l'angiogenése, et dans le traitement de certaing types de cancer.

patticularly in the field of angiogenesis
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Antagonistes spécifiques du récepteur FGF-R4

La présente invention a pour objet des antagonistes spécifiques du récepteur 4 aux
FGF (FGF-R4) permettant d'inhiber P'activité de ce récepteur. Ces antagonistes sont
en particulier des anticorps dirigés spécifiquement contre le récepteur 4 aux FGF
(FGF-R4).

La présente invention a également pour objet l'utilisation thérapeutique de ces
antagonistes, en particulier dans le domaine de 'angiogenése et dans le traitement de
certains types de cancer. '

Les FGF (Fibroblast Growth Factor) comptent parmi les premiéres molécules décrites
comme étant capables de stimuler la prolifération, la migration et la différenciation des
celiules vasculaires in vitro et in vivo. Une littérature abondante décrit I'induction de
langiogenése et la formation de capillaires sanguins in vitro et in vivo par les FGF.
Les FGF sont également impliqués dans I'angiogenése tumorale en promouvant la
formation de vaisseaux sanguins recrutés par la tumeur.

La famille des FGF humains est composée d’au moins 23 membres qui possédent
tous un domaine central conservé de 120 acides aminés. lls exercent leur activité
biologique en interagissant avec leurs récepteurs de haute affinité de type tyrosine-
kinase (FGF-R) et des héparanes sulfate protéoglycanes, composants présents sur la
plupart des surfaces cellulaires et des matrices extracellulaires (site de liaison de
faible affinité) pour former un complexe ternaire. Certains FGF présentent une haute
affinité pour plusieurs FGF-R alors que d'autres activent spécifiquement un récepteur

ou un isoforme d'un récepteur.

Un ligand spécifique de FGF-R4 a été identifié par Xie et al (Cytokine, 1999, 11:720-
35.) Ce ligand, appelé FGF19, est un ligand de haute affinitt au FGF-R4
exclusivement et dont la liaison au récepteur est dépendante de I'héparine ou des
héparanes sulfates. Le FGF19 a été identifié chez I'animal adulte, uniquement au
niveau des hépatocytes et de l'intestin gréle ot il régule la synthése d'acide biliaire
par le foie. Il serait un facteur de croissance intervenant lors du développement
embryonnaire et serait impliqué dans le développement du cerveau foetal chez le
poisson zébre et Fhomme.

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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D'autres ligands de FGF-R4 sont décrits comme le FGF1 ou FGF2. Ces ligands
activent fortement le FGF-R4 mais ne sont pas spécifiques de FGF-R4 : ils se lient
aussi a d'autres FGF-R (Omitz et al.,.J. Biol. Chem., 1996, 271:15292-7).

L'activation du récepteur FGF-R4 conduit & plusieurs types de signalisations
cellulaires. Parmi celles-ci, la forme la plus classique correspondant & la mise en
place d’'une voie de signalisation par cascade de phosphorylation a la suite d'une
stimulation de FGF-R4 par du FGF. Cette induction conduit & I'autophosphorylation du
domaine tyrosine kinase de FGF-R4 et sert a initier une voie de signalisation
intracellulaire dépendante des phosphorylations d'autres protéines de signalisation
telles que AKT, p44/42, JNK etc... Cette signalisation par phosphorylation varie selon
le type cellulaire et selon les co-récepteurs ou les molécules d’adhésion présents a la
surface de ces cellules. (Cavallaro et al., Nat. Cell Biol. 3/7, 650-657 (2001) ; Stadler
et al., Cell. Signal. 18/6, 783-794. (2006) ; Lin et al., J Biol Chem., 2007, 14:27277-84.
(2007)). Un autre mode de signalisation important pour les FGF-R dont FGF-R4 est
linternalisation du récepteur aprés activation en association avec son ligand. Ce
mécanisme n'est pas dépendant de I'activité tyrosine kinase du récepteur mais d'une
courte séquence en C-terminale de FGF-R4 (Klingenberg et al., J. Cell Sci,
113/Pt10 :1827-1838 (2000)).

Quatre formes distinctes de FGF-R4 sont décrites dans la littérature. Une forme de
pleine taille avec 2 variants polymorphiques a la position 388 a savoir le FGF-R4
Gly388 qui est la forme normale du récepteur et la forme Arg388 qui est décrite dans
le cadre de plusieurs tumeurs (Bange et al., Cancer Res. 62/3, 840-847 (2002) ;
Spinola et al., J Clin Oncol 23, 7307-7311(2005) ; Stadler et al., Cell. Signal. 18/6,
783-794. (2006)). Une forme soluble a également été découverte exprimée dans des
cellules tumorales mammaires (Takaishi et al., Biochem Biophys Res Commun.,
2000, 267:658-62). Une quatriéme forme, tronquée dans la partie extracellulaire, a été
décrite dans certains adénomes hypophysaires (Ezzat et al., J Clin Invest., 2002,
109:69-78).

Le FGF-R4 est principalement exprimé dans les tissus dérivés de 'endoderme tels
que le tractus gastro-intestinal, le pancréas, le foie, les muscles et les glandes
sumrénales.
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Le FGF-R4 est connu dans la littérature comme ayant plusieurs roles cellulaires, dont

les trois principaux sont décrits dans ce qui suit :

Premiérement, ce récepteur est impliqué dans le controle de différents processus de
différenciation cellulaire in vitro et in vivo comme la différenciation et la régénération
des muscles squeleftiques, la différenciation du tissu mésenchymateux |,
l'ostéogenése ou encore dans la formation des alvéoles au cours du développement
hépatique post-natal.

Deuxiemement, le FGF-R4 est décrit dans le contrdle de I'homéostasie de Facide
biliaire et du cholestérol et interviendrait dans le contrdle de I'adiposité. De plus, la
balance entre la production de 'acide biliaire et celle du cholestérol est contrdlée par
FGF-R4 in vitro et in vivo.

Troisiémement, le FGF-R4 est impliqué dans certains phénoménes tumoraux comme
le développement des carcinomes hépatocellulaires ou des cancers du colon, dans la
prolifération de cellules de fibroadénomes mammaires, de cellules épithéliales de
cancers mammaires , comme la motilité des cellules de carcinomes mammaires ou
colorectaux L'implication tumorale du FGF-R4 est majoritairement associée 2
I'apparition du polymorphisme (Gly388Arg) corrélée a I'accélération de la progression
tumorale de tumeurs mammaires et colorectales (Bange et al., Cancer Res. 62/3,
840-847.2002), prostatiques (Wang et al., Clin. Cancer Res.10/18, 6169-6178, 2004)
ou heépatiques (Nicholes et al., Am. J. PAthol.160/6, 2295-307, 2002). Ce
polymorphisme est aussi associé @ un mauvais pronostic dans le cadre de sarcomes
(Morimoto et al., Cancer 98/10, 2245-2250, 2003), d’adénocarcinomes pulmonaires
(Spinola et al., J Clin Oncol 23, 7307-7311, 2005) ou de sarcomes squameux (da
Costa Andrade et al., Exp Mol Pathol 82, 53-7, 2007). La surexpression de FGF-R4
est aussi décrite dans certaines lignées de cancers pancréatiques (Shah et al.,
Oncogene 21/54, 8251-61, 2002) et corréle avec la malignité d’astrocytomes
(Yamada et al., Neurol. Res. 24/3, 244-8, 2002). De plus, I'utilisation d’un anticorps
monoclonal anti-FGF19 dans des modéles in vivo de xénogreffes de tumeurs de
colon ou dans des modéles de carcinomes hépatocellulaires, montre que l'inactivation
du FGF19 et donc le blocage de I'activation de FGF-R4 peut étre bénéfique dans le
traitement de cancer du colon ou du foie.
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Il est admis dans la littérature que les couples FGF/FGF-R1 et FGF/FGF-R2
participent & la formation des nouveaux vaisseaux sanguins dans un contexte normal
ou pathologique. Cependant, I'implication potentielle de FGF-R4 dans le controle de
ce phénoméne cellulaire n'a jamais été étudiée. Il a, en effet, jusqu'a présent été
supposé que l'activation de I'angiogenése est médiée par FGF-R1 et/ou FGF-R2
(Presta et al, Cytokine Growth Factor Rev., 2005, 16 :159-78).

Des exemples d’'antagonistes de FGF-R4 sont décrits dans la littérature, notamment:
des petites molécules, mais elles ne ciblent pas le FGF-R4 de maniére spécifique,
entrainant ainsi des effets indésirables. Ainsi des petites molécules chimiques
inhibitrices du domaine tyrosine-kinase qui inhibent plusieurs FGF-R ainsi que
d’autres récepteur tyrosine-kinase ont été décrites par Thompson et al (Thompson et
al J Med Chem., 2000, 43:4200-11.). Des petites molécules chimiques inhibitrices des
FGF-R par association & leur partie extracellulaire ont aussi été décrites dans la
demande WQ2007/080325.

Des anticorps ont aussi été étudiés, comme les anticorps anti-FGFR1 et/ou anti-
FGFR4 deécrits dans les demandes internationales WQ2005/066211 et
WO2008052796 ou par Chen et al (Hybridoma 24/3, 152-159, 2005). La demande
W02005/037235 décrit des anticorps antagonistes des FGF-R pour le traitement de
I'obésité et du diabéte. D'autre part, des anticorps anti-FGF-R4 agonistes sont décrits
dans la demande WQ003/063893.

La présente invention a pour objet un antagoniste du récepteur FGF-R4, caractérisé
en ce qu'il se lie spécifiquement a celui-ci.

De maniére avantageuse, ledit antagoniste est un anticorps spécifique du récepteur
FGF-R4.

Dans un mode de réalisation, I'antagoniste objet de I'invention se lie au domaine D2-
D3 du récepteur FGF-R4. Dans un mode de réalisation avantageux, I'antagoniste
objet de l'invention se lie au domaine D2 du récepteur FGF-R4. Dans un mode encore
plus avantageux, I'antagoniste se lie 4 la séquence SEQ ID NO 70.
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De maniére avantageuse I'antagoniste spécifique du récepteur FGF-R4 a un Kp vis a
vis du récepteur FGF-R4 déterminé par la technique Biacore inférieur & 10E-8 M,
inférieur & 5 x 10E-9M, inférieur a 2 x 10E-9M ou inférieur a 1 x 10E-OM.

Dans un mode de réalisation avantageux I'antagoniste spécifique du récepteur FGF-
R4 est actif & la fois contre FGF-R4 humain et FGF-R4 murin.

Dans un autre mode de réalisation avantageux I'antagoniste spécifique du récepteur
FGF-R4 est actif a la fois contre FGF-R4 humain, FGF-R4 murin et FGF-R4 de rat.

Dans un mode de réalisation avantageux, I'anticorps antagoniste spécifique du
recepteur FGF-R4 comprend au moins un CDR présentant une séquence identique
SEQ ID NO : 9, 10, 11, 12, 13, 14, 73, 74, 75, 78, 79, 80, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 93,
94, 95, 98, 99, 100, 103, 104, 105, 108, 109 ou 110 ou au moins un CDR dont la
séquence différe de un a deux acides aminés par rapport aux séquences SEQ ID NO
9,10, 11,12, 13, 14,73, 74, 75, 78, 79, 80, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 93, 94, 95, 98, 99,
100, 103, 104, 105, 108, 109 ou 110, pour autant que l'anticorps garde sa spécificité
de liaison.

Dans un mode de réalisation particulidrement avantageux, I'anticorps antagoniste
specifique du récepteur FGF-R4 comprend les CDR de séquence SEQ ID NO : 9, 10,
11,12, 13, 14,73, 74, 75, 78, 79, 80, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 93, 94, 95, 98, 99, 100,
103, 104, 105, 108, 109 ou 110 ou des CDR dont les séquences différent de un a
deux acides aminés par rapport — respectivement - aux séquences sus-citées, pour
autant que cela ne modifie pas la spécificité¢ de liaison de I'anticorps au récepteur
FGF-R4.

Dans un mode de réalisation avantageux, les anticorps de I'invention comprennent au
moins une chaine lourde et au moins une chaine légére, ladite chaine lourde
comprenant trois séquences CDR ayant des séquences en acides aminés
sélectionnées dans le groupe consistant en SEQ ID NO : 9, 10 et 11 ou 73, 74 et 75,
83, 84 et 85, ou 93, 94 et 95, ou 103, 104 et 105 ladite chaine légére comprenant frois
séquences CDR ayant des séquences en acides aminés sélectionnées dans le
groupe consistant en SEQ ID NO : 12, 13 et 14 ou 78, 79 et 80, ou 88, 89 et 90, ou
98, 99 et 100, ou 108, 109 et 110.
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Dans un mode de réalisation avantageux les parties variables de la chaine lourde de
I'anticorps antagoniste spécifique du récepteur FGF-R4 comprennent une séquence
présentant au moins 80%, 90%, 95% ou 99% d'identité avec la séquence SEQ ID
NO :6, 77, 87, 97 ou 107.

Dans un mode de réalisation avantageux les parties variables de la chaine légére de
I'anticorps antagoniste spécifique du récepteur FGF-R4 comprennent une sequence
présentant au moins 80%, 90%, 95% ou 99% d'identité avec la séquence SEQ ID
NO : 8,72, 82,92 ou 102.

La présente invention a également pour objet un anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprenant une chaine lourde comprenant une partie variable
codée par une séquence nucléotidique présentant une identité d'au moins 80%, 90%,
95% ou 99% avec la séquence SEQ ID NO : 5, 76, 86, 96 ou 106.

La présente invention a également pour objet un anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprenant une chaine légére comprenant une partie variable
codée par une séquence nucléotidique présentant une identité d’au moins 80%, 90%.,
95% ou 99% avec la séquence SEQ ID NO 7, 71, 81, 91 ou 101.

La présente invention a également pour objet un anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprenant une chaine lourde comprenant une partie variable de
séquence polypeptidigue SEQ ID NO : 6, 77, 87, 97 ou 107.

La présente invention a également pour objet un anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprenant une chaine légére comprenant une partie variable de
séquence polypeptidique SEQ ID NO : 8, 72, 82, 92 ou 102.

La présente invention a également pour objet un anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprenant des séquences codées par les séquences
nucléotidiques SEQ ID NO : 5 et 7 ou 71 et 76, ou 81 et 86, ou 91 et 96, ou 101 et
106.

La présente invention a également pour objet un anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprenant les séquences polypeptidiques SEQ ID NO : 6 et 8, ou
72 et 77,0u 82 et 87, ou 92 et 97 ou 102 et 107.

Dans un mode de réalisation avantageux I'anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprend des séquences identiques au moins & 80%, 90%, 95%
ou 99% aux SEQ ID NO: 2 et/ou SEQ ID NO: 4 ; ou SEQ ID NO : 72 et/ou SEQ ID
NO : 77 : ou SEQ ID NO : 82 et/ou SEQ ID NO : 87 ; ou SEQ ID NO : 92 et/ou SEQ
ID NO : 97 ; ou SEQ ID NO : 102 et/ou SEQ ID NO : 107.
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Dans un mode de réalisation particuliérement avantageux, I'anticorps antagoniste
spécifique du récepteur FGE-R4 comprend une chaine lourde codée par une
séquence nucléotidique identique au moins & 80%, 90%, 95% ou 99% a la séquence
SEQIDNO 1.

La présente invention a également pour objet un anticorps antagoniste du récepteur
FGF-R4 comprenant une chaine lourde de séquence polypeptidique identique au
moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la séquence SEQ ID NO 2.

La présente invention a également pour objet un anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprenant une chaine légére codée par une séquence
nucléotidique identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la séquence SEQ ID
NO 3.

La présente invention a également pour objet un anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprenant une chaine légére de séquence polypeptidique
identique au moins & 80%, 90%, 95% ou 99% a la séquence SEQ ID NO 4.

La présente invention a également pour objet un anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprenant les séquences codées par les séquences
nucléotidiques SEQ 1D NO : 1 et 3.

Dans un mode encore plus avantageux, I'anticorps antagoniste spécifique de FGF-R4
comprend une chaine lourde comprenant la séquence SEQ ID NO 2 et une chaine
légére comprenant la séquence SEQ ID NO 4.

L’anticorps composé d’une chaine lourde de séquence SEQ ID NO 2 et d'une
séquence légére SEQ ID NO 4 sera appelé 40-12 dans la suite de la demande.

Dans un mode de réalisation de I'invention les anticorps spécifiques de FGF-R4 sont
actifs 4 la fois contre FGF-R4 humain, FGF-R4 murin et FGF-R4 de rat.

Dans un mode de réalisation avantageux, I'antagoniste spécifique du récepteur FGF-
R4 induit une inhibition des voies cellulaires AKT/p38.

Dans un mode de réalisation avantageux, 'antagoniste spécifique du récepteur FGF-
R4 induit une inhibition des voies cellulaires Erk1/2.

Dans un mode de réalisation avantageux, 'antagoniste spécifique du récepteur FGF-
R4 induit une inhibition des voies signalisation cellulaire controlées par FGF-.R4
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Dans un autre mode de réalisation avantageux I'antagoniste spécifique du récepteur
FGF-R4 induit une inhibition de la prolifération cellulaire tumorale.

Dans encore un autre mode de réalisation avantageux antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 induit une inhibition de I'angiogenése.

Dans un autre mode de réalisation particuliérement avantageux, l'antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4 présente une affinite pour FGF-R4 10 fois supérieure
3 son affinité pour les autres récepteurs 4 FGF.

Dans un mode de réalisation particuliérement avantageux, I'anticorps selon l'invention
est un anticorps humanisé antagoniste spécifique du récepteur FGF-R4.

Dans un mode de réalisation I'anticorps humanisé antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprend une chafne légére dont la partie variable est codée par
une séquence nucléotidique identigue au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la
séquence SEQ ID NO 29 ou a la séquence SEQ ID NO 31.

Dans un autre mode de réalisation I'anticorps humanisé antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprend une chaine légére dont la partie variable est identique
au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la séquence SEQ ID NO 30 ou a la séquence
SEQ ID NO 32.

Dans un autre mode de réalisation I'anticorps humanisé antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprend une chafne légére dont la partie variable est codée par
une séquence identique a la séquence nucléotidique SEQ 1D NO 29 ou & la séquence
SEQID NO: 31.

La présente invention a également pour objet un anticorps humanisé antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4 comprenant une chaine lourde dont la partie variable
est codée par une séquence identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la
séquence SEQ ID NO 33, a la séquence SEQ ID NO 35 ou a la séquence SEQ ID
NO 37.

La présente invention a également pour objet un anticorps humanisé antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4 comprenant une chaine lourde dont la partie variable
est identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% 3 la séquence SEQ ID NO 34, a la
séquence SEQ ID NO 36 ou & la séquence SEQ ID NO 38.
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La présente invention a également pour objet un anticorps humanisé antagoniste
spécifigue du récepteur FGF-R4 comprenant une chaine lourde codée par une
séquence nucléotidiqgue SEQ ID NO 33 et/ou SEQ ID NO : 35 et/ou SEQ ID NO : 37.
La présente invention a également pour objet un anticorps humanisé antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4 dont les séquences humanisées de séquence SEQ
ID NO : 30 ou 32 sont utilisées en combinaison avec les séquences humanisées de
séquence SEQ ID NO : 34, 36 ou 38.

Dans un autre mode de réalisation, I'anticorps antagoniste spécifique du récepteur
FGF-R4 comprend les CDR de séquence SEQ ID NO : 73, 74, 75, 78, 79 et 80 ou
des CDR dont les séquences différent de un a deux acides aminés par rapport —
respectivement — aux séquences suscitées, pour autant que cela ne modifie pas la
spécificité de liaison de I'anticorps au récepteur FGF-R4.

Dans un autre mode de réalisation, I'anticorps antagoniste spécifique du récepteur
FGF-R4 comprend les CDR de séquence SEQ ID NO : 83, 84, 85, 88, 89 et 90 ou
des CDR dont les séquences différent de un & deux acides aminés par rapport —
respectivement - aux séquences suscitées, pour autant que cela ne modifie pas la
spécificité de liaison de I'anticorps au récepteur FGF-R4.

Dans un autre mode de réalisation, I'anticorps antagoniste spécifique du récepteur
FGF-R4 comprend les CDR de séquence SEQ ID NO : 93, 94, 95, 98, 99 et 100 ou
des CDR dont les séquences différent de un a deux acides aminés par rapport —
respectivement - aux séquences suscitées, pour autant que cela ne modifie pas la
specificité de liaison de I'anticorps au récepteur FGF-R4.

Dans un autre mode de réalisation, I'anticorps antagoniste spécifique du récepteur
FGF-R4 comprend les CDR de séquence SEQ ID NO : 103, 104, 105, 108, 109 et
110 ou des CDR dont les séquences différent de un & deux acides aminés par rapport
— respectivement — aux séquences suscitées, pour autant que cela ne modifie pas la
spécificité de liaison de I'anticorps au récepteur FGF-R4.

Dans un mode de mise en ocsuvre préféré de linvention, I'anticorps antagoniste
specifique du récepteur FGF-R4 comprend les CDR de séquence SEQ ID NO : 83,
84, 85, 88, 89 et 90.

Dans un mode de réalisation avantageux, I'anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 est un anticorps humain dont les parties variables de la chaine
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lourde comprennent une séquence nucléotidique présentant au moins 80%, 90%,
95% ou 99% d'identité avec la séquence SEQ ID NO : 76, 86, 96 ou 1086.

Dans un mode de réalisation avantageux, I'anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 est un anticorps humain dont les parties variables de la chaine
légére comprennent une séquence nucléotidique présentant au moins 80%, 90%,
95% ou 99% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 71, 81, 91 ou 101.

La présente invention a également pour objet un anticorps humain antagoniste
spécifigue du récepteur FGF-R4 comprenant une chaine lourde comprenant une
partie variable codée par une séquence protéique présentant une identité d’au moins
80%, 90%, 95% ou 99% avec la séquence SEQ ID NO : 77, 87, 97 ou 107.

La présente invention a également pour objet un anticorps humain antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4 comprenant une chaine légére comprenant une
partie variable codée par une séquence protéique présentant une identité d’au moins
80%, 90%, 95% ou 99% avec la séquence SEQ ID NO : 72, 82, 92 ou 102.

La présente invention a également pour objet un anticorps humain antagoniste
spécifigue du récepteur FGF-R4 comprenant des séquences codées par les
séquences nucléotidiques SEQ ID NO : 71 et 76 ou les séquences nucléotidiques
SEQ ID NO : 81 et 86 ou les séquences nucléotidiques SEQ ID NO : 91 et 96 ou les
séquences nucléotidiques SEQ ID NO : 101 et 106.

La présente invention a également pour objet un anticorps humain antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4 comprenant les séguences polypeptidiques SEQ ID
NO: 72 et 77 ou les séguences polypeptidiques SEQ ID NO: 82 et 87 ou les
séquences polypeptidiques SEQ ID NO : 92 et 97 ou les séquences polypeptidiques
SEQID NO: 102 et 107.

Dans un mode de réalisation avantageux, I'anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprend des séquences identiques au moins a 80%, 90%, 95%
ou 99% aux SEQ ID NO : 72 et/ou SEQ ID NO : 77.

Dans un autre mode de réalisation avantageux, I'anticorps humain antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4 comprend des séquences identiques au moins 2
80%, 90%, 95% ou 99% aux SEQ ID NO : 82 et/ou SEQ ID NO : 87.




24

WO 2010/004204 PCT/FR2009/051343

10

16

20

25

30

11

Dans un autre mode de réalisation avantageux, I'anticorps humain antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4 comprend des séquences identiques au moins a
80%, 90%, 95% ou 99% aux SEQ ID NO : 92 et/ou SEQ ID NO : 97.

Dans un autre mode de réalisation avantageux, I'anticorps humain antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4 comprend des séquences identiques au moins a
80%, 90%, 95% ou 99% aux SEQ ID NO : 102 et/ou SEQ ID NO : 107.

Dans un mode de réalisation préféré, la présente invention a pour objet un anticorps
antagoniste humain spécifique du récepteur FGF-R4 comprenant une chaine légére
codée par une séquence nucléotidique identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99%
a la séquence SEQ ID NO 82 et comprenant une chaine légére de séquence
polypeptidique identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la séquence SEQ ID
NO 87.

De maniére encore plus préférée, la présente invention a pour objet un anticorps
humain antagoniste spécifique du récepteur FGF-R4 comprenant les ségquences
codées par les séquences nucléotidiques SEQ ID NO : 82 et 87.

L'anticorps composé d'une chaine lourde de séquence SEQ ID NO 77 et d'une
séquence légére SEQ ID NO 72 sera appelé clone 8 dans la suite de la demande.

L'anticorps composé d’une chaine lourde de séquence SEQ ID NO 87 et d’une

séquence légére SEQ ID NO 82 sera appelé clone 31 dans la suite de la demande.
L'anticorps composé d'une chaine lourde de seéquence SEQ ID NO 97 et d’une
séquence légére SEQ ID NO 92 sera appelé clone 33 dans la suite de la demande.
L'anticorps composé d'une chaine lourde de séquence SEQ ID NO 107 et d'une
séquence légére SEQ ID NO 102 sera appelé clone 36 dans la suite de la demande.

Le champ de la présente invention ne se limite pas aux anticorps comprenant ces
séquences. En effet, tous les anticorps qui se lient de maniére spécifique 8 FGF-R4
en ayant une action antagoniste sur ce récepteur, rentrent dans le champ de la
présente invention.

La présente invention a également pour objet un anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 conjugué a un agent cytotoxique.
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La présente invention a pour objet l'utilisation d'un antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 dans le traitement des maladies associées a I'angiogenése.

La présente invention a pour objet ['utilisation d'un antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 dans le traitement d’'un cancer.

La présente invention a pour objet l'utilisation d’'un antagoniste spécifigue du
récepteur FGF-R4 dans le traitement des hépatocarcinomes ou de tout autre type de
cancer hépatique.

La présente invention a pour objet lufilisation d'un antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 dans le traitement du cancer du pancréas.

La présente invention a pour objet un anticorps spécifique du récepteur FGF-R4 utile
a la fois dans le traitement des maladies associées a l'angiogenése et dans le
traitement des hépatocarcinomes ou de tout autre type de cancer hépatique.

La présente invention a pour objet un anticorps spécifique du récepteur FGF-R4 utile
a la fois dans le traitement des maladies associées a l'angiogenése, dans le
traitement des hépatocarcinomes ou de tout autre type de cancer hépatique, dans le
traitement du cancer du pancréas, des organes du tractus gastro-intestinal ou tout
autre organe exprimant FGF-R4.

La présente invention a pour objet une composition pharmaceutique comprenant un
antagoniste spécifique du récepteur FGF-R4 et des excipients.

La présente invention a pour objet une méthode de traitement d'un cancer
comprenant l'administration au patient d'un anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4.

La présente invention a pour objet une méthode de traitement d’une maladie associée
a une augmentation pathologique de I'angiogenése comprenant I'administration au
patient d'un anticorps antagoniste spécifique du récepteur FGF-R4.

La présente invention a pour objet un procédé de sélection d’'un anticorps monoclonal
antagoniste spécifique du récepteur FGF-R4, comprenant les étapes suivantes :

a. immunisation chez la souris

b. prélévement de nodules lymphatiques chez les souris, et

c. criblage des surnageants d’hybridomes

1
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La présente invention a pour objet une lignée cellulaire produisant des anticorps
antagonistes spécifiques du récepteur FGF-R4.

La présente invention a pour objet un procédé de production d'un anticorps
antagoniste spécifique du récepteur FGF-R4 comprenant la mise en culture d’'une
lignée cellulaire produisant des anticorps antagonistes du récepteur FGF-R4.

La présente invention a pour objet un médicament comprenant un antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4.

La présente invention a également pour objet un polynucléotide codant pour un
polypeptide sélectionné dans le groupe constitué des SEQ ID NOS : 2, 4, 6, 8,9, 10,
11,12, 13, 14, 30, 32, 34, 36, 38, 72,73, 74, 75,77, 78, 79, 80, 82, 83, 84, 85, 87, 88,
89, 90, 92, 93, 94, 95, 97, 98, 99, 100, 102, 103, 104, 105, 107, 108, 109, 110 et des
séquences identigue au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a l'une de ces séquences.

La présente invention a pour objet un vecteur recombinant comprenant un
polynucléotide tel que décrit ci dessus ou codant pour un polypeptide tel que décrit ci
dessus.

Afin de permettre I'expression de chaines lourdes et/ou chaines légéres de I'anticorps
antagoniste du récepteur FGF-R4, objet de Finvention, les polynucléotides codant
pour lesdites chaines sont insérés dans des vecteurs d'expression. Ces vecteurs
d'expression peuvent étre des plasmides, des YACs, des cosmides, des rétrovirus,
des épisomes dérivés d’'EBV, et tous les vecteurs que Fhomme du métier peut juger
appropriés a I'expression desdites chaines.

La présente invention a pour objet une cellule hdte comprenant un vecteur
recombinant tel que décrit ci-dessus.

Description détaillée de 'invention
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La présente invention a pour objet I'utilisation d'anticorps dirigés spécifiquement
contre FGF-R4 (sans réaction croisée avec FGF-R1, R2 ou R3) pour I'inhibition de
I'angiogenése et de la croissance tumorale.

De fagon inattendue, les inventeurs ont montré que le FGF-R4 joue un réle actif et
spécifique dans le contrdle de 'angiogenése.

Cette fonction du FGF-R4 n’avait jamais été montrée ou proposée auparavant. Par
conséquent, ce récepteur peut étre utilisé en tant que cible pour traiter les pathologies
présentant un dysfonctionnement angiogénique. Les ligands du FGF-R4 capables de
moduler son activité sont donc des agents thérapeutiques potentiels pour de
nombreuses pathologies liées a 'angiogenése.

La présente invention peut donc étre utilisée dans le traitement de toutes les
pathologies impliquant une dérégulation de I'angiogenése et nécessitant une inhibition
de celle-ci. Les pathologies visées peuvent étre le cancer, avec l'utilisation des
antagonistes selon l'invention comme inhibiteurs de I'angiogenése tumorale, ou les
pathologies pour lesquelles une dérégulation de I'angiogenése est décrite comme : la
dégénérescence maculaire liée a 'age ou DMLA, les maladies inflammatoires comme
larthrite rhumatoide, l'ostéoarthrite, les colites, les ulcéres ou toute maladie
inflammatoire des intestins, I'athérosclérose ou encore dans le traitement de I'obésité.
L'utilisation de ces anticorps est aussi illustrée dans linhibition de la croissance
tumorale. Les antagonistes selon la présente invention peuvent donc étre utilisés pour
le traitement de certains cancers impliquant une dérégulation du FGF-R4, et plus
particulierement les cancers du foie, du colon, du sein, du poumon, de la prostate, du
pancréas, de la peau ou de I'cesophage.

Un des avantages majeurs des antagonistes selon la présente invention est de cibler
spécifiguement un récepteur aux FGF, en Foccurrence FGF-R4. Cette spécificité
permet de limiter les effets indésirables que peuvent avoir des petites molécules
chimiques inhibitrices du domaine tyrosine kinase. De plus, le FGF-R4 n'étant pas
exprimé de maniére ubiquitaire, mais étant notamment exprimé sur les cellules
endothéliales comme sur les cellules hépatocytaires, biliaires, mammaires,
prostatiques, ovariennes, pancréatiques, rénales, on dispose d'un mode de traitement
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des maladies liées a une dérégulation de lactivitt FGF-R4 limitant les effets
secondaires.

Par «antagoniste », on entend tout ligand capable de diminuer ou d'inhiber
totalement 'activité du FGF-R4. Ce composé antagoniste est aussi appelé inhibiteur
de FGF-R4.

Cet antagoniste peut-étre tout ligand de FGF-R4 tel qu'une molécule chimique, une
protéine recombinante, un oligosaccharide, un polysaccharide, un oligonucléotide ou
un anticorps capable de se lier de maniére spécifique au récepteur FGF-R4, a
I'exclusion de tout autre FGFR.

Un objet de linvention est donc un antagoniste spécifique de FGF-R4. Selon
Finvention, un antagoniste qui se lie spécifiguement au FGF-R4 s’entend d’un ligand
qui ne se lie aux autres récepteurs aux FGF & savoir FGF-R1, FGF-R2 ou FGF-R3.
En particulier, un anticorps spécifique de FGF-R4 est un anticorps qui ne présente
pas de réaction croisée avec FGF-R1, FGF-R2 ou FGF-R3.

Une liaison spécifique s'entend d'une différence d'un facteur au moins 10 entre
l'intensité de la liaison & un récepteur par rapport & un autre, ici entre Ia liaison & FGF-
R4 et les liaisons possibles & FGF-R1, FGF-R2 ou FGF-R3.

Dans un mode de réalisation de [invention, le ligand de FGF-R4 est un
oligosaccharide ou un polysaccharide.

Un oligosaccharide s’entend de tout polymére de saccharide contenant de trois a dix
unités de sucres simples. Il existe des oligosaccharides naturels, comme par exemple
les fructo-oligosaccharides (FOS), et des oligosaccharides de synthése comme par
exemple les anti-thrombotiques mimétiques de I'héparine.

Par « polysaccharide », on entend tout polymére constitué de plus de dix
monosaccharides liés entre eux par des liaisons glycosidiques. Il existe des
polysaccharides naturels, comme par exemple les mucopolysaccharides, les
fucoides, les carraghénanes, les exopolyssacharides bactériens et des
polysaccharides de synthése. Ainsi, des fucoidanes de bas poids moléculaires ou des
exopolysaccharides trés sulfatés ont montré des activités pro-angiogéne (Chabut et
al., Mol Pharmacol., 2003, 64:696-702 ; Matou et al., Biochem Pharmacol., 2005,
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69:751-9.). A l'inverse, des oligosaccharides faiblement sulfatés dérivés de I'héparine
ou des phosphomannopentose sulfate peuvent présenter des caractéristiques anti-
angiogénes (Parish et al., 1999, 15:3433-41; Casu et al., J Med Chem., 2004,
12:838-48)

Dans un mode de réalisation de l'invention, le ligand de FGF-R4 est un anticorps.

Par « anticorps », on entend tout type d'anticorps ou molécules dérivés tels que les
anticorps polyclonaux et monoclonaux. Parmi les molécules dérivées des anticorps
monoclonaux, sont compris les anticorps humanisés, les anticorps humains, les
anticorps multispécifiques, les anticorps chimériques, les fragments d’anticorps, les
nanobodies...

Dans un mode de réalisation de I'invention, I'antagoniste spécifique de FGF-R4 est un
anticorps polyclonal.

Un « anticorps polyclonal » est un anticorps qui a été produit parmi un mélange
d’anticorps provenant de plusieurs clones de lymphocytes B et reconnaissant une
série d’épitopes différents.

Dans un mode de réalisation avantageux, I'antagoniste spécifique de FGF-R4 est un
anticorps monoclonal.

Un « anticorps monoclonal » est un anticorps obtenu a partir d'une population
d'anticorps substantiellement homogéne issue d'un seul type de lymphocytes B
amplifiée de maniére clonale. Les anticorps formant cette population sont identiques
excepté pour de possibles mutations naturelles pouvant étre présentes en guantité
trés faible. Ces anticorps sont dirigés contre un seul épitope et sont donc hautement
specifiques.

Par « épitope » on entend le site de I'antigéne auquel se lie 'anticorps. Si I'antigéne
est un polymére, tel une protéine ou un polysaccharide, I'épitope peut étre formé par
des résidus contigus ou non-contigus.

Dans un mode de réalisation avantageux de l'invention, I'anticorps antagoniste anti-
FGF-R4 se lie a un épitope appartenant au domaine D2-D3 du récepteur au FGF-R4.
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Dans un mode encore plus avantageux, I'anticorps se lie & un épitope compris dans le
domaine comprenant les acides aminés 144 & 365 du récepteur au FGF-R4.

Dans un mode encore plus avantageux, I'anticorps se lie & un épitope compris dans le
domaine D2 du récepteur au FGF-R4, cet épitope correspondant aux acides aminés
145 & 242 décrits dans la séquence SEQ ID NO 70.

Un anticorps, aussi appelé immunoglobuline, est composé de deux chaines lourdes
identiques (« VH ») et de deux chaines légéres identiques (« VL ») qui sont liées par
un pont disulfure. Chaque chaine contient une région constante et une région
variable. Chaque région variable comprend trois segments appelés « régions
déterminant la complémentarité » (« CDRs ») ou « régions hypervariables », qui sont
principalement responsables de la liaison a I'épitope d'un antigéne.

Le terme « VH» fait référence aux régions variables d'une chaine lourde
d'immunoglobuline d'un anticorps, incluant les chaines lourdes d’'un fragment Fv,
scFv, dsFv, Fab, Fab’ ou F(ab)'.

Le terme «VL» fait référence aux régions variables d'une chaine légére
d'immunoglobuline d'un anticorps, incluant les chaines légéres d'un fragment Fv,
scFv, dsFv, Fab, Fab’ ou F(ab).

Par « fragment d'anticorps » on entend toute partie de celui-ci: Fab (Fragment
antigen binding), Fv, scFv (single chain Fv), Fc (Fragment cristallisable). De
préférence, ces fragments fonctionnels seront des fragments de type Fv, scFv, Fab,
F(ab') 2, Fab', scFv-Fc ou diabodies, qui possédent généralement la méme spécificité
de fixation que I'anticorps monoclonal, chimérique ou humanisé dont ils sont issus.
Selon la présente invention, des fragments d'anticorps de l'invention peuvent étre
obtenus a partir des anticorps monoclonaux, chimériqgues ou humanisés, par des
méthodes telles que la digestion par des enzymes, comme la pepsine ou la papaine
et/ou par clivage des ponts disulfures par réduction chimique.

Par « régions CDR ou CDRs », on entend désigner les régions hypervariables des
chaines lourdes et légéres des immunoglobulines comme définies par Kabat et al.
(Kabat et al,, Sequences of proteins of immunological interest, 5t" Ed., U.S.
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Department of Health and Human Services, NIH, 1991, and later editions). Il existe 3
CDRs de chaine lourde et 3 CDRs de chaine légére. Le terme CDR ou CDRs est
utilisé ici pour désigner suivant les cas, I'une de ces régions ou plusieurs, voire
I'ensemble, de ces régions qui contiennent la majorité des résidus d'acides aminés
responsables de la liaison affine de I'anticorps pour [l'antigéne ou ['épitope qu'il
reconnait. Les régions les plus conservées des domaines variables sont appelés
régions ou séquences FR pour « framework » ou régions « charpentes ».

Dans un autre mode de réalisation de l'invention, I'antagoniste spécifique de FGF-R4
est un anticorps chimérique.

Par « anticorps chimérique » on entend un anticorps dans lequel la région constante,
ou une portion de celle-ci, est altérée, remplacée ou échangée, telle que la région
variable est liée a une région constante d’'une espéce différente, ou appartient a une
autre classe ou sous-classe d’anticorps.

On entend également par « anticorps chimérique » un anticorps dans lequel la région
variable, ou une portion de celle-ci, est altérée, remplacée ou échangée, telle que la
région constante est liée a une région variable d'une espéce différente, ou appartient
a une autre classe ou sous-classe d’anticorps.

LLes méthodes de production d'anticorps chimériques sont connues de Flhomme du
métier. Voir par exemple, Morrison, 1985, Science, 229 :1202 ; Oi et al., 1986, Bio
Techniques, 4 214 ; Gillies et al., 1989, J. Immunol. Methods, 125 :191-202 ; U.S.
Pat. Nos. 5,807,715 ; 4,816,567 ; and 4,816,397.

Ces versions chimériques de I'anticorps peuvent consister en la fusion des parties
variables VL et VH aux parties constantes de Ckappa et CH (IgG1) d’origine humaine
afin de générer un anticorps monoclonal chimére.

La partie CH (IgG1) peut aussi étre modifié¢e par des mutations ponctuelles afin
d’augmenter I'affinité du fragment Fc pour le récepteur FcyRllla et par la méme
augmenter les fonctions effectrices de I'anticorps (Lazar et al., 2008, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 103 : 40054010 ; Stavenhagen et al., 2007, Cancer Res. 67 : 8882-8890).

La présente invention inclut les versions humanisées des anticorps.
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Par « anticorps humanisé » on entend un anticorps qui contient principalement des
séquences immunoglobuline humaines. Ce terme fait généralement référence a une
immunoglobuline non humaine qui a été modifiées par incorporation de séquences
humaines ou de résidus trouvés dans des séquences humaines.

En général, les anticorps humanisés comprennent un ou typiquement deux domaines
variables dans lesquels tout ou partie des régions CDR correspondent & des parties
issues de la séquence parente non humaine et dans lesquels tout ou partie des
régions FR sont ceux issus d'une séquence immunoglobuline humaine L’anticorps
humanisé peut alors comprendre au moins une portion d'une région constante
d'immunoglobuline (Fc), en particulier celle de [immunoglobuline humaine de
référence choisie.

On cherche ainsi & obtenir un anticorps qui soit immunogéne a minima chez un
humain. Ainsi il est possible qu'un ou deux acides aminés d’'un ou plusieurs CDRs
soient modifiés par un acide aminé moins immunogéne pour I'hdte humain, ceci sans
réduire substantiellement la spécificité de liaison de l'anticorps au FGF-R4,. De
méme, les résidus des régions charpentes peuvent ne pas étre humains et il est
possible qu'ils ne soient pas modifiés car ils ne contribuent pas au potentiel
immunogénique de I'anticorps.

Il existe plusieurs méthodes d’humanisation connues de 'homme du métier pour
modifier un anticorps parent non-humain en un anticorps moins immunogéne pour
'humain. Une identité globale des séquences avec un anticorps humain n'est pas
forcément nécessaire. En effet lidentité globale de séquence n'est pas
nécessairement un indicateur prédictif d’'une immunogénicité réduite et la modification
d’'un nombre limité de résidus peut conduire a des anticorps humanisés présentant un
potentiel immunogénique trés atténué chez 'homme (Molecular Immunology (2007)
44, 1986-1998).

Diverses méthodes sont par exemple l'inclusion de CDRs (grafting) (EPO 0 239 400;
WO 91/09967; et U.S. Pat. Nos. 5,530,101 et 5,585,089), le resurfagage (EPO 0 592
106; EPO 0 519 596; Padlan, 1991, Molec Imm 28(4/5):489-498; Studnicka et al.,
1994, Prot Eng 7(6):805-814; et Roguska et al., 1994, PNAS 91:969-973) ou encore
le mélange des chaines (U.S. Pat. No. §,565,332).
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La présente invention concerne en particulier des anticorps humanisés dont les
parties variables sont modifiées selon la technologie suivante:

Les chaines Iégéres et lourdes les plus similaires aux chaines correspondantes de
lanticorps murin anti-FGF-R4 40-12 sont identifiées par comparaison a la Protein
Data Bank (H.M. Berman, J. Westbrook, Z. Feng, G. Gilliland, T.N. Bhat, H. Weissig,
LN. Shindyalov, P.E. Boume. Nucleic Acids Research, 2000, 28 :235-242).
L'alignement de séquences utilise 'algorithme BLAST (J Mol Biol. 1990 Oct 215:403-
410). Il s'agit des structures tridimensionnelles répondant aux codes PDB 1NDM &
1ETZ qui ont été respectivement utilisées pour construire les modéles par homologie
des chaines légéres et lourdes des domaines variables. Ces modéles
tridimensionnels sont ensuite affinés en minimisant leur énergie potentielle avec la
procédure standard implémentée dans le logiciel MOE (Molecular Operating
Environment, Chemical Computing Group, Quebec, Canada). Une simulation de
dynamique moléculaire (DM) est ensuite réalisée a partir de ces modéles
tridimensionnels minimisés de I'anticorps avec le logiciel Amber (D.A. Case, T.E.
Cheatham, Ill, T. Darden, H. Gohlke, R. Luo, K.M. Merz, Jr., A. Onufriev, C.
Simmerling, B. Wang and R. Woods. J. Computat. Chem. 2005, 26 :1668-1688).
Cette simulation a lieu avec des contraintes harmoniques appliquées aux atomes du
squelette protéique a une température de 500K pendant une durée de 1,1
nanoseconde dans un modéle de solvant implicite tel qu'implémenté dans la méthode
généralisee de Born (Gallicchio & Levy, J Comput Chem 2004, 25:479-499). Dix
conformations diverses sont ainsi extraites de cefte premiére simulation a raison
d’'une conformation tridimensionnelle toutes les cent picosecondes pendant la
derniére nanoseconde de la simulation. Ces dix conformations diverses sont ensuite
chacune soumises a une simulation de dynamique moléculaire, sans contraintes sur
le squelette protéique, a une température de 27 °C pendant 2,3 nanosecondes dans
un modéle de solvant implicite tel qu'implémenté dans la méthode généralisé de Born.
Les liaisons impliquant un atome hydrogéne sont contraintes avec [lalgorithme
SHAKE (Barth. et al.,, J Comp Chem, 1995, 16:1192-1209), le pas est de 1 femto
seconde, et la simulation a lieu selon I'équation de Langevin a volume constant et une
température constante de 27°C. Pour chacune des dix simulations de dynamique
moléculaire, les derniéres deux mille conformations, extraites a la fréquence d’'une par
picoseconde, sont ensuite utilisées pour quantifier, pour chaque acide-aminé de
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lanticorps & humaniser, la déviation des positions des atomes par rapport a une
conformation moyenne, dite médoide, de l'acide aminé. L'ensemble de l'analyse
décrite ci-aprés est réalisée avec le langage de script Scientific Vector Language
(SVL) du logiciel MOE. La conformation médoide de I'acide aminé est la conformation
issue de la dynamique moléculaire qui est la plus proche de la conformation moyenne
calculée a partir de la position des atomes de toutes les conformations de l'acide
aminé. La distance utilisée pour détecter la conformation médoide est I'écart
quadratique moyen des distances scalaires entre les atomes de deux conformations
de l'acide aminé. De maniére similaire, la déviation des positions des atomes d’une
conformation d'un acide-aminé par rapport a la conformation médoide est quantifiée
en calculant I'écart quadratigue moyen des distances scalaires entre les atomes de
lacide aminé d’'une conformation de la simulation et les mémes atomes de la
conformation médoide. Par la suite, c'est en comparant I'écart quadratique moyen
des positions des atomes d'un acide amine donné (i) moyenné sur 'ensemble des dix
simulations de dynamique moléculaire (Fi), & I'écart quadratique moyen des positions
de tous les acides-aminés de I'anticorps moyenné sur I'ensemble des dix simulations
de dynamique moléculaire (Fm) que I'on décide si I'acide-aminé est assez flexible
pour étre consideré comme pouvant potentiellement interagir avec les récepteurs de
cellules T et provoquer l'activation du systéme immunitaire. Un acide-aminé i est
considéré comme flexible s'il présente un score de flexibilité Zi au-dessus de 0,15 tel
que défini ci-aprés : Zi= (Fi — Fm)/Fm. 45 acides-aminés sont ainsi identifiés comme
flexible dans le domaine variable de I'anticorps, a I'exclusion de la région déterminant
la complémentarité a I'antigéne (RDC) et de son environnement immédiat. On définit
F'environnement immédiat de la RDC comme tout acide-aminé dont le carbone alpha
se situe & une distance de 5 angstréms (A) ou moins d’un carbone alpha de la RDC.

Les mouvements des 60 acide-aminés les plus flexibles de I'anticorps, pendant les 20
nanosecondes (10x2ns) de simulation, sont ensuite comparés aux mouvements des
acide-aminés correspondants de 49 modéles par homologie de séquences
germinales humaines d’anticorps, pour chacun desquels les dix simulations de
dynamique moléculaire (10x2ns) ont été réalisées selon le méme mode opératoire.
Les 60 acide-aminés les plus flexibles excluent la région déterminant Ia
complémentarité a I'antigéne (RDC) et son environnement immédiat. Les 49 modéles
humains de séquences germinales d'anticorps ont été construits en combinant
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systématiquement les 7 chaines légéres humaines les plus fréquentes (vk1, vk2, vk3,
vk4, vlambda1, vilambda2, viambda3) et les 7 chaines lourdes humaines les plus
fréquentes (vh1a, vh1b, vh2, vh3, vh4, vh5, vh6) (Nucleic Acids Research, 2005, Vol.
33, Database issue D593-D597).

La similarité de l'anticorps & humaniser aux 49 modéles de séquences humaines
germinales est quantifiée en échantillonnant les positions de certains atomes des 60
acides-aminés flexibles d'un anticorps, au cours des dix dynamiques moléculaires, au
moyen d'une méme grille cubique tridimensionnelle de résolution 1A. On parle de
similarité quadridimensionnelle. La grille tridimensionnelle utilisée comporte 445740
points et elle est initialisée a partir de la structure tridimensionnelle de I'anticorps
humain répondant au code PDB 8FAB. La structure 8FAB est aussi utilisée pour
positionner toutes les conformations d’'un anticorps & échantillonner dans la grille
tridimensionnelle. On superpose pour ce faire la conformation médoide de la
dynamique moléculaire de l'anticorps sur la structure 8FAB. Cette superposition
consiste en l'alignement des moments d'inertie des deux conformations, suivi de
I'optimisation des distances scalaires entre les atomes de carbone alpha des deux
conformations. Toutes les autres conformations de la dynamique moléculaire de
I'anticorps sont superposées sur la conformation médoide selon la méme méthode.
Deux types d’échantillonnage sont réalisés résultant en deux similarités (similarité
électrostatique et similarité lipophile), pour un couple d'anticorps a comparer, que 'on
additionne pour obtenir la similarité {otale. Le premier échantillonnage,
électrostatique, considére tous les atomes de la chaine latérale de l'acide-aminé. La
valeur en un point x de la grille se calcule en appliquant aux atomes de la chaine
latérale de I'acide aminés une fonction gaussienne tridimensionnelle f(x) que I'on
pondére avec la charge électrostatique de I'atome telle que décrite dans le champ de
force Amber99 (Cieplak, J., et al.; J. Comp. Chem. 2001, 22 :1048-1057). La fonction
f(x) est appliquée selon les 3 axes de coordonnées cartésiennes et répond a la

—3 —_ —_ ’
formule : f(x)= (s 27t) Xexp(%), avec x et u respectivement coordonnées
s

cartesiennes d’'un point x de la grille et d'un atome échantillonné, s= r/1,6 (r = rayon
de covalence de 'atome). L'échantillonnage est répété pour toutes les conformations
de l'acide aminé et les résultats obtenus sont moyennés en tout point x de la grille
tridimensionnelle. Le deuxiéme échantillonnage, lipophile, considére uniquement les
atomes lipophiles de la chaine latérale de I'acide aminé. La valeur en un point x de la
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grille se calcule a I'aide de la méme fonction gaussienne f(x) sans pondération. Les
deux ensembles de conformations des dynamiques moléculaires des deux anticorps
que I'on compare sont ainsi échantillonnés par la méme grille tridimensionnelle. On

mesure la similarité électrostatique (sim-elec), entre 2 anticorps a et b, a l'aide de la

45740 R
q X —X; I)

x! +x,.b|—
i=1

formule suivante : sim —elec = . La similarité lipophile est

445740

(lx,f' +x! |)

i=1

calculée avec la méme formule sur les données issues de I'échantillonnage lipophile
decrit ci-dessus.
Le modéle de séquences germinales humaines vilambda2-vh2 montre ainsi la plus
forte similarité quadridimensionnelle (similarité totale = 58 %) de ces 60 acide-aminés
flexibles par rapport aux acide-aminés flexibles de I'anticorps murin 40-12. Le modéle
de séquence germinale humaine vlambda2-vh2 a donc été utilisé pour humaniser
lanticorps & humaniser en se focalisant sur les 45 acide-aminés flexibles. Pour
déterminer les mutations & opérer, la structure fridimensionnelle du modéle de
I'anticorps murin 40-12 est superposée a celle du modéle issu des séquences
germinales montrant la plus forte similarité en optimisant les positions des carbones
alpha des acides aminés. Les acides aminés identifiés comme flexibles sont mutés
par les acides aminés correspondant dans la séquence du modéle montrant la plus
forte similarité.
Les motifs de séquences indésirables considérés sont les suivants: Aspartate-Proline
(liaison peptidique Iabiie en milieu acide), Asparagine-X-Serine/Thréonine (site de
glycosylation, X=tout acide-aminé sauf Proline), Aspartate-Glycine/Serine/Thréonine
(formation potentielle de succinimide/iso-aspartate dans les zones flexibles),
Asparagine-Glycine/Histidine/Serine/Alanine/Cystéine (sites exposés de
deamidation), Methionine (oxydation dans les zones exposées). Les séquences
humanisées ainsi obtenues sont finalement comparées, au moyen de falgorithme
BLAST de comparaison de séquence, aux séquences de la base de données |IEDB
(hitp//www.immuneepitope.org/ The immune epitope database and analysis
resource: from vision to blueprint. PLoS Biol. 2005 Mar;3(3):e91) pour s’assurer que
les séquences ne contiennent pas d'épitopes connus pour étre reconnu par les
cellules lymphocytes B et T. Si la séquence contient des résidus qui présentent des
séquences indésirables, elles sont alors aussi modifiées. Si la séquence composite
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contient un épitope connu répertorié dans I'lEDB, une autre structure de reférence
germinale montrant une forte similarité est alors utilisée comme modéle.

De maniére plus avantageuse, I'anticorps selon l'invention comprend des séquences
présentant au moins 80%, 90%, 95% ou 99% d’identité avec la séquence SEQ 1D NO
30 ou la séquence SEQ ID NO 32 sont utilisées, en combinaison avec les séquences
présentant au moins 80%, 90%, 95% ou 99% d'identité avec la séquence SEQ ID NO
34, séquence SEQ ID NO 36 ou la séquence SEQ ID NO 38.

Dans un mode de réalisation, I'anticorps selon l'invention comprend des chaines
variables légéres de séquence SEQ ID NO 30 et des chaines variables lourdes de
séquence SEQ ID NO 34.

Dans un autre mode de réalisation, I'anticorps comprend des chaines variables
légéres de séquence SEQ ID NO 32 et des chaines variables lourdes de séquence
SEQ ID NO 38.

Dans un autre mode de réalisation, Fanticorps comprend des chaines variables
legéres de séquence SEQ ID NO 30 et des chalnes variables lourdes de séquence
SEQ ID NO 36.

Dans un autre mode de réalisation, I'anticorps comprend des chaines variables
légéres de séquence SEQ ID NO 32 et des chaines variables lourdes de séquence
SEQ ID NO 34.

Dans un autre mode de réalisation I'anticorps comprend des chaines variables
légéres de séquences SEQ ID NO 32 et des chaines variables lourdes de séquence
SEQ ID NO 36.
Dans un autre mode de réalisation I'anticorps comprend des chaines variables
légéres de séquences SEQ ID NO 30 et des chaines variables lourdes de séquence
SEQ ID NO 38.

La présente invention a également pour objet des anticorps humains antagonistes
specifiques du FGF-R4. De tels anticorps peuvent étre obtenus par phage display
selon des méthodes connus de 'homme du métier (McCafferty J. ef al, 1990 ;
Hoogenboom, HR ef al, 2005 ). D'autres technologies sont disponibles pour la
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préparation d'anticorps humains telles que la technologie XenoMouse décrite dans le
brevet U.S. 5,939,598.

Dans un mode de réalisation particulier, I'anticorps antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 est un anticorps humain dont les parties variables de la chaine
lourde comprennent une séquence présentant au moins 80%, 90%, 95% ou 99%
d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 76, 86, 96 ou 106.

Dans un autre mode de réalisation, I'anticorps antagoniste spécifique du récepteur
FGF-R4 est un anticorps humain dont les parties variables de la chaine légére
comprennent une séquence présentant au moins 80%, 90%, 95% ou 99% d'identité
avec la séquence SEQ ID NO : 71, 81, 91 ou 101.

La presente invention a également pour objet un anticorps humain antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4 comprenant une chaine lourde comprenant une
partie variable codée par une séquence nucléotidique présentant une identité d'au
moins 80%, 90%, 95% ou 99% avec la séquence SEQ ID NO 77, 87, 97 ou 107.

La présente invention a également pour objet un anticorps humain antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4 comprenant une chaine légére comprenant une
partie variable codée par une séquence nucléotidique présentant une identité d’au
moins 80%, 90%, 95% ou 99% avec la séquence SEQ ID NO 72, 82, 92 ou 102,

La présente invention a également pour objet un anticorps humain antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4 comprenant des séquences codées par les
séquences nucléotidiques SEQ ID NO : 71 et 76 ou les séquences nucléotidiques
SEQ ID NO : 81 et 86 ou les séquences nucléotidiques SEQ ID NO : 91 et 96 ou les
sequences nucléotidiques SEQ ID NO : 101 et 106.

La présente invention a également pour objet un anticorps humain antagoniste
spécifique du récepteur FGF-R4 comprenant les séquences polypeptidiques SEQ ID
NO: 72 et 77 ou les séquences polypeptidiques SEQ ID NO: 82 et 87 ou les
séquences polypeptidiques SEQ ID NO : 92 et 97 ou les séquences polypeptidiques
SEQ ID NO: 102 et 107.

De maniére particuliérement préférée, un anticorps humain antagoniste spécifique du
récepteur FGF-R4 comprenant les séquences polypeptidiques SEQ ID NO : 82 et 87.
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Les séquences en acides aminés ainsi modifiées peuvent aussi étre modifiées par
des modifications post-traductionnelles au cours de la production dans la celiule
mammifére. En particulier 'emploi de lignées stables déficientes dans la biosynthése
du fucose peut permettre de produire des anticorps monoclonaux dont le N-glycan du
Fc (position N297) est dépourvu partiellement ou totalement de fucose et permet
d'augmenter l'effet effecteur ADCC ( Kanda et al., 2006, Biotechnol. Bioeng. 94 :680-
688 et Ripka et al.,1986 Arch Biochem Bioph 249 : 533-545).

Dans un autre mode de réalisation de I'invention, I'antagoniste spécifique de FGF-R4
est un anticorps conjugué.

Les anticorps peuvent étre conjugués a un agent cytotoxique. Le terme « agent
cytotoxique » désigne ici une substance qui réduit ou bloque la fonction, ou la
croissance, des cellules, ou cause la destruction des cellules.

Dans un mode de réalisation, I'anticorps ou un fragment de liaison de celui-ci peut-
étre conjugué a un médicament, tel qu'un maytansinoide, pour former un « pro-
medicament» ayant une cytotoxicité envers les cellules exprimant I'antigéne.

L'agent cytotoxique de la présente invention peut-étre tout composé qui résulte en la
mort d'une cellule, ou induit la mort d'une cellule, ou diminue de diverses fagons la
viabilité des cellules. Les agents cytotoxiques préférés incluent, par exemple, des
maytansinoides et analogues de maytansinoides, des taxoides, CC-1065 et
analogues de CC-1065, dolastatine et analogue de dolastatine, définis ci-dessus. Ces
agents cytotoxiques sont conjugués a des anticorps, fragments d'anticorps,
équivalents fonctionnels, anticorps améliorés et leurs analogues comme décrits dans
la présente demande.

Les anticorps conjugués peuvent-étre préparés par des méthodes in vitro. Afin de lier
un medicament ou un pro-médicament a I'anticorps on utilise un groupe de liaison.
Des groupes de liaison appropriés sont bien connus de 'homme du métier et incluent
notamment les groupes disulfides, les groupes thioéther, les groupes acides labiles,
les groupes photolabiles, les groupes peptidases labiles et les groupes estérase
labiles. Des groupes de liaison préférés sont les groupes disulfides et les groupes
thioéther. Par exemple, un conjugué peut-8tre construit en utilisant une réaction
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d’échange disulfide ou en formant un pont thioéther entre I'anticorps et le médicament
ou pro-médicament.

Des composés tels que : le méthotraxétate, le daunorubicin, le vincristine, le vinblastine,
le melphalan, le mitomycine C, le chlorambucil, le calichamicin, le tubulysin et les
analogues du tubulysin, le duocarmycine et les analogues du duccarmycine, le dolastatin
et les analogues du dolastatin sont également appropriés pour la préparation de
conjugués de la présente invention. L.es molécules peuvent aussi étre liées aux molécules
d’anticorps par une molécule intermédiaire telle que la sérum albumine. La doxorubicine
et les composés de doxorubicine, comme décrits par exemple dans la demande de brevet
US 09/740991, peuvent aussi étre des agents cytotoxiques utiles.

Les anticorps objet de la présente invention peuvent-étre associés & une molécule ou
un composé cytotoxique. lls peuvent aussi étre associés a un composé anti-
angiogénique agissant sur d'autres voies de I'angiogenése.

Par « cellules exprimant le FGF-R4 », on entend toute celiule eucaryote, notamment
de mammiféres et en particulier humaine, qui exprime un récepteur FGF-R4 sous sa
forme native, sous une forme mutée. Le FGF-R4 peut également étre sous sa forme
entidre ou sous une forme tronquée comprenant par exemple le domaine extra-
cellulaire de FGR-R4, et en particulier les domaines D2-D3. Le FGF-R4 peut
également étre recombiné sous une forme chimérique.

Les composés de linvention peuvent étre formulés dans des compositions
pharmaceutiqgues en vue d'une administration par voie topique, orale, parentérale,
intranasale, infraveineuse, intramusculaire, sous-cutanée, intraoculaire, etc.
Préférentiellement, les compositions pharmaceutiques contiennent des véhicules
pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. Il peut s'agir en
particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de
sodium, potassium, calcium ou magnésium, etc., ou des mélanges de tels sels),
stériles, isotoniques, ou de compositions séches, notamment Iyophiiisées, qui, par
addition selon le cas d'eau stérilisée ou de sérum physiologique, permettent la
constitution de solutés injectables.




e

WO 2010/004204 PCT/FR2009/051343

10

16

20

25

30

28

Les pathologies visées peuvent étre toutes les maladies liées & I'angiogenése,
tumorale ou non tumorale.

Les pathologies visées peuvent étre le cancer (avec l'utilisation de I'invention comme
inhibiteur de l'angiogenése tumorale), notamment le cancer du foie, du colon, du sein,
ou du poumon, prostate, pancréas ou de la peau, ou encore des pathologies pour
lesquelles une dérégulation de I'angiogenése est décrite comme : la dégénérescence
maculaire liée & 'adge ou DMLA, les maladies inflammatoires comme [I'arthrite
rhumatoide, ['ostéoarthrite , les colites, les ulcéres ou toute maladie inflammatoire des
intestins, I'athérosclérose ou encore dans le traitement de I'obésité.

Les anticorps anti-FGF-R4 peuvent également étre utilisés pour traiter le cancer,
notamment les hépatocarcinomes et autres cancers hépatiques, et le cancer du
pancréas en tant quinhibiteur ayant une action directement sur la croissance
tumorale.

La présente invention est illustrée, sans pour autant étre limitée, par les exemples qui
suivent.

Description des figures

Figures 1A et 1B: In vitro (Fig 1A) des cellules endothéliales humaines de type
HUVEC sont capables de former un réseau de pseudotubules appelé angiogenése.
Ce réseau est stimulé par I'ajout de 1 ng/ml de FGF2. Cette induction peut &tre
également obtenue par I'ajout de 10 ng/ml de FGF19, ligand spécifique de FGF-R4
alors que 10 ng/ml de FGF4 (ligand non activateur de FGF-R4) ne sont pas capables
de stimuler I'angiogenése. De la méme fagon, in vivo, (Fig 1B) dans un modéle murin
d'induction de I'angiogenése au niveau d'implant d'éponge sur le dos de la souris, le
FGF2 est capable dinduire le recrutement de néo-vaisseaux fonctionnels vers
'éponge se caractérisant par une augmentation du contenu en hémoglobine de ces
éponges en comparaison du contrdle. Le FGF19 est capable également d'induire
cette angiogenése au niveau de I'éponge.

Figure 2A : Carte du plasmide pXL4614 permettant I'expression de hFGFR4-Histag.
(SEQ ID NO 40)
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Figure 2B: Carte du plasmide pXL4613 permettant I'expression de hFGFR4-
Streptag. (SEQ ID NO 69).

Figure 3 : Carte du plasmide pXL4615 permettant 'expression de hFGFR4(D2,D3)-
Histag. (SEQ ID NO 42)

Figure 4 : Carte du plasmide pXL4621 permettant I'expression de mFGFR4-Histag.
(SEQID NO 44)

Figure 5: Carte du plasmide pXL4328 permettant I'expression de hFGFR1-Fc (de
séquence SEQ ID NO 46)

Figure 6 : Carte du plasmide pXL4327 permettant I'expression de hFGFR2-Fc (de
séquence SEQ ID NO 48)

Figure 7 : Des plaques ELISA sont recouvertes par les 4 récepteurs humains aux
FGF. La capacité des anticorps anti-FGFR4 40-12 et 64-12 & reconnaitre ces
différents FGF-Rs est mesurée par dosage ELISA. Le clone 40-12 (histogramme noir)
est spécifique de FGF-R4. Le clone 64-12 (histogramme gris) reconnait en plus trés
faiblement le FGF-R3.

Figures 8A et 8B : L'anticorps antagoniste actif 40-12 et son contrble inactif 64-12
n'ont pas d'effet propre sur 'angiogenése basale. Par contre, a la dose de 30 pg/ml
(200 nM environ), I'anticorps monoclonal anti-FGFR4 40-12 est capable d’inhiber
l'angiogenése de cellules HUVEC induite par le FGF2 alors que I'anticorps contrdle
64-12 n'en est pas capable (Fig 8A).

Du FGF2 marqué & I'aide d’un AlexaFluor® 488 nm est capable de se lier au FGF-R4
exprimé par des cellules 300-19 (histogramme blanc). Cette interaction peut étre
dissociée par du FGF2 non marqué (histogrammes noirs) ou par I'anticorps anti-
FGFR4 40-12 (histogrammes gris foncés) alors que I'anticorps témoins 64-12 n'en
n'est pas capable (histogrammes gris clairs) (Fig 8B).

Figure 8C et 8D : Effet des anficorps anti-FGFR4 issus des clones 8, 31, 33 et 36 &
10pg/ml sur I'angiogenése in vitro induite par 3 ng/mi de FGF-2. Les clones 8 (Fig 8C)
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et 31, 33 et 36 (Fig 8D) inhibent I'angiogenése de cellules HUVEC induite par le
FGF-2.

Figures 9A et 9B : Des cellules d’hépatocarcinomes humains Hep3b sont stimulées

5 par du FGF19 a 30 ng/ml. Cette stimulation induit une signalisation cellulaire

spécifique de FGF-R4 aboutissant a la synthése des protéines cFos et JunB et a la

phosphorylation de Erk1/2 observé par Western-blot (Fig 9A). Chaque bande est alors

quantifiée. Cette quantification est représentée sous forme d’histogramme (Fig 9B).

L'anticorps 40-12 a 100 pg/ml inhibe totalement linduction de la signalisation

10 cellulaire spécifique de FGF-R4 alors que I'anticorps contrble n'a aucun effet. En effet,

. l'anticorps 40-12 bloque complétement la synthése de JunB et de cFos ainsi que la
phosphorylation de Erk1/2 induite par le FGF19 aprés une simulation de 3h.

Figure 9C : L'effet inhibiteur de I'anticorps anti-FGFR4 40-12 sur la phosphorylation

15 de Erk1/2 induite dans les cellules Hep3b par le FGF-19 (30 ng/ml) est confirmée a
l'aide de I'ELISA anti-phosphoERk1/2. L’anticorps 40-12 est aussi capable d'inhiber la
phosphorylation de Erk1/2 dans les cellules Hep3b stimulées par du FGF-2 (1 ng/ml)
ou par du sérum (SVF) a 10%.

20 Figure 9D : Pourcentage d'inhibition de la phosphorylation de Erk1/2 induite par le
FGF-19 (30ng/ml) obtenue par ELISA sur cellules Hep3b a l'aide des anticorps issus
des clones 8, 31, 33 et 36.

Figures 10A et 10B : La prolifération de cellules Hep3b peut étre stimulée par F'ajout
25 de sérum (Fig 10A) ou de FGF19 (Fig 10B). L'induction par le sérum est partiellement
inhibée par I'anticorps 40-12 a 100 ug/ml alors que I'anticorps controle n'a pas d'effet
(Fig 10A). La prolifération induite par le FGF19 est totalement bloquée par 10 ug/mi
d'anticorps anti-FGFR4 40-12 alors qu'a cette méme dose, I'anticorps contrdle n’en
n'est pas capable (Fig 10B).
30
Figures 11A a 11D : L'anticorps anti-FGFR4 40-12 est capable de réduire le
développement de tumeurs pancréatriques dans un modéle murin RipTag en inhibant
l'angiogenése tumorale : Le modéle Rip1-Tag2 est un modéle murin ol des souris
transgéniques expriment I'antigéne T du SV40 dans les cellules B des ilots du
35 pancréas produisant I'insuline (Hanahan D. Nature, 1985, 9-15:115-22.). Cet antigéne
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T est exprimé au cours du développement embryonnaire du pancréas jusqu’a 4 a 5
semaines de vie, sans effet apparent. Une partie des ilots pancréatiques exprimant
lantigéne T progresse alors pendant les 5 semaines suivantes vers la formation
d'ilots angiogéniques associés a une activation de la vasculature puis vers le
développement de petites tumeurs de type adénome. Quelques semaines plus tard
quelques adénomes se développent pour former des carcinomes invasifs (Fig.11A).
Ces souris Rip1-Tag2 sont traitées par voie sous-cutanée une fois par semaine entre
les semaines 10 et 13 a la dose de 25 mg/kg & l'aide de Fanticorps 40-12 ou de
I'anticorps contrble. Aprés 13 semaines, les souris sont sacrifiées. Le volume tumoral
ainsi que le nombre de tumeurs par pancréas et la densité vasculaire sont
déterminés. Le traitement par lPanticorps anti-FGFR4 40-12 permet de réduire
significativement le volume tumoral de 55% alors que I'anticorps témoins ne présente
aucun effet (Fig. 11B). L'anticorps 40-12 permet également de réduire de 34% le
nombre de tumeurs par pancréas en comparaison du témoin (Fig. 11C). Cette
réeduction du volume tumoral est accompagnée par une réduction de la densité
vasculaire, que ce soit au niveau du nombre de vaisseaux petits, moyens ou larges
(Fig. 11D).

Figure 12: La capacité des anticorps 40-12 et 64-12 & reconnaitre le domaine
extracellulaire complet du FGF-R4 humain ou murin ainsi que le domaine
extracellulaire du FGF-R4 amputé de son domaine D1 est mesuré par ELISA. Le
clone 40-12 est capable de se lier aussi bien avec les 3 constructions de FGF-R4
alors que le clone 64-12 reconnait moins bien la forme murine du FGF-R4.

Figure 13A a 13C : L'effet antagoniste de I'anticorps anti-FGFR4 clone 40-12 sur la
liaison FGF2/FGF-R4 est mesuré par des expériences de compétition de liaison avec
du FGF2 marqué a l'aide d'un AlexaFluor® 488 nm. Le clone 40-12 est capable de
bloguer la liaison du FGF2 humain (Fig. 13A) , murin (Fig. 13B) et de rat (Fig. 13C)
sur des cellules 300-19 murines transfectées a l'aide d’ADNc codant pour les formes
humaines, murines ou de rat du récepteur FGF-R4, et ce, avec la méme efficacité
(3500, 4110 et 3940 ng/ml soit 23, 27 et 26 nM pour les complexes humains, murins
ou de rat respectivement).

Figure 14A : Carte du plasmide pXL4794 permettant I'expression de hFGFR4_D1 : Fe
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Figure 14B : Séquence en acides aminés de la protéine hFGFR4_D1 : Fc secrétée
dans la lignée HEK293 transfectée avec le plasmide pXL4794

Figure 15A : Carte du plasmide pXL4796 permettant I'expression de hFGFR4_D2 : Fc

Figure 15B : Séquence en acides aminés de la protéine hFGFR4_D2 : Fc secrétée
dans la lignée HEK293 transfectée avec le plasmide pXL4796

Figure 16A: Carte du plasmide pXL4799 permettant 'expression de hFGFR4_D3 :
Fc.

Figure 16B : Séquence en acides aminés de la protéine hFGFR4_D3 : Fc secrétée
dans la lignée HEK293 transfectée avec le plasmide pXL4799

EXEMPLES :

Exemple 1: Mise en évidence du réle de FGF-R4 dans le controle de
Pangiogenése

Afin de démontrer le role de FGF-R4 dans le contrble de l'angiogenése, des
expériences d’angiogenése in vitro ont été réalisées avec des cellules endothéliales
humaines de type HUVEC stimulées avec plusieurs FGF. Le FGF2, ligand activateur
de la plupart des récepteurs aux FGF. Le FGF19, ligand activateur spécifique de
FGF-R4 et le FGF4 ligand non activateur de FGF-R4.

Pour ce faire, des gels ont éié préparés en distribuant dans chaque puits de
chamberslide (Biocoat Cellware collagen, Type |, 8-well culturesides : Becton
dickinson 354630), 160ul de matrigel dilué au 1/6 (Growth factor reduced Matrigel :
Becton dickinson 356230) dans du collagéne (rat Tail collagene, type | : Becton
dickinson 354236). Les gels sont maintenus pendant 1 heure a 37°C pour permettre
leur polymérisation. Ensuite, les cellules endothéliales veineuses humaines (HUVEC
réf : C-12200 — Promocell) ont été ensemencées a 15.10° cellules/puits dans 400 pl
de milieu EBM (Clonetics C3121) + 2 % FBS + hEGF 10ug/ml. Ce protocole peut étre
adapté a des plaques 96 puits : 60pl par puits de plaques 96 puits (Biocoat collagenl
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cellware, Becton Dickinson 354407). La matrice est préparée en mélangeant 1/3 de
matrigel, 1mg/ml final de collagéne, NaOH (0.026x le volume de collagéne en pl),
PBS 1x, le volume est ensuite ajusté par de I'eau. Les cellules endothéliales sont
stimulées avec 1 ng/ml de FGF2 (R&D, 133-FB-025) ou 10 ng/ml de FGF4 (R&D,
235-F4-025) ou de FGF19 (R&D, 969-FG-025) pendant 24h & 37°c en présence de
5% de CO,. Aprés 24 heures, la longueur du réseau de microtubules formés est
mesurée a l'aide d'un systéme d’analyse d'images assisté par ordinateur (Imagenia
Biocom, Courtaboeuf, France) et la longueur totale des pseudo-tubules dans chaque
puits est déterminée. La moyenne de la longueur totale du réseau de microcapillaire
est calculée en ym pour chaque condition correspondant a la moyenne sur 6
réplicats.

La stimulation par du FGF2 ou du FGF19 permet l'induction de la formation de
nouveaux tubules alors que le FGF4 n’a pas d'effet (Fig. 1A). Ces résultats montrent
que l'activation spécifique de FGF-R4 permet d'induire la formation de néo-vaisseaux
et donc de conclure que FGF-R4 contrble I'angiogenése in vitro.

La corrélation in vivo avec les données in vitro a été obtenue a l'aide du modéle
d'induction de I'angiogenése in vivo dans des implants de cellulose chez la souris. Ce
modeéle est une adaptation du modéle décrit par Andrade et al. (Microvascular
Research, 1997, 54, 253-61).

Les animaux, souris blanches BALB/c J consanguines sont anesthésiées avec un
mélange Xylazine (Rompun®, 10mg/kg)/ Kétamine (Imalgéne 1000, 100mg/kg) par
voie intra péritonéale. Le dos de I'animal est rasé et désinfecté a I'Héxomédine®. Une
poche d'air est créée en sous cutané sur le dos de la souris par injection de 5 ml d'air
stérile. Une incision d'environ 2 cm, sur le haut du dos de I'animal est réalisée afin
d'introduire un implant de cellulose stérile (disque de 1 cm de diamétre, 2 mm
d'épaisseur, Cellspon® réf 0501) imprégné avec 50 pl de solution stérile contenant la
protéine ou le produit a tester. L'incision est ensuite suturée et nettoyée &
I'Héxomeédine®. Les jours suivants la pose de l'implant, les souris ont regu dans
limplant la protéine ou le produit par une injection & travers la peau
(50 pl/implant/jour) sous anesthésie gazeuse (Isoflurane & 5 % (Aerrane®, Baxter).
Sept jours aprés la pose de I'éponge, les souris sont sacrifiées par une dose létale de
Pentobarbital sodique (CEVA santé animale), administrée par voie intra-péritonéale.
La peau est ensuite découpée, environ 1 cm autour de I'éponge en évitant la cicatrice
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afin de dégager la peau et I'éponge. L'éponge est ensuite découpée en plusieurs
morceaux et placée dans un tube Ribolyser® contenant 1 ml de tampon de lyse (Cell
Death Detection ELISA, Roche). Les tubes sont agités 4 fois consécutives, durant
20 sec, force 4, au broyeur cellulaire (FastPrep® FP 120). Les tubes sont ensuite
centrifugés 10 min & 2000 g a 20°C et les surnageants sont congelés a -20°C en
attendant le dosage Hémoglobine.

Le jour du dosage, les tubes sont a nouveau centrifugés aprés décongélation et la
concentration d'hémoglobine est mesurée avec le réactif de Drabkin (Sigma, volume
a volume) par lecture au spectrophotomeétre a 405 nm contre une gamme étalon
d'hémoglobine bovine (Sigma). La concentration d'hémoglobine dans chaque
échantillon est exprimée en mg/ml d'aprés la régression polynomiale réalisée a partir
de la gamme. Les résultats sont exprimés en valeur moyenne (+ sem) pour chaque
groupe. Les différences entre les groupes sont testées avec une ANOVA suivie d'un
test de Dunnett sur la racine carrée des valeurs.

Dans ce modéle, le FGF19 & 50 ng par site et 5 ré-injections est capable d'induire
significativement la colonisation de I'éponge par des vaisseaux matures nouvellement
formés avec la méme efficacité que le FGF2 a 5 ng par site. La présence de
vaisseaux sanguins fonctionnels dans I'éponge est mise en évidence par la présence
d’hémoglobine (Fig. 1B). Ces résultats montrent que I'activation spécifique de FGF-
R4 permet le recrutement de vaisseaux sanguins fonctionnels indiquant que FGF-R4
controle également I'angiogenése in vivo.

Exemple 2 : Description des protéines FGFR utilisées comme immunogéne et
antigéne.

Des récepteurs aux facteurs de croissance FGFR et en particulier leurs domaines
extracellulaires des FGF-R1, FGF-R2, FGF-R3, FGF-R4 sont fusionnés a un tag
(Histag) ou au domaine Fc d'immunoglobuline.

Le cDNA codant pour le domaine extracellulaire de FGF-R4 humain, correspond a la
protéine décrite dans SwissProt FGF-R4_HUMAN position 1-365 avec la mutation
L136P. Il a été cloné dans le vecteur d’expression eucaryote pXL4614 représenté sur
la figure 2 afin d'exprimer une protéine contenant un Histag en position C-terminale
dans le domaine extraceliulaire.

Les protéines nommées hFGFR4-Histag, de séquence SEQ ID NO 40 ont été
produites par transfection transitoire dans la lignée HEK293 EBNA (Invitrogen) a
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laide du plasmide pXL4614 et des plasmides accessoires pXL4544 et pXL4551
permettant 'expression de deux enzymes de glycosylation des N-glycans, i.e. la a-
2,3-sialyltransférase et la B-1,4-galactosyltransférase comme cela a été décrit dans la
demande W0O2008/065543.

La protéine hFGFR4-Histag exprimée dans le sumageant de culture des cellules
HEK293 EBNA a été purifiée par chromatographie sur colonne sépharose Ni-
chelating (Amersham Biosciences ; réf. 17-0575-01) et élution en tampon imidazole
puis formulée en tampon PBS (Invitrogen; réf. 14190-094). L'analyse de la
composition en monosaccharides et la quantification des acides sialiques des N-
glycans comme décrit par Saddic et al. 2002. (Methods Mol. Biol. 194:23-36 and
Anumula et al.1998. Glycobiology 8:685-694) ont permis de démontrer que la protéine
était trés largement sialylée (91 %). Par conséquent la protéine avait toutes les
caractéristiques pour avoir des propriétés pharmacocinétiques suffisantes.

De fagon comparable la protéine hFGFR4-Streptag (SEQ ID NO 69) a été purifiée par
chromatographie sur colonne Strep-Tactin Superflow (IBA ; réf. 2-1206) et élution en
tampon desthiobiotine puis formulée en tampon PBS.

La protéine hFGFR4(D2,D3)-Histag correspond a la séquence SEQ ID NO 42. Le
cDNA a été cloné dans le plasmide d'expression eucaryote pXL4615 représenté sur
la figure 3 et la protéine a été produite et purifiée dans des conditions comparables a
la protéine hFGFR4-Histag.

Le cDNA codant pour la protéine mFGFR4-Histag (SEQ ID NO 43) a été cloné dans
le plasmide d’expression eucaryote pXL4621 représenté sur la figure 4 et la protéine
a été produite et purifiée dans des conditions comparables a la protéine hFGFR4-
Histag.

La protéine hFGFR1-Fc, (SEQ ID NO 46) contient le domaine extracellulaire de FGF-
R1 lllc humain fusionné en C-terminal au domaine Fc de I'lgG1 humain. Le cDNA a
eté cloné dans le plasmide d’expression eucaryote pXL4728 représenté sur la figure 5
et la protéine a été produite dans des conditions comparables & la protéine hFGFR4-
Histag puis purifiée par chromatographie sur colonne d'affinité Sépharose protéine G
(Amersham Biosciences) et élution en tampon 100 mM glycine/HCI pH 2,7 puis
formulée en tampon PBS.
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La protéine hFGFR2-Fc, de séquence SEQ ID NO 48, contient le domaine
extracellulaire de FGF-R2 llic humain fusionné en C-terminal au domaine Fc de I'lgG1
humain. Le cDNA a été cloné dans le plasmide d'expression eucaryote pXL4327
représentée sur la figure 6 et la protéine a été produite puis purifiée dans des
conditions comparables a la protéine hFGFR1-Fc.

La protéine hFGFR3-F¢ est une protéine fusionnant le domaine extracellulaire de
FGF-R3 lllc humain au domaine F¢ de I'lgG1 humain a été obtenue de R&D System
(réf : 760-FR).

La protéine hFGFR4-Fc est une protéine fusionnant le domaine extracellulaire de
FGF-R4 humain au domaine Fc de I'lgG1 humain a été obtenue de R&D Systems
(réf : 685-FR).

Différents sous-domaines de la partie extracellulaire de protéine hFGFR4 ont été
fusionnés au domaine Fc de I'l|gG1 humain. Le sous-domaine D1 est contenu dans la
construction SABVA4794 (SEQ ID NO 112 et Fig 14A et 14B). Le sous-domaine D2
est contenu dans la construction SABVA4796 (SEQ ID NO 114 t Fig 15A et 15B). Le
sous-domaine D3 est contenu dans la construction SABVA4799 (SEQ ID NO 116 et
Fig 16A et 16B). Ces trois sous-domaines s’étendent respectivement des positions 1
a 179 pour SABVA4794, 1 a 32 plus 145 a 242 pour le SABVA4796 et 1 a 32 plus
228 a 360 pour le SABVA4799 (positions décrites dans SwissProt FGF-R4_HUMAN).
Ces protéines ont été produites a partir des plasmides pXL4794 (séquence codante
SEQ ID NO 111), pXL4796 (séquence codante SEQ ID NO 113) et pXL4799
(séquence codante SEQ ID NO 115) dans des conditions comparables a la protéine
FGFR1-F¢.

Exemple 3 : Génération et criblage des anticorps monoclonaux anti-FGF-R4

A — Anticorps obtenus par immunisation
Les anticorps monoclonaux ont été obtenus par immunisation avec I'immunogéne

hFGFR4-Histag chez cing souris BALB/cJ (Charles River), agées de 6 & 8 semaines
immunisées avec chacune un total de 24 yug de hFGFR4-Histag par la méthode
RIMMS décrite par Kilpatrick et al. (1997. Hybridoma 16 : 381389) et le protocole de
fusion décrit dans ClonaCell™- HY Hybridoma Cloning Kit (StemCell Technologies ;
réf 03800).
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Deux jours aprés la derniére injection, les souris ont été sacrifiées et les nodules
lymphatiques ont été fusionnés avec les cellules de myélome P3X63-AG8.653
(ATCC, CRL-1580) dans un rapport 5:1 en présence de Polyéthylene Glycol
(ClonaCellTM-HY réf. 03806). La suspension cellulaire a été répartie aseptiquement
dans des boites de Petri incubées a 37°C en présence de 5 % CO.. Les colonies
apparues aprés 12 jours d'incubation ont été isolées et mises en culture dans du
milieu E (ClonaCellTM-HY; ref. 03805) dans des boites 96 puits.

Le criblage primaire d'anticorps monoclonaux obtenus par immunisation avec
hFGFR4-Histag a été réalisé par dosage ELISA en utilisant comme antigéne de
capture hFGFR4 —Streptag. L'antigéne de capture a été fixé sur des boites Immulon-
4 enzyme-linked (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). Les surnageants de culture
d’hybridomes ont ensuite été ajoutés puis détectés grace & I'anticorps de lapin anti-
souris IgG conjugué a la péroxidase (Sigma ; réf. A9044-dilution au 1:50000). La
révélation a été réalisée avec le substrat TMB-H202 (Interchim ; réf UP664780) et les
mesures avec le lecteur de plaques a 450 nm. Parmi les 444 hybridomes testés, 129
étaient positifs par dosage ELISA avec lantigéne hFGFR4-Streptag dont 120
hybridomes étaient aussi positifs avec la protéine dimére hFGFR4-Fc.

Un criblage secondaire a été réalisé pour sélectionner uniqguement les anticorps
spécifigues au FGF-R4 par dosage ELISA en utilisant comme antigéne de capture la
protéine hFGFR4-Streptag, puis avec les protéines hFGFR1-Fc, hFGFR2-Fc et
hFGFR3-Fc décrites dans I'exemple 2. L'antigéne de capture a été fixé sur des boites
Immulon-4 enzyme-linked (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). Les surnageants de
culture d’hybridomes ont ensuite été ajoutés puis détectés grace a I'anticorps de lapin
anti-souris 19G conjugué a la péroxidase (Sigma ; réf. A9044-dilution au 1:50000). La
révélation a été réalisée avec le substrat TMB-H202 (Interchim ; réf UP664780) et les
mesures avec le lecteur de plaques a 450 nm.

Parmi les 129 hybridomes testés positifs par dosage ELISA avec I'antigéne, 84
hybridomes étaient positifs avec hFGFR4-Streptag et n'avaient pas d’affinité ni pour
hFGFR1-Fc, ni pour h\FGFR2-F¢ ni pour hFGFR3-Fc. En fonction de leur croissance
et de leur morphologie, 39 hybridomes ont été conservés. Leur isotype a été
déterminé a l'aide du kit SEROTEC (réf. MMT1) ; 95 % étaient des IgG1.

Un criblage tertiaire a été réalisé sur un test de prolifération de cellules modifiées
Bal/3, induite par FGF2 afin de caractériser I'inhibition par les anticorps anti-FGFR4.




(%=

WO 2010/004204 PCT/FR2009/051343

10

15

20

25

30

38

Les hybridomes murins exprimant les anticorps anti-FGFR4 antagonistes ont été
clonés par dilution-limite. A partir des cellules d’hybridomes cultivées en phase
exponentielle, la séquence codante (cDNA) a été déterminée aprés extraction de
FARNm & laide du kit Oligotex (Qiagen ; réf 72022) ; obtention et amplification du
¢DNA par la méthode RACE-RT avec le kit Gene Racer, la reverse franscriptase
SuperScript Il (Invitrogen ; réf L1500) et les amorces (primers) décrites dans le
tableau 2 ci-dessous ; amplification des fragments cDNA a l'aide de la polymérase
Phusion (Finnzymes; réf. F-5308), les amorces (primers) et les conditions de
température décrites dans le tableau 2. Les fragments amplifiés contenant les parties
codantes pour VH (partie variable de la chaine lourde HC) ou VL (partie variable de la
chaine légére LC) ont été clonés dans le vecteur pGEM-T Easy de Promega ; réf
A137A), les inserts des plasmides obtenus ont été séquencés, de sorte que la
séquence codante de chaque domaine variable ait été analysée dans les sens 5-3’ et
3'-5’ sur au moins 6 plasmides correspondant aux anticorps anti-FGFR4 40-12 et anti-
FGFR4 64-12. Les analyses de séquence, contigs et alignements ont été réalisées a
l'aide du logiciel disponible sur Vector NTI (Invitrogen).

Les plasmides contenant les séquences consensus codant pour les parties variables
des anticorps anti-FGFR4 ont été conservés. Le plasmide pXL4691 contient la
séquence codant pour la VH de séquence SEQ ID NO 5 de I'anticorps anti-FGFR4
40-12, et le plasmide pXL4693 contient la séquence codant pour la VH de séquence
SEQ ID NO 19 de I'anticorps anti-FGFR4 64-12 comme présenté dans le tableau 2 ci-
dessous.

Le plasmide pXL4690 contient la séquence nucléotidique SEQ ID NO 7 codant pour
la VL de séquence SEQ ID NO 8 de l'anticorps anti-FGFR4 40-12, et le plasmide
pXL4692 contient la séquence nucléotidique SEQ ID NO 21 codant pour la VL de
séquence SEQ ID NO 22 de l'anticorps anti-FGFR4 64-12 comme présenté dans le
tableau 2 ci-dessous.

Tableau 2 - Conditions opératoires et analyse des réactions de transcriptase reverse
et PCR -ldentification des plasmides pXL4690 a pXL4693.
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Anti-FGFR4 40-12 64-12
Reéaction RT
Température 55°C 55°C
Primers SEQ ID NO 64 (HC) SEQ ID NO 64 (HC)

SEQ ID NO 65 (LC)

SEQ ID NO 66 & SEQ ID NO
67 LC)

Primer 5'-GeneRacer
(SEQ ID NO 63)

5-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3'

Primer 3'- interne au
hinge murin (SEQ ID
NO 64)

5'-TATGCAAGGCTTACAACCACA-3'

Primer 3'- interne au Ck
murin (SEQ ID NO 65)

5-CTCATTCCTGTT
GAAGCTCTT GAC-3'

Primers 3'- internes a

5'- ACACTCAGCACGGG

NO 64

CA murin ACAAACTCTTCTC-3'

(SEQ ID NO 66 et 5~ ACACTCTGCAGGAG
SEQ ID NO 67) ACAGACTCTTTITC-3'

PCR de HC:

Température 55°C 55°C

Primers SEQIDNO 63-SEQID SEQID NO 63 - SEQ IDNO

64

Séquence des produits
PCR clonés (VH)

9 clones ont la méme
séquence VH et une
seéquence CH1 identique a

6 clones ont la méme
séquence VH et une séquence
CH1 identique & celle du

NO 65

celle du mCH1- mCH1
Plasmide contenant VH | pXL4691 pXL4693
PCRde LC:
Température 55°C 55°C
Primers SEQID NO 63 -SEQID SEQ ID NO 63 - SEQ ID NO

66 & 67

Séquence des produits
PCR clonés (VL)

11 clones ont la méme
séquence VL et une
séguence Ck identique a
mCk

6 clones ont la méme
séquence VL et une séquence
CAidentique @ mCA

Plasmide contenant VL

pX1.4690

pXL4692
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Les séquences en acides aminés des parties variables légéres et lourdes
respectivement des anticorps anti-FGFR4 64-12 et anti-FGFR4 40-12 sont
différentes. Les numéros des séquences utilisées, obtenues et déduites sont
indiqués dans le tableau 7.

Les anticorps 40-12 et 64-12 ont été produits en flasques T500. Le surnageant de
culture a été récolté aprés 7 jours. Les anticorps anti-FGFR4 ont été purifiés par
affinité sur protéine G puis dialysés contre du PBS filtrés stériles et conservés a 4°C.

Les anticorps antagonistes purifiés ont un Kp de 6.5 x 10 M (anti-FGFR4 40-
12) et 5.75 10® M (anti-FGFR4 64-12).

B -~ Anticorps sélectionné & 'aide de la méthode phage display

Le criblage primaire d'anticorps monoclonaux obtenus par phage display avec
hFGFR4-Histag a été réalisé par dosage ELISA en utilisant comme antigéne de
capture hFGFR4-Histag. L’antigéne de capture a été fixé sur des boftes Immulon-2
enzyme-linked (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). Les surnageants de culture d'E.
coli infectées par les phages ont ensuite été ajoutés puis détectés grace a I'anticorps
de souris antiM13 conjugué a la péroxidase (GE Healthcare ; réf. 27-9421-01, dilution
au 1:5000). La révélation a été réalisée avec le substrat TMB-H202 (Interchim ; réf
UP664780) et les mesures de densité optique (0.D.) effectuées a 450 nm.

Un criblage secondaire a été réalisé pour sélectionner uniquement les anticorps
specifigues au FGF-R4 par dosage ELISA en utilisant comme antigéne de capture la
protéine hFGFR4-Histag, puis avec les protéines hFGFR1-Fc, hFGFR2-Fc et
hFGFR3-Fc décrites dans I'exemple 2. L'antigéne de capture a été fixé sur des boites
Immulon-2 enzyme-linked (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). Les surnageants de
culture d'E. coli infectées par les phages ont ensuite été ajoutés puis détectés grace a
I'anticorps-de souris antiM13 conjugué a la péroxidase (GE Healthcare ; réf. 27-9421-
01, dilution au 1:5000). La révélation a été réalisée avec le substrat TMB-H202
(Interchim ; ref UP664780) et les mesures de densité optique (0.D.) effectuées a
450 nm.

Les clones spécifiqgues au FGF-R4 sélectionnés ont été séquencés et reclonés dans
un vecteur d'expression pour transfection transitoire de cellules HEK293.
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Pour cela, dans une premiére étape, les régions codant le Fab, c¢'est a dire la chaine
Iégére de I'anticorps, un site de liaison de ribosome bactérien, et la région variable de
la chaine lourde de P'anticorps, sont extraites du phagemide par restriction et insérées
dans un plasmide d'expression d’'lgG pour cellules de mammiféres, en aval d'une
séquence signal d’anticorps eucaryote et en amont de la région constante d'une
chaine lourde d’lgG1 humaine. Dans une seconde étape, la région contenant le site
de liaison du ribosome bactérien et le peptide signal bactérien de la chaine lourde est
echangée contre une séquence IRES et une séquence signal eucaryote. Les IgG sont
exprimées par transfection transitoire de cellules HEK293. Ce processus est décrit en
détail dans T. Jostock et al. , Journal of Immunological Methods 289 (2004) 65-80

Un exemple de séquence de région constante d’lgG1 humaine qui peut étre utilisée
dans la présente invention est la séquence SEQ ID NO 117,

Un criblage tertiaire a été réalisé sur un test de prolifération de cellules modifices
Baf/3, induite par FGF2 et décrite dans I'exemple 4 afin de caractériser I'inhibition par
les anticorps anti-FGFR4 en utilisant les surnageants de cultures de cellules HEK293
transfectees transitoirement par les vecteurs d'expression des anticorps. Ce criblage
a permis d'identifier les anticorps des clones 8, 31, 33 et 36. Les séquences
correspondantes sont décrites dans le tableau 7.

Exemple 4 : Etablissement de la lignée clonale murine BaF/3 FGF-R4-hMpl et
protocole de prolifération cellulaire

La partie extracellulaire et transmembranaire du FGF-R4 a été clonée en fusion
traductionnelle avec le domaine intracellulaire du hMpl dans un vecteur pEF6/V5-His
A muté afin d'obtenir la présence en 5' du tag HA devant le récepteur chimére FGF-
R4-hMpl.

Construction du pEF6A muté
Le vecteur pEF6/V6-His A (Invitrogen, référence V961-20) a été amélioré afin

d'intégrer le MCS (multi Clonage Sites) associé au tag HA placé sous le peptide
signal de I'lgGk du pDisplay (Invitrogen, référence V660-20). Pour se faire, le MCS
associé au tag HA et a son peptide signal ont été amplifiés par PCR entre les
amorces sens de séquence SEQ ID NO : 51 et reverse de séquence SEQ ID NO : 52
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permettant d'insérer les sites de restriction Kpnl en 5' et Xbal en 3'. Le fragment PCR
a été digéré par les enzymes Kpnl et Xbal puis cloné dans le vecteur pEF6/V5-His A
ouverts par les mémes enzymes. Enfin, le premier site BamHl du MCS a été
remplacé par le site BsrGl en digérant vecteur nouvellement formé par les enzymes
Kpnl et Spel et en insérant entre ces sites les amorces de séquences SEQ ID NO : 53
et SEQ ID NO : 54 hybridées entre elles et contenant le site enzymatique BsrGl. Le
vecteur obtenu a été nommé : pEF6mut-HA.

Construction du vecteur pEF6mut-HA-FGF-R4-hMpl
Le domaine intracellulaire du Mpl a été amplifié dans un vecteur pEF6/V5-His TOPO

(Invitrogen, référence K9610-20) entre les amorces sens de séquence SEQ ID NO :
55 permettant l'insertion du site de digestion Sacl et reverse de séquence SEQ ID
NO : 56 appelée communément revBGH. Les fragments PCR générés ont ensuite été
digérés par les enzymes Sacl et Notl.

Le domaine extracellulaire et transmembranaire du FGF-R4 a été amplifié a l'aide du
couple d'amorces (sens : séquence SEQ ID NO : 57 ; reverse : séquence SEQ ID
NO : 58). Ces amorces permettent l'insertion des sites enzymatiques BamH| en 5' et
Sacl en 3'. Le fragment PCR obtenu a alors été digéré par les enzymes BamHI et
Sacl.

Les amplifications d'ADN codant pour le hMpl et pour le FGF-R4 ont ensuite été
clonées simultanément dans le vecteur pEF6mut-HA ouvert BamH! — Notl. La
construction qui en résulte a été nommée « pEF6mut-HA FGF-R4alllc-hMpl2 ». Cette
construction a ensuite été améliorée par mutagenése dirigée afin de changer le
domaine transmembranaire du FGF-R4 (séquence protéique SEQ ID NO : 59) pour la
séquence SEQ ID NO: 60. Pour se faire, le kit "QuickChange® Site-directed
mutagenesis kit" (Clontech, référence 200518) a été utilisé avec les amorces sens de
séquence SEQ ID NO: 61 et reverse de séquence SEQ ID NO : 62. La nouvelle
construction chimére obtenue a été appelée pEF6mut-HA FGF-R4alllcmut-hMpl2.

Création d'une lignée stable par fransfection de la lignée murine BaF/3 avec la
construction FGF- R4allicmut-hMpl2:

La construction « pEF6mut-HA FGF-R4alllcmut-hMpl2 » a été introduite de fagon
stable par électroporation dans le génome des cellules murines BaF/3. La lignée
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obtenue a été sélectionnée en présence de FGF2 a4 20 ng/ml (R&D, référence 234-
FSE-025) et d'héparine & 100 ng/ml (Sigma, référence H3149). La lignée transfectée
et sélectionnée est alors de type clonal.

Protocole de prolifération cellulaire avec la lignée cellulaire BaF/3 FGFR4-hMpl :

Les cellules BaF/3 FGFR4-hMpl ont été cultivées et entretenues dans du milieu
RPMI 1640 (Invitrogen; réf. 32404-014) complet (10 % SVF (Hyclone; réf.
SH30070.03), Glutamine a 2mM, MEM Non Essential Amino Acid 1x (Gibco, réf
11140-035), MEM Sodium Pyruvate 1x (Gibco, réf 11360-039)) , supplémenté en
FGF2 a 20ng/ml (R&D System, ref 234-FSE) et héparine 4 3ng/ml (Sigma, ref
H3149).. La veille, les cellules sont ensemencées a 0.4 10° cellules/ml dans du milieu

RPMI 1640 complet supplémenté en FGF2 a 20ng/ml et en héparine a 3ng/ml. Le
lendemain, 50ul de suspension cellulaire BaF/3 FGFR4-hMpl dans du milieu RPMI
1640 complet supplémenté en FGF2 & 20ng/ml et en héparine 3 3ng/ml 3 0.2 10°
cellules/ml ont été dispensés en plaque 96 puits (Porvair, réf 214006) suivi de 50yl de
surnageant d'hybridome contenant I'anticorps & tester. Les plaques ont ensuite été
placées a 37°C, 5 % CO, pendant 24 a 30 h. Pour la lecture de la prolifération
cellulaire, la quantité d’ATP a été quantifiée par I'ajout de 100 pl de Cell Titer Glo
Luminesent Cell Viability Assay (Promega, ref G7571) et la luminescence a été lue a
l'aide d’'un luminométre.

Les clones présentant dans ce test un signal 50 % plus faible que celui du milieu
RPMI 1640 complet contenant les additifs FGF2 & 20 ng/ml et héparine a 3 ng/ml ont
été retenus.

Lorsque les anticorps anti-FGFR4, spécifiques de FGF-R4 ont été incubés avec les
cellules Baf/3-FGFR4-hMpl et avec les additifs suivants FGF2 a 20 ng/ml et 'héparine
a 3 ng/ml, un effet antagoniste sur la prolifération cellulaire a été observé. Parmi les
39 hybridomes testés, 14 sont capable d'inhiber Ia prolifération cellulaire, induite par
le FGF, des cellules Baf/3-FGFR4-hMpl en présence de FGF2.

Il a été montré par ELISA (Fig 12) que les anticorps anti-FGFR4 antagonistes 40-12
et 64-12 étaient affins pour les protéines murines mFGFR4 et humaines hFGFR4 (D2,
D3).
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Enfin un dernier criblage a été réalisé par Surface Plasmon Resonance (BlAcore
2000) pour déterminer les constantes d'affinité des anticorps anti-FGFRA4.
L'interaction entre la protéine FGF-R4 et I'anticorps anti-FGFR4 présent dans le
surnageant de culture de I'hybridome a été analysée aprés avoir fixé Fanticorps anti-
FGFR4 a un anticorps anti-Fc lui-méme fixé sur la chips CM. Les mesures de
cinétiques sont réalisées selon le protocole de Canziani et al 2004. Anal. Biochem.
325 : 301-307.

Deux anticorps parmi ceux ayant des constantes d’affinité de 10® a 10° M et des
vitesses de dissociation de 10 & 10° s™ ont été sélectionnés. Les caractéristiques de
ces anticorps sont décrites dans le tableau 1 ci-dessous.

La méthode de référence utilisée pour la détermination du Kp est le Surface Plasmon
Resonance (BlAcore).

Tableau_1A : Constantes d'affinité et d’association/dissociation des anticorps anti-
FGFR4 antagonistes purifiés 40-12 et 64-12

Anti-FGFR4 Kon (M™.s) Korr (s™) Ko (M)
40-12 1.94E+05 1.26E-03 6.50E-09
64-12 1.05E+04 6.02E-04 5.75E-08

20 Tableau 1B : Paramétres cinétiques de liaison des anticorps anti-FGFR4 8, 31, 33 et

36 mesurés par Surface Plasmon Resonance (BlAcore 3000) :

sur h-FGFR4-Histag sur m-FGFR4-Histag
Kon (M's") |Koff(s) |KD(M) [Kon(M's")|Koff(s") |KD (M)
(Clone 8 [8,93E+05  |2,02E-04 |3,27E-10 |1,20E+06 | 1,36E-04 1,15E-10
Clone 31 |6,48E+05 [9,80E-04 [1,52E-09 |9,14E+05 |1,80E-03 |1,97E-09
Clone 33 [8,05E+05 |G,17E-04 |7,/1E10 |1,01E+06 |7,04E-04 |6,92E-10
Clone 36 [2,44E+05 [6,31E-04 |2,62E-09 |3,30E+05 |7,52E-04 |2,28E-09
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Exemple 5 : Spécificité des anticorps anti-FGFR4

A- Spécificité de l'anticorps anti-FGFR4 40-12 pour le FGF-R4

La spécificité de chaque anticorps est établie par ELISA selon le protocole décrit dans
I'exemple 4. De cette fagon, on observe la capacité de chaque anticorps a se lier a
chaque FGF-R. Cette expérience montre clairement que P'anticorps 40-12 ne
reconnait que FGF-R4 et est donc spécifique de FGF-R4. L'anticorps 64-12 est
capable de se lier principalement a FGF-R4 mais également faiblement & FGF-R3
(Fig. 7).

B - Spécificité des anticorps anti-FGFR4 8. 31. 33 et 36 pour le FGF-R4

La spécificité de chaque anticorps est établie par ELISA selon le protocole
suivant : des suspensions de phages présentant & leur surface les anticorps au
format Fab sont générés par infection de bactéries E. coli. Les antigénes de
capture ont été fixés sur des boites Immulon-2 enzyme-linked (VWR Scientific Inc.
Swedesboro, NJ). Les suspensions de phages ont ensuite été ajoutés puis détectés
grace a lanticorps de souris anti-phage M13 conjugué a la péroxidase (GE
Healthcare, réf. 27-9421-01, dilution au 1:6000). La révélation a été réalisée avec le
substrat TMB-H202 (Interchim ; réf UP664780) et les mesures de densité optique
(O.D.) effectuées & 450 nm. Le tableau 2 résume les résultats obtenus:

De cette fagon, on observe la capacité de chaque anticorps a se lier & chaque
FGF-R. Cette expérience montre clairement que les anticorps 8, 31, 33, 36 ne
reconnaissent que FGF-R4 et sont donc spécifiques de FGF-RA4.

Tableau 2 : Spécificité des anticorps anti-FGF-R4 issus des clones 8, 31, 33 et 36
établie par ELISA (Signal = 0.D., 450 nm)

h-FGFR4(D2,D3)-histag [ h-FGFR1-Fc | h-FGFR2-Fc h-FGFR3-Fe

Clone 8 2,55 0,05 0,00 0,00
Clone 31 2,52 0,00 0,00 0,01
[Clone 33 2,73 0,00 0,00 -0,01

Clone 36 1,87 -0,01 -0,01 -0,02
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Exemple 6 : Effet antagoniste de I’anticorps 40-12 et des anticorps issus des
clones 8, 31, 33, 36 sur 'angiogenése (in vitro)

Afin de déterminer I'activité biologique de I'anticorps monoclonal 40-12 anti-FGFR4 au
cours de langiogenése de cellules endothéliales humaines, des expériences
d’angiogenese in vitro ont été réalisées a I'aide de cellules HUVEC stimulées par du
FGF2 en présence de lanticorps 40-12 ou de lanticorps témoins en doses
croissantes de 1 a 30 yg/ml. (Fig 8A et 8B)

Dans ce cadre, I'anticorps monoclonal anti-FGFR4 antagoniste actif 40-12 est
capable d'inhiber I'angiogenése de cellules HUVEC induite par le FGF2, et ce, a la
dose de 30 pg/ml ou 200 nM alors que I'anticorps témoin 64-12 n'a aucun effet. De
plus, I'anticorps 40-12 n'a aucun effet propre sur I'angiogenése basale.

Ces résultats indiguent qu'un anticorps antagoniste spécifique de FGF-R4 est capable
d'inhiber I'angiogenése.

Comme pour l'anticorps 40-12, les anticorps anti-FGFR4 des clones 8, 31, 33 et 36
issus du phage display ont été évalués quant a leur capacité d'inhiber I'angiogenése
de cellules endothéliales humaines de type HUVEC induite par le FGF-2. Ces 4
anticorps bloquent la stimulation de I'angiogenése in vitro obtenue avec le FGF-2, et
ce a la dose de 10 pg/ml (Fig. 8C et 8D).

Exemple 7 : Effet antagoniste de I'anticorps 40-12 et des anticorps issus des
clones 8, 31, 33, 36 sur des cellules d’hépatocarcinomes humains (in vitro)

Afin de déterminer l'effet anti-tumoral de rlanticorps monoclonal anti-FGFR4
antagoniste 40-12, des expériences ont été réalisées sur des cellules
d’hépatocarcinome humain Hep3b dont la prolifération et les voies de signalisation y
aboutissant sont dépendantes du couple ligand-récepteur ;: FGF19/FGF-R4.

Premiérement, I'étude des voies de signalisation dépendantes de FGF-R4 et
aboutissant & la prolifération des cellules Hep3b a été entreprise par Western-blot.
Cette signalisation cellulaire passe par la néo-synthése des protéines cFos et JunB
ainsi que par la phosphorylation de Erk1/2 (Lin et al., J Biol Chem., 2007, 14:27277-
84.). Pour ce faire, 5.10° cellules sont ensemencées en boite 35 mm de diamétre
dans 2 ml de milieu complet (DMEM, 10 % SVF, 2 mM glutamine). 24 h aprés, les
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cellules sont mises en carence 24 h dans 1.8 mi de milieu dépourvu de sérum. Les
cellules sont ensuite stimulées pendant 3 h par 200 pl de FGF19 concentré 10 fois en
absence ou en présence d'anticorps anti-FGFR4 contrdle ou 40-12. Le milieu est
ensuite retire, les cellules lavées une fois par du PBS froid et lysées sur boite pendant
30 min & 4°C par 75 pl de tampon RIPA supplémenté en inhibiteur de protéase.
L'extrait protéique total est ensuite centrifugé 10 min a 4 °C a 13000 rom et le
surnageant analysé par la technique de Western blot. Les membranes sont ensuite
incubées 2 h & température ambiante dans du TBS, tween 0.05 %, 5 % lait puis
l'anticorps primaire anti-cFos (Cell Signaling Technology, réf 2250}, anti-JunB (Cell
Signaling Technology, réf 3746) et anti-phospsoErk1/2 (Cell Signaling Technology, réf
4377) sont ajoutés au 1/1000°™ et incubés une nuit a 4°C sous agitation lente. La
membrane est rincée trois fois par du TBS, tween 0.05 % et I'anticorps secondaire
couplé a la HRP est incubé 4 h a 4°C dilué au 1/2000°™ dans du TBS, tween 0.05 %,
5 % lait. Les résultats de Western-blot sont alors quantifiés a I'aide d’un Chemigenius
(Syngene). L'intensité des bandes obtenues avec les différents anticorps sont
ponderées par [lintensité des bandes obtenues avec lanticorps anti-actine
directement couplé a la HRP et utilisé au 1/3000°™ (Santa Cruz Biotechnology, réf
Sc-8432-HRP).

Le FGF19 a 30 ng/ml induit la synthése des protéines JunB et cFos ainsi que la
phosphorylation de Erk1/2 dans les cellules Hep3b. Cette néo-synthése de protéine et
la phosphorylation de Erk sont inhibées complétement par I'anticorps anti-FGFR4 40-
12 a4 100 pg/ml alors que l'anticorps contrdle n'a aucun effet inhibiteur. Ces effets
observés sur les membranes de Westemn-blot (Fig. 9A) sont quantifiés et les
intensités des bandes de chaque membrane sont représentées sous forme de graphe
(Fig. 9B).

Deuxiéemement, des expériences de prolifération cellulaire proprement dites ont été
menées. 5000 cellules sont ensemencées en plaque 96 puits dans 100 pl de milieu
DMEM, 10 % SVF, 2 mM glutamine. 24 h aprés, les cellules sont déprivées dans un
milieu de culture sans sérum pendant 24 h. Les cellules Hep3b sont ensuite stimulées
72 h par 100 ul de milieu sans sérum supplémenté par 10 ng/ml de FGF19
(production interne & Sanofi-Aventis R&D) ou par 10 % sérum en absence ou en
présence d'anticorps témoins ou d'anticorps monoclonal anti-FGFR4 antagoniste 40-
12. Aprés 3 jours, la prolifération cellulaire est quantifiée a l'aide du kit CellTiter Glo
(Promega, France).
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De ces expériences, il en ressort que le sérum ainsi que le FGF19 sont capables de
stimuler la prolifération des Hep3b. L'anticorps anti-FGFR4 antagoniste 40-12 inhibe
partiellement & 100 pg/ml cette prolifération induite au sérum alors que I'anticorps
témoin ne présente pas d'activité inhibitrice (Fig. 10A). De plus, I'anticorps 40-12 & 10
Mg/ml blogue complétement la prolifération induite par le FGF19 (Fig. 10B).
L’anticorps témoin n'a pas d’effet.

Ceci démontre que I'anti-FGFR4 antagoniste objet de Iinvention peut étre utilisé
comme agent thérapeutique anti-tumoral dans la cadre de tumeurs dépendantes du
FGF19 ou du FGF-R4 et que cet anticorps serait particuliérement efficace dans le
traitement des hépatocarcinomes.

Afin de simplifier 'é¢tude de I'effet des anticorps anti-FGFR4 sur les cellules Hep3b, un
test ELISA a été mis au point pour la détection de la phosphorylation de Erk1/2 suite 3
la stimulation de ces cellules par du FGF-19 (en corrélation avec les expériences
décrites dans I'exemple 8), du FGF-2 ou du sérum de veau fcetal.

Pour ce faire, 50 000 cellules Hep3b sont ensemencées en plaque 96 puits noires
fond transparent (COSTAR, ref 3603) dans 100yl de milieu DMEM, 10% SVF, 2mM
glutamine. Aprés 24h, les cellules sont mises en carence pendant 24h dans du milieu
DMEM, 2mM glutamine sans SVF. Le milieu est ensuite aspiré et remplacé par 100ul
de milieu de carence pré-équilibré a 37°C contenant le FGF ou le SVF, ainsi que les
anticorps évalués aux différentes doses. Les cellules sont incubées 3h a 37°C, 5%
CO.. Le milieu de stimulation est alors aspirer, les puits sont rincés par du PBS a 4°C
et les cellules sont fixées par ajout de 200yl de PFA (paraformaldéhyde) 4% dans du
PBS pendant 15min & température ambiante. Le PFA est retiré et les cellules lavées
trois fois par 200ul de PBS. Le marquage par des anticorps pour la détection de
phospho-Erk1/2 directement sur les cellules Hep3b commence par la saturation des
sites non spécifiqgues avec 100ul de tampon de saturation (21.25ml de PBS, 1.25ml
de sérum non immun de chévre a 10% (Zymed, ref 50-0622), 75pl de triton X100)
pendant 2h. Le tampon de saturation est remplacé par 50l d’anticorps primaire anti-
phospho Erk1/2 (Cell Signaling Technology, ref 4377) dilué au 1/100°™ dans du
tampon PBS, 1% BSA, 0.3% triton X100. L’anticorps primaire est incubé avec les
cellules une nuit a 4°C. Il est ensuite rincé par 3 lavages de 200ul de PBS et révélé a
laide d’'un anticorps secondaire anti-rabbit couplé a IAlexaFluor 488 (Molecular
Probes, ref A11008) dilué au 1/5000°™ dans du tampon PBS, 1% BSA, 0.3% triton
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X100 pendant 4h. L'anticorps secondaire est ensuite rincé par 3 lavages de 200p! de
PBS et 100ul de PBS est alors ajouté & chaque puits. La fluorescence est lue par-
dessus & l'aide d'un lecteur de plaque de type EnVision 2103 Mulitilabel Reader
(Perkin Elmer) en utilisant le filtre FITC.

Cette technique permet de confirmer que le FGF-19 a 30ng/ml induit la
phospshorylation de Erk1/2 dans les cellules Hep3b et que le 40-12 est capable de
bloguer cette stimulation dés la dose de 3 pg/ml (Fig. 9C). Le FGF-2 ainsi que le
sérum sont également capable d’induire le systéme. Dans ces 2 demiers, I'anticorps
40-12 inhibe l'effet du FGF-2 et du sérum a des doses plus élevées (30-100ug/mi ;
Fig. 9C).

La détection de phospho-Erk1/2 par ELISA a aussi permis de montrer que des
anticorps anti-FGFR4 actifs dans le modéle de I'angiogenése in vitro sont également
capables de bloquer entre 70 et 95% de la phosphorylation de Erk1/2 induite par le
FGF-19 & la dose de 3ug/ml (Fig. 9D).

De maniére avantageuse, les anticorps de la présente invention ont un effet
antagoniste a la fois sur I'angiogenése pathologique associée au développement de
la tumeur et sur la croissance tumorale hépatique proprement dit, en particulier sur un
modéle d’hépatocarcinome.

Exemple 8 : Effet antagoniste de I'anticorps 40-12 dans le modéle murin de
cancer pancréatique

Pour ce modéle pharmacologique, des souris femelles Rip1-Tag2 (Charles River
Laboratory, France) de fond génétique C57BI/6J sont utilisées. Les animaux ont a
partir de la semaine 9 aprés naissance de I'eau de boisson supplémentée par 5% de
saccharose. Les souris sont traitées de la semaine 10 4 la semaine 12.5 dans un
protocole de traitement en intervention, une fois par semaine par une injection par
voie sous-cutanée des anticorps anti-FGFR4 40-12 ou contrdle a la dose de 25 mg/kg
(Fig. 14A). Ce protocole est approuvé par le « Comité expérimentation Animale
(Animal Care and Use Committee) » de Sanofi-Aventis Recherche. Nos installations
zootechniques , l'attention prétée aux animaux ainsi que les protocoles de traitement
sont en accord avec les principes imposés par la convention européenne sur la
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protection des animaux Vertébrés et euthanasiés aprés la période de traitement ou
lorsque la charge tumorale et/ou les effets secondaires oblige leur retrait de I'étude.
Pour la mesure de la charge tumorale, les animaux sont euthanasiés 3 la fin de
I'expérience et les tumeurs sont micro-disséquées a partir de pancréas fraichement
excisés. Le volume tumoral en mm® est mesuré a l'aide d’un pied a coulisse en
appliquant la formule [volume = 0.52 x (largeur)? x (Iongueur)] afin de se rapprocher
du volume d'un sphéroide. La charge tumorale par souris est calculée par le cumul du
volume des tumeurs de chaque souris.

Pour I'analyse histochimique de la densité vasculaire, les animaux sont anesthésiés,
les pancréas collectés, fixés une nuit dans de I'accustain® (Sigma) puis enchissés
dans de la paraffine. Des coupes de 5 pm d'épaisseur sont préparées pour chague
échantillon. Les cellules endothéliales sont détectées par lincubation des coupes
avec de la trypsine (Zymed, ref 00-3003) a 37°C pendant 10 min, puis avec un
anticorps anti-CD31 de souris fait chez le rat et dilué au 1/50°™ (BD Pharmingen).
Pour révéler les régions marquées par I'anticorps, les coupes sont incubées avec un
anticorps anti-rat couplé & la biotine pendant 30 min, puis avec de la streptavidine
couplé & la HRP pendant également 30 min (Vectastain® ABC kit, Vector), et enfin
avec du DAB pendant 5 min (Vector, ref SK4100). Les coupes sont alors marquées
avec de I'hématoxylin diluée au 1/10°™ (Dako, S-3309). Les prises de vue sont
réalisées a lide d’'une caméra montée sur un microscope (Nikon, E-800) a un
grossissement total de 200 fois. Les images sont analysées par un logiciel (Visiolab,
Biocom). Les vaisseaux sanguins dans la tumeur sont comptés et classés en fonction
de leur surface : les petits vaisseaux entre 5 et 20 ym?, les moyens entre 21 et 100
um? et les gros & partir de 101 um?. Deux porte-objets par pancréas sont analysés
afin de déterminer la densité vasculaire correspondant au nombre total d'éléments
marqués par champ.

Dans ce modéle, le traitement sous-cutané a l'aide de I'anticorps anti-FGFR4 40-12 a
25 mg/kg une fois par semaine entre les dixiéme et douziéme semaines, permet de
réduire la charge tumorale de 55% et de fagon significative (Fig11B) et a tendance a
réduire de 34% le nombre de tumeurs par pancréas (Fig. 11C) alors que le traitement
contrble n'a aucun effet. Cette inhibition du développement tumoral gréce a I'anticorps
anti-FGFR4 40-12 est accompagnée par une réduction significative de 31% de la
densité vasculaire totale (Fig. 11D) correspondant a une réduction observée du
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nombre de vaisseaux sanguins dans 'ensemble des groupes de taille de vaisseaux
marqués a ['aide d’un anticorps anti-CD31 (Fig. 11D).

Ces résultats in vivo montrent clairement qu'un anticorps anti-FGFR4 antagoniste est
capable d'inhiber le recrutement et la formation des vaisseaux sanguins dans la
tumeur. Cette inhibition de la vascularisation tumorale s'accompagne d'une réduction
du nombre de tumeurs par pancréas et du volume tumoral total.

De maniére avantageuse, les anticorps de la présente invention ont un effet
antagoniste a la fois sur 'angiogenése pathologique et sur la croissance tumorale
hépatique (sur un modéle d’hépatocarcinome) et pancréatique.

Exemple 9 : Réactivité croisée de I'anticorps envers les FGF-R4 humain, murin
et de rat.

Dans un premier temps, des expériences de compétition de liaison ont été réalisées.
Pour ce faire, du FGF2 a été marqué au niveau des 2 cystéines libres a I'aide d’'un
AlexaFluor® 488 nm C-5 maléimide (Molecular Probes, A10254) selon les
recommandations du fournisseur. Ce FGF2-AF488 a 10 ng/ml est capable de se lier
sur les FGF-R4 humains exprimés a la surface de cellules 300-19 transfectées (Fig.
8). Cette liaison est spécifique puisque I'ajout en excés de FGF2 non marqué permet
de deplacer l'interaction FGF2/FGF-R4 (Fig. 8A). La méme expérience a été réalisée
en rajoutant des doses croissantes de I'anticorps 40-12 ou de I'anticorps témoins 64-
12. Seul lanticorps antagoniste 40-12 est apte a déplacer la liaison FGF2-
AF488/FGF-R4, et ce, avec une ICsp de 3500 ng/ml soit 23 nM montrant que I'effet
antagoniste de cet anticorps serait dil & sa capacité de déplacer la liaison FGF/FGF-
R4.

Dans un second temps et dans le but de déterminer I'aptitude du clone 40-12 a
bloquer la liaison FGF/FGF-R4 chez d'autres espéces que 'Homme, une expérience
de dissociation a été réalisée en utilisant les couples FGF2/FGF-R4 de souris, de rat
et humain en référence. Pour ce faire, du FGF2 murin (R&D, réf 3139-FB-025) ou de
rat (R&D, réf 3339-FB-025) a été¢ marqué de la méme fagon que le FGF2 humain par
un AlexaFluor 488. Les expériences de dissociation ont été réalisées en utilisant les
lignées 300-19 transfectées avec les récepteurs FGF-R4 de souris ou de rat. Les
résultats montrent que I'anticorps anti-FGFR4 antagoniste 40-12 est capable de
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dissocier la liaison FGF2/FGF-R4 dans un systéme souris ou rat avec la méme
efficacité que dans le systéme humain. En effet, les 1Cs, sont de 3500, 4110 et
3940 ng/ml soit 23, 27 et 26 nM pour les complexes FGF2/FGF-R4 humain, murin ou
de rat respectivement (Fig. 13A, 13B et 13C respectivement). Cette capacité a se lier
au FGF-R4 de rongeurs a été vérifié par ELISA. L'anticorps 40-12 se lie aussi bien au
FGF-R4 humain et murin (Fig. 12).

Ces résultats indiquent que 'anticorps anti-FGFR4 40-12 pourra étre utilisé dans des
modeéles pharmacologiques sur rongeurs (au moins souris et rat) et que les résultats
obtenus devraient étre prédictifs de I'efficacité chez 'Homme.

De méme, des études menées sur les anticorps issus des clones 8, 31, 33 et 36
montrent que ces anticorps reconnaissent a la fois le FGF-R4 humain et le FGF-R4
murin (Tableau 4 ci-dessous)

Tableau 4 . Paramétres cinétiques de liaison des anticorps anti-FGFR4 8, 31, 33 et
36 mesurés par Surface Plasmon Resonance (BlAcore 3000) :

sur h-FGFR4-Histag
sur m-FGFR4-Histag
Kon (M's™) |Koff (s') |KD (M) Kon (M's™) |Koff(s") [KD (M)
Clone8 [8,93E+05 |2,92E-04 [3,27E-10 [1,20E+06 |1,36E-04 |1,15E-10
Clone 31 [6,48E+05 |[9,80E-04 [1,52E-09 [9,14E+05 [1,80E-03 |1,97E-09
Clone 33 (8,05E+05 |6,17E-04 [7,71E-10 |1,01E+06 |7,04E-04 |6,92E-10
Clone 36 |2,44E+05 |6,31E-04 |2,62E-09 [3,30E+05 |7,52E-04 |2,28E-09

Example 10 : Détermination de I’épitope reconnu par les anticorps anti-FGF-R4

A- Détermination de I'épitope reconnu par I'anticorps anti-FGFR4 40-12

Un criblage a été réalisé pour déterminer le domaine spécifique du FGFR4 reconnu
par I'anticorps 40-12 par dosage ELISA. Grace a I'utilisation d’'une forme délétée du
domaine D1 de FGF-R4 en ELISA, il a été établi que I'anticorps 40-12 interagissait au
niveau des domaines D2-D3 de FGF-R4 (Fig. 12).
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Un second criblage a été réalisé par dosage ELISA, en utilisant comme antigéne de
capture les construits contenant soit le domaine D1 (SABVA4794) ou le domaine D2
(SABVA4796) ou le domaine D3 (SABVA4799) de protéine hFGFR4 comme décrits
dans I'exemple 2. L'antigéne de capture a été fixé sur des boites Immulon-4 enzyme-
linked (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). L'hybridome 40-12 a ensuite été ajouté
puis détecté gréce a l'anticorps de lapin anti-souris IgG conjugué a la péroxidase
(Sigma ; réf. A9044-dilution au 1:50000). La révélation a été réalisée avec le substrat
TMB-H202 (Interchim ; réf UP664780) et les mesures de densité optique (O.D.)
effectuées a 450 nm. Le tableau 5 résume les résultats obtenus:

Tableau 5 : Mesure de la liaison de I'anticorps 40-12 aux différents sous-domaines de
FGF-R4

D1 D2 D3 D1-D3
Domaine étudié
SABVA4794 | SABVA4796 | SABVA4799 | FGFR4 -Fc
Signal (O.D., 450 nm) 0.185 3.000 0.105 3.000

L'anticorps anti-FGFR4 reconnait donc le domaine D2 de la partie extracellulaire de la
protéine FGFR4.

Dautre part, la protéine FGFR4-Fc dénaturée avec du SDS n’est pas reconnue par
I'anticorps 40-12 en analyse par Western Blot, ce qui indique que I'épitope ciblé par le
40-12 sur le domaine D2 de FGFR4 est de type conformationel.

B- Détermination de I'épitope reconnu par les anticorps anti-FGFR4 8, 31, 33, 36.

Un criblage a été réalisé pour déterminer le domaine spécifique du FGFR4 reconnu

par les anticorps 8, 31, 33, 36 par dosage ELISA en utilisant comme antigéne de
capture les construits contenant soit les domaines D2 et D3 (SEQ ID NO 42) soit la
protéine hFGFR4-Histag (SABVA4614, SEQ ID NO 40). L’antigéne de capture a été
fixé sur des boftes Immulon-4 enzyme-linked (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ).
Des surageants de cultures de HEK293 fransfectées transitoirement par des
plasmides permettant la sécrétion des anticorps 8, 31, 33, 36 ont ensuite été ajoutés
puis détectés grace a l'anticorps de lapin anti-humain IgG conjugué a la péroxidase
(DakoCytomation, réf. P0214-dilution au 1:5000). La révélation a été réalisée avec le
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substrat TMB-H202 (Interchim ; réf UP664780) et les mesures de densité optique
(O.D.) effectuées a 450 nm. Le tableau 6 ci-dessous résume les résultats obtenus:

Tableau 6 : Liaison des anticorps issus des clones 8, 31, 33 et 36 au FGF-R4 entier
5 ou au sous-domaine D2-D3 (signal OD a 450nm)

hFGFR4-Histag hFGFR4(D2,D3)-Histag

Clone 8 3,898 3,860
Clone 31 3,859 3,741
Clone 33 3,752 3,621
Clone 36 3,751 3,616

Les anticorps 8, 31, 33 et 36 reconnaissent donc le domaine D2-D3 de la partie
extracellulaire de la protéine FGFR4.

10
Tableau 7 : séquences utilisées, obtenues et déduites

Séquences Séquences protéiques
nucléotidiques
Anticorps 40-12
VH + CH SEQIDNO1 SEQIDNO 2
VL+CL SEQIDNO 3 SEQIDNO 4
VH SEQIDNOS5 SEQIDNO6
VL SEQIDNO7 SEQIDNO 8
CDR VH SEQIDNO9;10; 11
CDR VL SEQIDNO12;13;14
Anticorps 64-12
VH + CH SEQ ID NO 15 SEQIDNO 16
VL +CL SEQ ID NO 17 SEQID NO 18
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VH SEQID NO 19 SEQID NO 20
VL SEQID NO 21 SEQ ID NO 22
CDR VH SEQIDNO23;24;25
CDR VL SEQIDNO 26;27;28

Séquences humanisées

Chafine légére 1 SEQ ID NO 29 SEQ ID NO 30
Chaine légére 2 SEQ ID NO 31 SEQ ID NO 32
Chafine lourde 1 SEQ ID NO 33 SEQ ID NO 34
Chaine lourde 2 SEQID NO 35 SEQ ID NO 36
Chatne lourde 3 SEQ ID NO 37 SEQ ID NO 38
Constructions
hFGFR4-Histag SEQ D NO 39 SEQ ID NO 40
hFGFR4-Streptag SEQ D NO 68 SEQ ID NO 69
hFGFR4(D2D3)-Histag | SEQ ID NO 41 SEQ ID NO 42
mFGFR4-Histag SEQID NO 43 SEQ ID NO 44
hFGFR1-Fc SEQID NO 45 SEQ ID NO 46
hFGFR2-F¢ SEQ ID NO 47 SEQ ID NO 48
rFGFR4 SEQ D NO 49 SEQ ID NO 50

Ségquences amorces pour
établissement lignée
clonale (exemple 4)

SEQ ID NO 51 ; 52 ;
53;564 ;55;56 ;58
SEQID NO 61 ;62

Domaine
transmembranaire FGFR4

SEQIDNO59; 60

Oligonucléotides amorces
tableau 1

SEQ ID NO 63; 64;
65; 66 ; 67

Epitope dans domaine D2

SEQ IDNO 70
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Anticorps clone 8
Chaine légére entiére SEQIDNO 71 SEQIDNO 72
Chaine légére CDR SEQIDNQ73;74;75
Chaine lourde entiére SEQID NO 76 SEQ IDNO 77

Chaine lourde CDR

SEQIDNO 78 ;79; 80

Anticorps clone 31

Chaine légére entiére SEQ ID NO 81 SEQ ID NO 82
Chaine légére CDR SEQIDNO83;84;85
Chaine lourde entiére SEQ ID NO 86 SEQ ID NO 87

Chaine lourde CDR

SEQIDNO 88 ;89 ;90

Anticorps clone 33

Chaine légére entiére SEQ ID NO 91 SEQID NO 92
Chaine légére CDR SEQIDNO93;94 ;95
Chafne lourde entiére SEQ ID NO 96 SEQID NO 97

Chaine lourde CDR

SEQ ID NO 98 ;99 ; 100

Anticorps clone 36

Chaine légére entiére SEQ ID NO 101 SEQ ID NO 102

Chafne légére CDR SEQ ID NO 103; 104;
105

Chaine lourde entiére SEQ ID NO 106 SEQ ID NO 107

Chaine lourde CDR

SEQ ID NO 108; 109;
110

Sous-domaines de la partie extracellulaire de hFGFR4 fusionnés au domaine

Fc de I'lgG1
fGFGR4_D1::Fc SEQ ID NO 111 SEQ ID NO 112
fGFGR4_D2::Fc SEQID NO 113 SEQ ID NO 114
fGFGR4_D3::Fc SEQID NO 115 SEQID NO 116
Séquence de région SEQ ID NO 117

constante d’lgG1 humaine
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Revendications

1.  Antagoniste du récepteur FGF-R4, caractérisé en ce qu'il est un anticorps qui se
lie spécifiquement & FGF-R4

2. Antagoniste selon l'une des revendications 1, caractérisé en ce qu'il se lie au
domaine D2-D3 du récepteur FGF-R4.

3. Anticorps selon I'une des revendications 1 et 2, caractérisé en ce qu'il se lie au
domaine D2 du récepteur FGF-R4.

4. Antagoniste selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce qu'il a
un Kp vis a vis du récepteur FGF-R4 déterminé par la technique Surface
Plasmon Resonance (Biacore) inférieur 2 10E-8 M.

9. Antagoniste selon I'une des revendications précédentes caractérisé en ce qu'il
est actif a la fois contre FGF-R4 humain et FGF-R4 murin.

6. Antagoniste selon 'une des revendications précédentes, caractérisé en ce qu'il
est un anticorps et comprend au moins un CDR présentant une séquence
identique & I'une des séquences SEQ ID NO : 9, 10, 11, 12, 13, 14, 73, 74, 75,
78, 79, 80, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 93, 94, 95, 98, 99, 100, 103, 104, 105, 108,
109 ou 110.

7. Antagoniste selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce qu'il
est un anticorps et comprend les CDR de séquence SEQ ID NO : 9, 10, 11, 12,
13 et 14 ;0u73,74,75,78,79 et 80 ; ou 83, 84, 85, 88, 89 et 90 ; ou 93, 94, 95,
98, 99 et 100 ; ou 103, 104, 105, 108, 109 et 110, ol 'un des CDR peut différer
de un & deux acides aminés par rapport a 'une au moins des séquences citées
ci-dessus, pour autant que l'anticorps garde sa spécificité de liaison.
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Antagoniste selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce qu'il
est un anticorps dont la partie variable de sa chaine lourde comprend une
séquence nucléotidique présentant au moins 80% d’identité avec la séquence
SEQID NO: 5, 76, 86, 96 ou 106.

Antagoniste selon 'une des revendications précédentes, caractérisé en ce qu'il
est un anticorps dont la partie variable de sa chaine légére comprend une
séquence nucléotidique présentant au moins 80% d'identité avec la séquence
SEQIDNO:7,71, 81, 91 ou 101.

Antagoniste selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce qu'il
est un anticorps et en ce que sa séquence comprend les séquences
polypeptidiques SEQIDNO :2et4;0ubet8;ou72et77;ou82et87;0ud2
et 97 ; ou 102 et 107.

Antagoniste selon une quelconque des revendications précédentes, caractérisé
en ce qu'il induit une inhibition des voies de signalisation cellulaire contrdlées
par FGF-R4..

Antagoniste selon I'une quelconque des revendications précédentes, caractérisé
en ce qu'il induit une inhibition de 'angiogenése.

Antagoniste selon I'une quelconque des revendications précédentes, caractérisé
en ce qu'il induit une inhibition de la prolifération cellulaire tumorale.

Antagoniste selon I'une quelconque des revendications précédentes caractérisé
en ce que son affinité pour FGF-R4 est 10 fois supérieure a son affinité pour les
autres récepteurs a FGF.

Antagoniste selon 'une quelconque des revendications 1 & 7, caractérisé en ce
qu'il est un anticorps humaniseé.

Antagoniste selon 'une quelconque des revendications 1 a 7, caractérisé en ce
qu'il est un anticorps humain.
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Antagoniste selon la revendication 15, caractérisé en ce qu'il comprend une
chaine variable légére présentant au moins 80% d'identité avec I'une des
séquences polypeptidiques SEQ ID NO 30 ou 32.

Antagoniste selon la revendication 15, caractérisé en ce qu'il comprend une
chaine variable lourde présentant au moins 80% d'identité avec une séquence
SEQ ID NO 34, 36 ou 38.

Antagoniste selon I'une quelconque des revendications précédentes, caractérisé
en ce qu'il est un anticorps et en ce qu'il est conjugué a un agent cytotoxique.

Utilisation d'un antagoniste selon ['une quelconque des revendications
précédentes dans le traitement des maladies associées & une angiogenése
pathologique.

Utilisation d'un antagoniste selon ['une quelconque des revendications
précédentes dans le traitement des hépatocarcinomes ou de tout autre type de
cancer hépatique.

Utilisation d'un antagoniste selon I'une quelconque des revendications
precédentes dans le traitement du cancer du pancréas.

Composition pharmaceutique comprenant un antagoniste selon Fune
quelconque des revendications 1 & 19 et des excipients.

Méthode de traitement d’'une maladie liée & une angiogenése pathologique
caractérisée en ce qu'elle comprend I'administration au patient d’un anticorps
selon l'une quelconque des revendications 1 a 19.

Meéthode de traitement d'un cancer caractérisée en ce qu'elle comprend
Fadministration au patient d'un anticorps selon l'une quelconque des
revendications 1 & 19.
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26. Lignée cellulaire produisant des anticorps selon la revendication 1 & 19.

27. Procédé de production d'un anticorps selon f'une quelconque des revendications
1 & 19 caractérisé en ce qu'il comprend la mise en culture d'une lignée cellulaire
5 selon la revendication 26.

28. Médicament comprenant un antagoniste selon l'une quelconque des
revendications 1 a 19.

10 29, Polynucléotide codant pour un polypeptide présentant au moins 80% d'identité
avec 'une des séquences SEQ ID NOS : 2, 4, 6, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 30, 32,
34, 36, 38, 72, 73, 74, 75, 77, 78, 79, 80, 82, 83, 84, 85, 87, 88, 89, 90, 92, 93,
94, 95, 97, 98, 99, 100, 103, 104, 105, 107, 108, 109 ou 110.

15 30. Polynucléotide caractérisé en ce qu'il présente une séquence présentant au
moins 80% d'identité avec 'une des séquences SEQ ID NOS : 1, 3, 5, 7, 29, 31,
33, 35, ou 37, 71, 76, 81, 86, 91, 96, 101 ou 106.

31. Vecteur recombinant comprenant un acide nucléique selon I'une quelconque des
20 revendications 29 et 30.

32. Cellule hdte comprenant un vecteur selon la revendication 31.
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La presente invencion tiene por objeto antagonistas especificos del receptor 4
de FGF (FGF-R4) que permiten inhibir la actividad de este receptor. Estos

1

Antagonistas especificos del receptor FGF-R4

antagonistas son en particular anticuerpos dirigidos especificamente contra el receptor
4 de FGF (FGF-R4).

La presente invencion tiene igualmente por objeto la utilizacién terapéutica de
estos antagonistas, en particular en el dominio de la angiogénesis y en el tratamiento
de algunos tipos de cancer.

Los FGF (Factor de Crecimiento de los Fibroblastos) se consideran entre las
primeras moléculas que se describe que son capaces de estimular la proliferacion,
migracion y diferenciacion de células vasculares in vitro e in vivo. Una bibliografia
abundante describe la induccién de la angiogénesis y la formacién de capilares
sanguineos in vitro e in vivo por los FGF. Los FGF estan igualmente implicados en la
angiogénesis tumoral que fomenta la formacion de vasos sanguineos reclutados por el
tumor.

La familia de los FGF humanos consta de al menos 23 miembros que poseen
todos un dominio central conservado de 120 aminodacidos. Ejercen su actividad
biologica interactuando con sus receptores de alta afinidad de tipo tirosina-cinasa
(FGF-R) y heparanos sulfato proteoglucanos, componentes presentes en la mayor
parte de las superficies celulares y matrices extracelulares (sitio de unién de débil
afinidad) para formar un complejo ternario. Algunos FGF presentan una alta afinidad
por diversos FGF-R aunque otros activan especificamente un receptor o una isoforma
de un receptor.

Se ha identificado un ligando especifico de FGF-R4 por Xie et al (Cytokine,
1.999, 11:729-35.) Este ligando, denominado FGF19, es un ligando de alta afinidad
por FGF-R4 exclusivamente y cuya union al receptor depende de la heparina o de los
heparanos-sulfatos. El FGF19 ha sido identificado en el animal aduito, tnicamente al
nivel de hepatocitos y del intestino delgado donde regula la sintesis de 4cido biliar por
el higado. Serd un factor de crecimiento que intervenga durante el desarrollo
embrionario y estara implicado en el desarrollo del cerebro fetal en el pez cebra y en el
ser humano.

Otros ligandos de FGF-R4 se describen como el FGF1 o FGF2. Estos ligandos
activan considerablemente el FGF-R4 pero no son especificos de FGF-R4: se unen
también a otros FGF-R (Omitz et al.,.J. Biol. Chem., 1.996, 271:15.292-7).

La activacion del receptor FGF-R4 conduce a diversos tipos de sefializaciones
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celulares. Entre éstas, la forma mas clésica que corresponde a la disposicién de una

2

via de sefalizacién por cascada de fosforilacion a raiz de una estimulacion de FGF-R4
por el FGF. Esta induccion conduce a la autofosforilacién del dominio tirosina cinasa
de FGF-R4 y sirve para iniciar una via de sefializacion intracelular dependiente de las
fosforilaciones de ofras proteinas de sefializacion tales como AKT, p44/42, INK efc...
Esta sefializacion por fosforilacion varia segun el tipo celular y segin los receptores
conjuntos o las moléculas de adhesién presentes en la superficie de estas células.
(Cavallaro et al., Nat. Cell Biol. 3/7, 650-657 (2.001); Stadler et al., Cell. Signal. 18/6,
783-794. (2.006); Lin et al., J Biol Chem., 2.007, 14:27277-84. (2.007)). Otro modo de
sefializacion importante para los FGF-R, uno de ellos FGF-R4, es la internalizacién del
receptor después de la activacién en asociacién con su ligando. Este mecanismo no
depende de la actividad tirosina cinasa del receptor sino de una corta secuencia en el
C terminal de FGF-R4 (Klingenberg et al., J. Cell Sci., 113/Pt10:1.827-1.838 (2.000)).

Se describen cuatro formas distintas de FGF-R4 en la bibliografia. Una forma
de tamafio pleno con 2 variantes polimérficas en la posicion 388 a saber el FGF-R4
Gly388 que es la forma normal del receptor y la forma Arg388 que se describe en el
ambito de diversos tumores (Bange et al., Cancer Res. 62/3, 840-847 (2.002) ; Spinola
et al., J Clin Oncol 23, 7.307-7.311 (2.005); Stadler et al., Cell. Signal. 18/6, 783-794.
(2.006)). Se ha descubierto igualmente una forma soluble expresada en células
tumorales mamarias (Takaishi et al., Biochem Biophys Res Commun., 2.000, 267:658-
62). Se ha descrito una cuarta forma, truncada en la parte extracelular, en algunos
adenomas hipofisarios (Ezzat et al., J Clin Invest., 2.002, 109:69-78).

El FGF-R4 se expresa principalmente en los tejidos derivados del endodermo
tales como el tubo digestivo, pancreas, higado, masculos y glandulas suprarrenales.

Se sabe en la bibliografia que el FGF-R4 tiene diversos papeles celulares, de
los cuales los tres principales se describen a continuacién:

Primero, este receptor estd implicado en el control de diferentes procesos de
diferenciacion celular in vitro e in vivo como la diferenciacion y la regeneracion de los
musculos esqueléticos, la diferenciacion del tejido mesenquimatoso, osteogénesis 0
incluso en la formacion de los alveolos durante el desarrollo hepatico posnatal.

Segundo, el FGF-R4 se describe en el control de la homeostasis del Acido biliar
y del colesterol e intervendra en el control de la adiposidad. Ademés, el equilibrio entre
la produccién del &cido biliar y la del colesterol esta controlado por el FGF-R4 in vitro e
in vivo.

Tercero, el FGF-R4 esta implicado en algunos fenémenos tumorales como el
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desarrollo de carcinomas hepatocelulares o tumores malignos de colon, en la
proliferacion de células de fibroadenomas mamarios, células epiteliales de tumores
malignos mamarios, como la motilidad de células de carcinomas mamarios o
colorectales. La implicacion tumoral del FGF-R4 esta mayoritariamente asociada a la
aparicion de polimorfismo (Gly388Arg) correlacionado con la aceleracién de la
progresion tumoral de tumores mamarios y colorectales (Bange et al., Cancer Res.
62/3, 840-847. 2.002), prostaticos (Wang et al., Clin. Cancer Res. 10/18, 6.169-6.178,
2.004) o hepaticos (Nicholes et al., Am. J. PAthol. 160/6, 2.295-307, 2.002). Este
polimorfismo estd asociado también a un mal pronéstico en el ambito de los sarcomas
(Morimoto et al., Cancer 98/10, 2.245-2.250, 2.003), adenocarcinomas pulmonares
(Spinola et al., J Clin Oncol 23, 7.307-7.311, 2.005) o sarcomas escamosos (da Costa
Andrade et al., Exp Mol Pathol 82, 53-7, 2.007). También se ha descrito la
sobreexpresion de FGF-R4 en algunas lineas de tumores malignos pancreaticos
(Shah et al., Oncogene 21/54, 8.251-61, 2.002) y se correlaciona con la malignidad de
los astrocitomas (Yamada et al., Neurol. Res. 24/3, 244-8, 2.002). Ademas, la
utilizacién de un anticuerpo monoclonal anti-FGF19 en modelos in vivo de xenoinjertos
de tumores de colon o en modelos de carcinomas hepatocelulares, muestra que la
inactivacion del FGF19 y luego el bloqueo de la activacion de FGF-R4 puede ser
beneficioso en el tratamiento de cancer de colon o de higado.

Se admite en la bibliografia que las parejas FGF/FGF-R1 y FGF/FGF-R2
participan en la formaciéon de nuevos vasos sanguineos en un contexto normal o
patolégico. Sin embargo, nunca se ha estudiado la potencial implicacion de FGF-R4 en
el control de este fenomeno celular. Hasta ahora, en efecto, se ha supuesto que la
activacion de la angiogénesis estd mediada por FGF-R1 y/o FGF-R2 (Presta et al,
Cytokine Growth Factor Rev., 2.005, 16:159-78).

Se describen ejemplos de antagonistas de FGF-R4 en la bibliografia,
especialmente: pequefias moléculas, pero no determinan el FGF-R4 de manera
especifica, acarreando asi efectos indeseables. Asi se han descrito pequefias
moléculas quimicas inhibidoras del dominio tirosina cinasa que inhiben diversos FGF-
R, asl como otros receptores tirosina cinasa por Thompson et al (Thompson et al J
Med Chem., 2.000, 43:4.200-11.). Se han descrito también pequefias moléculas
quimicas inhibidoras de FGF-R por asociacion a su parte extracelular en la solicitud de
patente internacional WO 2007/080325.

Se han estudiado también anticuerpos como los anticuerpos anti-FGFR1 y/o
anti-FGFR4 descritos en las solicitudes de patente internacional WO 2005/066211 y
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WO 2008052796 o por Chen et al (Hybridoma 24/3, 152-159, 2.005). La solicitud de
patente internacional WO 2005/037235 describe anticuerpos antagonistas de FGF-R
para el tratamiento de la obesidad y la diabetes. Por otra parte, se describen
anticuerpos anti-FGF-R4 agonistas en la solicitud de patente internacional WO
03/063893.

La presente invencion tiene por objeto un antagonista del receptor FGF-R4,
caracterizado por que se une especificamente a éste.

De manera ventajosa, dicho antagonista es un anticuerpo especifico del
receptor FGF-RA4.

En un modo de realizacion, el antagonista objeto de la invencion se une al
dominio D2-D3 del receptor FGF-R4. En un modo de realizacion ventajoso, el
antagonista objeto de la invencién se une al dominio D2 del receptor FGF-R4. En un
modo incluso mas ventajoso, el antagonista se une a la secuencia SEC ID N° 70.

De manera ventajosa el antagonista especifico del receptor FGF-R4 tiene un
Ko en comparacion con el receptor FGF-R4 determinado por la técnica Biacore inferior
a 10E-8 M, inferior a 5 x 10E-9M, inferior a 2 x 10E-9M o inferior a 1 x 10E-9M.

_ En un modo de realizacion ventajoso el antagonista especifico del receptor
FGF-R4 es activo a la vez contra FGF-R4 humano y FGF-R4 murino.

En otro modo de realizacion ventajoso el antagonista especifico del receptor
FGF-R4 es activo a la vez contra FGF-R4 humano, FGF-R4 murino y FGF-R4 de rata.

En un modo de realizacion ventajoso, el anticuerpo antagonista especifico del
receptor FGF-R4 comprende al menos una CDR que presenta una secuencia idéntica
a SEC ID N° 9,10, 11, 12, 13, 14, 73, 74, 75, 78, 79, 80, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 93, 94,
95, 98, 99, 100, 103, 104, 105, 108, 109 6 110 o al menos una CDR cuya secuencia
difiera en uno a dos aminoécidos con respecto a las secuencias SEC ID N° 9, 10, 11,
12, 13, 14, 73, 74, 75, 78, 79, 80, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 93, 94, 95, 98, 99, 100, 103,
104, 105, 108, 109 6 110, siempre que los anticuerpos mantengan su especificidad de
unioén.

En un modo de realizacién particularmente ventajoso, los anticuerpos
antagonistas especificos del receptor FGF-R4 comprenden CDR de secuencia SEC ID
N° 9, 10, 11, 12, 13, 14, 73, 74, 75, 78, 79, 80, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 93, 94, 95, 98,
99, 100, 103, 104, 105, 108, 109 6 110 o CDR cuyas secuencias difieren en uno a dos
aminoacidos con respecto — respectivamente — a las secuencias ya citadas, siempre
que eso no modifique la especificidad de unién de los anticuerpos al receptor FGF-R4.

En un modo de realizacion ventajoso, los anticuerpos de la invencion
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comprenden al menos una cadena pesada y al menos una cadena ligera,
comprendiendo dicha cadena pesada tres secuencias, teniendo CDR las secuencias
de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en SECID N% 9, 10y 11 6 73,
74 y 75, 83, 84 y 85 6 93, 94 y 95 6 103, 104 y 105, comprendiendo dicha cadena
ligera tres secuencias, teniendo CDR las secuencias de aminoacidos seleccionadas
del grupo que consiste en SEC ID N® 12, 13y 146 78, 79 y 80 6 88, 89 y 90 6 98, 99
y 100 6 108, 109y 110.

En un modo de realizacion ventajoso las partes variables de la cadena pesada
de los anticuerpos antagonistas especificos del receptor FGF-R4 comprenden una
secuencia que presenta al menos el 80%, 90%, 95% o 99% de identidad con la
secuencia SEC ID N°; 6, 77, 87, 97 6 107.

En un modo de realizacién ventajoso las partes variables de la cadena ligera
del anticuerpo antagonista especifico del receptor FGF-R4 comprenden una secuencia
que presenta al menos el 80%, 90%, 95% o 99% de identidad con la secuencia SEC
ID N°: 8, 72, 82,92 6 102.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo antagonista
especifico del receptor FGF-R4 que comprende una cadena pesada que comprende
una parte variable codificada por una secuencia nucleotidica que presenta una
identidad de al menos 80%, 90%, 95% o 99% con la secuencia SEC ID N°: 5, 76, 86,
96 6 106.

La presente invencién tiene igualmente por objeto un anticuerpo antagonista
especifico del receptor FGF-R4 que comprende una cadena ligera que comprende una
parte variable codificada por una secuencia nucleotidica que presenta una identidad
de al menos 80%, 90%, 95% o 99% con la secuencia SEC ID N° 7, 71, 81, 91 6 101.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo antagonista
especifico del receptor FGF-R4 que comprende una cadena pesada que comprende
una parte variable de secuencia polipeptidica SEC ID N°: 6, 77, 87, 97 6 107.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo antagonista
especffico del receptor FGF-R4 que comprende una cadena ligera que comprende una
parte variable de secuencia polipeptidica SEC ID N°: 8, 72, 82, 92 6 102.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo antagonista
especifico del receptor FGF-R4 que comprende secuencias codificadas por las
secuencias nucleotidicas SEC IDN*: 5y 7671y 76 681y 86 691y 96 6 101y 106.

La presente invencion tiene iguaimente por objeto un anticuerpo antagonista

especifico del receptor FGF-R4 que comprende las secuencias polipeptidicas SEC ID
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En un modo de realizacion ventajoso el anticuerpo antagonista especifico del
receptor FGF-R4 comprende secuencias idénticas a al menos el 80%, 90%, 95% o
99% de la SEC ID N” 2 y/o SEC ID N°% 4 0 SEC ID N° 72 y/o SEC ID N 77 0 SECID
N°: 82 y/o SEC ID N° 87 o SEC ID N°: 92 y/o SEC ID N° 97 o SEC ID N° 102 y/o
SEC ID N°: 107.

En un modo de realizacién particularmente ventajoso, el anticuerpo antagonista
especifico del receptor FGF-R4 comprende una cadena pesada codificada por una
secuencia nucleotidica idéntica al menos al 80%, 90%, 95% o 99% a la secuencia
SECIDN°1.

La presente invencién tiene igualmente por objeto un anticuerpo antagonista
del receptor FGF-R4 que comprende una cadena pesada de secuencia polipeptidica
idéntica al menos al 80%, 90%, 95% 0 99% a la secuencia SEC 1D N° 2.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo antagonista
especffico del receptor FGF-R4 que comprende una cadena ligera codificada por una
secuencia nucleotidica idéntica al menos al 80%, 90%, 95% o 99% a la secuencia
SECIDN° 3.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo antagonista
especifico del receptor FGF-R4 que comprende una cadena ligera de secuencia
polipeptidica idéntica al menos al 80%, 90%, 95% o 99% a la secuencia SEC ID N° 4.

La presente invencién tiene igualmente por objeto un anticuerpo antagonista
especifico del receptor FGF-R4 que comprende las secuencias codificadas por las
secuencias nucleotidicas SEC IDN°: 1y 3.

En un modo incluso mas ventajoso, el anticuerpo antagonista especifico de
FGF-R4 comprende una cadena pesada que comprende la secuencia SEC ID N° 2 y
una cadena ligera que comprende la secuencia SEC ID N° 4.

El anticuerpo compuesto por una cadena pesada de secuencia SEC ID N°2 y
una secuencia ligera SEC ID N° 4 se denominara 40-12 en la solicitud.

En un modo de realizacion de la invenci6n, los anticuerpos especificos de FGF-

- R4 son activos a la vez contra FGF-R4 humano, FGF-R4 murino y FGF-R4 de rata.

En un modo de realizacién ventajoso, el antagonista especifico del receptor
FGF-R4 induce una inhibicion de las vias celulares AKT/p38.

En un modo de realizacién ventajoso, el antagonista especifico del receptor
FGF-R4 induce una inhibicion de las vias celulares Erk1/2.

En un modo de realizacion ventajoso, el antagonista especifico del receptor
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FGF-R4 induce una inhibicién de las vias de sefializacion celular controladas por FGF-
.R4.

En otro modo de realizacién ventajoso, el antagonista especifico del receptor
FGF-R4 induce una inhibicion de la proliferacion celular tumoral.

En otro modo mas de realizacién ventajoso, el antagonista especifico del
receptor FGF-R4 induce una inhibicion de la angiogénesis.

En ofro modo de realizacion particularmente ventajoso, el antagonista
especifico del receptor FGF-R4 presenta una afinidad por FGF-R4 10 veces superior a
su afinidad por los otros receptores por FGF.

En un modo de realizacion particularmente ventajoso, el anticuerpo segun la
invencién es un anticuerpo humanizado antagonista especifico del receptor FGF-R4.

En un modo de realizécién el anticuerpo humanizado antagonista especifico del
receptor FGF-R4 comprende una cadena ligera cuya parte variable esta codificada por
una secuencia nucleotidica idéntica al menos al 80%, 90%, 95% 0 99% a la secuencia
SEC ID N° 29 o a la secuencia SEC ID N° 31.

En otro modo de realizacién el anticuerpo humanizado antagonista especifico
del receptor FGF-R4 comprende una cadena ligera cuya parte variable es idéntica al
menos al 80%, 90%, 95% o 99% a la secuencia SEC ID N°30 o a la secuencia SEC ID
N° 32.

En otro modo de realizacion, el anticuerpo humanizado antagonista especifico
del receptor FGF-R4 comprende una cadena ligera cuya parte variable esta codificada
por una secuencia idéntica a la secuencia nucleotidica SEC ID N°29 o a la secuencia
SEC ID N°: 31.

La presente invencién tiene igualmente por objeto un anticuerpo humanizado
antagonista especifico del receptor FGF-R4, que comprende una cadena pesada cuya
parte variable esta codificada por una secuencia idéntica al menos al 80%, 90%, 95%

. 099% a la secuencia SEC ID N° 33, a la secuencia SEC ID N° 35 o a la secuencia

SEC ID N° 37.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo humanizado
antagonista especifico del receptor FGF-R4 que comprende una cadena pesada cuya
parte variable es idéntica al menos al 80%, 90%, 95% o 99% a la secuencia SEC ID N°
34, a la secuencia SEC ID N° 36 o a la secuencia SEC ID N° 38.

La presente invencién tiene igualmente por objeto un anticuerpo humanizado
antagonista especifico del receptor FGF-R4 que comprende una cadena pesada
codificada por una secuencia nucleotidica SEC ID N° 33 y/o SEC ID N 35 y/o SEC ID




10

15

20

25

30

35

o. \0%

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo humanizado
antagonista especifico del receptor FGF-R4 cuyas secuencias humanizadas de
secuencia SEC ID N% 30 6 32 se utilizan en combinacién con las secuencias
humanizadas de secuencia SEC ID N° 34, 36 6 38.

En otro modo de realizacion, el anticuerpo antagonista especifico del receptor
FGF-R4 comprende las CDR de secuencia SEC ID N° 73, 74, 75, 78, 79 y 80 o las
CDR cuyas secuencias difieren en uno a dos aminoacidos con respecto -
respectivamente — a las secuencias citadas antes, siempre que eso no modifique la
especificidad de unién del anticuerpo al receptor FGF-R4.

En otro modo de realizacion, el anticuerpo antagonista especifico del receptor
FGF-R4 comprende las CDR de secuencia SEC ID N°: 83, 84, 85, 88, 89 y 90 o las
CDR cuyas secuencias difieren en uno a dos aminoacidos con respecto -
respectivamente - a las secuencias citadas antes, siempre que eso no modifique la
especificidad de union del anticuerpo al receptor FGF-R4.

En otro modo de realizacion, €l anticuerpo antagonista especifico del receptor
FGF-R4 comprende las CDR de secuencia SEC ID N% 93, 94, 95, 98, 99 y 100 o las
CDR cuyas secuencias difieren en uno a dos aminoacidos con respecto -
respectivamente - a las secuencias citadas antes, siempre que eso no modifique la
especificidad de union del anticuerpo al receptor FGF-R4.

En otro modo de realizacion, el anticuerpo antagonista especifico del receptor
FGF-R4 comprende las CDR de secuencia SEC ID N° 103, 104, 105, 108, 109 y 110
o las CDR cuyas secuencias difieren en uno a dos aminoacidos con respecto —
respectivamente — a las secuencias citadas antes, siempre que eso no modifique la
especificidad de union del anticuerpo al receptor FGF-R4.

En un modo de aplicacion preferido de la invencion, el anticuerpo antagonista
especifico del receptor FGF-R4 comprende las CDR de secuencia SEC ID N° 83, 84,
85, 88, 89y 90.

En un modo de realizacién ventajosa, el anticuerpo antagonista especifico del
receptor FGF-R4 es un anticuerpo humano cuyas partes variables de la cadena
pesada comprenden una secuencia nucleotidica que presenta al menos el 80%, 90%,
95% 0 99% de identidad con la secuencia SEC ID N°: 76, 86, 96 6 106.

En un modo de realizacion ventajoso, el anticuerpo antagonista especifico del
receptor FGF-R4 es un anticuerpo humano cuyas partes variables de la cadena ligera
comprenden una secuencia nucleotidica que presenta al menos el 80%, 90%, 95% o
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99% de identidad con la secuencia SEC ID N°: 71, 81, 91 6 101.

La presente invencién tiene igualmente por objeto un anticuerpo humano
antagonista especifico del receptor FGF-R4, que comprende una cadena pesada que
comprende una parte variable codificada por una secuencia proteica que presenta una
identidad de al menos 80%, 90%, 95% o 99% con la secuencia SEC ID N°: 77, 87, 97
6 107.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo humano
antagonista especifico del receptor FGF-R4 que comprende una cadena ligera que
comprende una parte variable codificada por una secuencia proteica que presenta una
identidad de al menos 80%, 90%, 95% o 99% con la secuencia SEC ID N°; 72, 82, 92
6 102.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo humano
antagonista especifico del receptor FGF-R4, que comprende las secuencias
codificadas por las secuencias nucleotidicas SEC ID N°% 71 y 76 o las secuencias
nucleotidicas SEC ID N°: 81 y 86 o las secuencias nucleotidicas SEC ID N* 91y 96 o
las secuencias nucleotidicas SEC ID N° 101y 106.

La presente invencién tiene igualmente por objeto un anticuerpo humano
antagonista especifico del receptor FGCF-R4, que comprende las secuencias
polipeptidicas SEC ID N°% 72y 77 o las secuencias polipeptidicas SEC IDN°: 82y 87 o
las secuencias polipeptidicas SEC ID N°% 92 y 97 o las secuencias polipeptidicas SEC
ID N% 102y 107.

En un modo de realizacion ventajoso, el anticuerpo antagonista especifico del
receptor FGF-R4 comprende secuencias idénticas al menos al 80%, 90%, 95% o 99%
ala SEC ID N° 72 y/o SEC ID N°: 77.

En otro modo de realizacion ventajoso, el anticuerpo humano antagonista
especifico del receptor FGF-R4 comprende secuencias idénticas al menos al 80%,
90%, 95% 0 99% a la SEC ID N°: 82 y/o SEC ID N° 87.

En ofro modo de realizacion ventajoso, el anticuerpo humano antagonista
especifico del receptor FGF-R4 comprende secuencias idénticas al menos al 80%,
90%, 95% 0 99% a la SEC ID N° 92 y/o SEC ID N° 97.

En otro modo de realizacion ventajoso, el anticuerpo humano antagonista
especifico del receptor FGF-R4 comprende secuencias idénticas al menos al 80%,
90%, 95% 0 99% a la SEC ID N° 102 y/o SEC ID N 107.

En un modo de realizacion preferido, la presente invencion tiene por objeto un
anticuerpo antagonista humano especifico del receptor FGF-R4, que comprende una
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cadena ligera codificada por una secuencia nucleotidica idéntica al menos al 80%,
90%, 95% o 99% a la secuencia SEC ID N° 82 y que comprende una cadena ligera de
secuencia polipeptidica idéntica al menos al 80%, 90%, 95% o 99% a la secuencia
SEC ID N° 87.

De manera incluso mas preferida, la presente invencion tiene por objeto un
anticuerpo humano antagonista especifico del receptor FGF-R4 que comprende las
secuencias codificadas por las secuencias nucleotidicas SEC ID N°: 82y 87.

El anticuerpo formado por una cadena pesada de secuencia SEC ID N° 77 y
una secuencia ligera SEC ID N° 72, se denominara clon 8 en la solicitud.

El anticuerpo formado por una cadena pesada de secuencia SEC ID N° 87 y
una secuencia ligera SEC ID N° 82, se denominara clon 31 en la solicitud.

El anticuerpo formado por una cadena pesada de secuencia SEC ID N° 97 y
una secuencia ligera SEC ID N° 92, se denominara clon 33 en la solicitud.

El anticuerpo formado por una cadena pesada de secuencia SEC ID N° 107 y
una secuencia ligera SEC ID N° 102, se denominaré clon 36 en la solicitud.

El campo de la presente invencion no se limita a los anticuerpos que
comprenden estas secuencias. En efecto, todos los anticuerpos que se unen de
manera especifica a FGF-R4, teniendo una accion antagonista sobre este receptor,
entran en el campo de la presente invencion.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo antagonista
especifico del receptor FGF-R4, conjugado a un agente citotéxico.

La presente invencion tiene por objeto la utilizacion de un antagonista
especifico del receptor FGF-R4, en el tratamiento de enfermedades asociadas a la
angiogénesis.

La presente invencion tiene por objeto la utilizacion de un antagonista
especifico del receptor FGF-R4, en el tratamiento de un cancer.

La presente invencion tiene por objeto la utilizacion de un antagonista
especifico del receptor FGF-R4 en el fratamiento de hepatocarcinomas o de cualquier
ofro tipo de cancer hepatico.

La presente invencion tiene por objeto la utilizacion de un antagonista
especifico del receptor FGF-R4 en el fratamiento de cancer de pancreas.

La presente invencion tiene por objeto un anticuerpo especifico del receptor
FGF-R4 til a la vez en el tratamiento de enfermedades asociadas a la angiogénesis y
en el tratamiento de hepatocarcinomas o de cualquier otro tipo de cancer hepatico.

La presente invencion tiene por objeto un anticuerpo especifico del receptor
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en el fratamiento de hepatocarcinomas o de cualquier otro tipo de cancer hepatico, en
el tratamiento de cancer de pancreas, 6rganos del tubo digestivo u cualquier otro
6rgano que exprese FGF-R4.

La presente invencion tiene por objeto una composicién farmacéutica que
comprende un antagonista especffico del receptor FGF-R4 y excipientes.

La presente invencion tiene por objeto un método de tratamiento de un cancer
que comprende la administracion al paciente de un anticuerpo antagonista especifico
del receptor FGF-R4.

La presente invencién tiene por objeto un método de tratamiento de una
enfermedad asociada a un aumento patolégico de la angiogénesis, que comprende la
administracion al paciente de un anticuerpo antagonista especifico del receptor FGF-
R4.

La presente invencion tiene por objeto un procedimiento de seleccion de un
anticuerpo monoclonal antagonista especifico del receptor FGF-R4, que comprende
las etapas siguientes:

a. inmunizacion en el raton
b. extraccion de nodulos linfaticos en el raton y
¢. cribado de sobrenadantes de hibridomas

La presente invencién tiene por objeto una linea celular que produce
anticuerpos antagonistas especificos del receptor FGF-R4.

La presente invencién tiene por objeto un procedimiento de produccién de un
anticuerpo antagonista especifico del receptor FGF-R4, que comprende poner en
cultivo una linea celular que produzca anticuerpos antagonistas del receptor FGF-R4.

La presente invencion tiene por objeto un medicamento que comprende un
antagonista especifico del receptor FGF-RA4.

La presente invencién tiene igualmente por objeto un polinucledtido que
codifique un polipéptido seleccionado del grupo constituido por las SEC ID N*: 2, 4, 6,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 30, 32, 34, 36, 38, 72, 73, 74, 75, 77, 78, 79, 80, 82, 83, 84, 85,
87, 88, 89, 90, 92, 93, 94, 95, 97, 98, 99, 100, 102, 103, 104, 105, 107, 108, 109, 110y
secuencias idénticas al menos al 80%, 90%, 95% 0 99% a una de estas secuencias.

La presente invencion tiene por objeto un vector recombinante que comprenda
un polinucleétido tal como se describié anteriormente o que codifique un polipéptido tal
como se describié anteriormente.

Con el fin de permitir la expresién de cadenas pesadas y/o cadenas ligeras del
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que codifican dichas cadenas se insertan en los vectores de expresion. Estos vectores
de expresion pueden ser plasmidos, los YAC, cosmidos, retrovirus, episomas
derivados de EBV (virus de Epstein-Barr, por sus siglas en inglés) y todos los vectores
que el experto en la materia puede juzgar apropiados para la expresion de dichas
cadenas.

La presente invencion tiene por objeto una célula anfitriona que comprenda un
vector recombinante tal como se describio anteriormente.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion tiene por objeto la utilizacion de un anticuerpo dirigido
especificamente contra FGF-R4 (sin reaccion cruzada con FGF-R1, R2 o R3) para la
inhibicién de la angiogénesis y del crecimiento tumoral.

De manera inesperada, los autores han demostrado que el FGF-R4
desempefia un papel activo y especifico en el control de la angiogénesis.

Esta funcién del FGF-R4 no habia sido demostrada nunca o propuesta antes.
Por consiguiente, este receptor puede ser utilizado como blanco para tratar las
patologias que presenten una disfunciéon angiogénica. Los ligandos del FGF-R4
capaces de modular su actividad son pues agentes terapéuticos potenciales para las
numerosas patologias unidas a la angiogénesis.

La presente invencion puede ser pues utilizada en el tratamiento de todas las
patologias que impliquen una desregulacion de la angiogénesis y que necesiten una
inhibiciobn de ésta. Las patologlas concernientes pueden ser el cancer, con la
utilizacién de antagonistas segun la invencion como inhibidores de la angiogénesis
tumoral o las patologias para las cuales se describe una desregulacién de la
angiogénesis como: la degeneracién macular relacionada con la edad o DMLA (por
sus siglas en inglés), enfermedades inflamatorias como artritis reumatoide,
osteoartritis, colitis, Glceras o cualquier enfermedad inflamatoria de los intestinos,
ateroesclerosis o incluso en el tratamiento de la obesidad.

La utilizacién de estos anticuerpos también se ilustra en la inhibicion del
crecimiento tumoral. Los antagonistas segin la presente invencion pueden ser
utilizados pues para el tratamiento de ciertos tumores malignos que impliquen la
desregulacion del FGF-R4 y mas en particular los tumores malignos de higado, colon,
mama, pulmon, préstata, pancreas, piel o es6fago.

Una de las mayores ventajas de los antagonistas segun la presente invencion
es determinar especificamente un receptor de los FGF, en este caso FGF-R4. Esta
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quimicas pequefas inhibidoras del dominio tirosina cinasa. Ademas, no expresandose
el FGF-R4 de manera ubicua, sino expresandose especiaimente en células
endoteliales como en células hepatocitarias, biliares, mamarias, prostaticas, de los
ovarios, pancredticas, renales, se dispone de un modo de tratamiento de
enfermedades unidas a una desregulacién de la actividad FGF-R4 que limite los
efectos secundarios.

Por « antagonista », en entiende todo ligando capaz de disminuir o inhibir
totalmente la actividad del FGF-R4. Este compuesto antagonista se denomina también
inhibidor de FGF-R4.

Este antagonista puede ser cualquier ligando de FGF-R4 tal como una
molécula quimica, una protefna recombinante, un oligosacarido, un polisacérido, un
oligonucledtido o un anticuerpo capaz de unirse de manera especifica al receptor FGF-
R4, con exclusién de cualquier otro FGFR.

Un objeto de la invencidn es pues un antagonista especifico de FGF-R4. Segtn
la invencion, se entiende que un antagonista que se une especificamente al FGF-R4
es un ligando que no se une a los otros receptores de los FGF a saber FGF-R1, FGF-
R2 o FGF-R3. En particular, un anticuerpo especifico de FGF-R4 es un anticuerpo que
no presenta reaccion cruzada con FGF-R1, FGF-R2 o FGF-R3.

Se entiende una union especifica una diferencia de un factor al menos 10 entre
la intensidad de la unién a un receptor con respecto a otro, aqui entre la unién al FGF-
R4 y las uniones posibles a FGF-R1, FGF-R2 o FGF-R3.

En un modo de realizacion de la invencion, el ligando de FGF-R4 es un
oligosacarido o un polisacarido.

Se entiende que un oligosacarido es todo polimero de sacarido que contenga
de tres a diez unidades de az(car simples. Existen oligosacaridos naturales, como por
ejemplo los fructo-oligosacaridos (FOS) y los oligosacaridos de sintesis como por
ejemplo los anti-trombéticos miméticos de la heparina.

Por «polisacarido», se entiende todo polimero constituido ademés por diez
monosacaridos unidos entre si por enlaces glicosidicos. Existen polisacaridos
naturales, como por ejemplo los mucopolisacéridos, fucoides, carragenanos,
exopolisacaridos bacterianos y los polisacaridos de sintesis. Asi, los fucoidanos de
pesos moleculares bajos o los exopolisacaridos muy sulfatados han demostrado
actividades pro-angiogénicas (Chabut et al., Mol Pharmacol., 2.003, 64:696-702;
Matou et al., Biochem Pharmacol., 2.005, 69:751-9.). A la inversa, los oligosacdridos
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pueden presentar caracteristicas antiangiogénicas (Parish et al., 1.999, 15:3.433-41;
Casu et al., J Med Chem., 2.004, 12:838-48)

En un modo de realizacion de la invencion, el ligando de FGF-R4 es un
anticuerpo.

Por «anticuerpo», se entiende todo tipo de anticuerpos o moléculas derivadas
tales como los anticuerpos policlonales y monoclonales. Entre las moléculas derivadas
de los anticuerpos monoclonales, se incluyen los anticuerpos humanizados,
anticuerpos humanos, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos quiméricos,
fragmentos de anticuerpos, nanocuerpos...

En un modo de realizacién de la invencion, el antagonista especifico de FGF-
R4 es un anticuerpo policlonal.

Un «anticuerpo policlonal» es un anticuerpo que se ha producido entre una
mezcla de anticuerpos que proceden de varios clones de linfocitos B y que reconoce
una serie de epitopos diferentes.

En un modo de realizacién ventajoso, el antagonista especifico de FGF-R4 es
un anticuerpo monoclonal.

Un «anticuerpo monoclonal» es un anticuerpo obtenido a partir de una
poblacién de anticuerpos substancialmente homogénea resultante de un solo tipo de
linfocitos B amplificada de manera clonal. Los anticuerpos que forman esta poblacion
son idénticos excepto las posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes
en una cantidad muy reducida. Estos anticuerpos se dirigen contra un solo epitopo y
son pues altamente especificos.

Por «epitopo» se entiende el sitio del antigeno al que se une el anticuerpo. Si el
antigeno es un polimero, tal como una proteina o un polisacarido, el epitopo puede
estar formado por restos contiguos o no contiguos.

En un modo de realizacién ventajoso de la invencion, el anticuerpo antagonista
anti-FGF-R4 se une a un epitopo perteneciente al dominio D2-D3 del receptor del
FGF-R4.

En un modo incluso méas ventajoso, el anticuerpo se une a un epitopo
comprendido en el dominio que comprende los aminoécidos 144 a 365 del receptor del
FGF-R4.

En un modo incluso més ventajoso, el anticuerpo se une a un epitopo
comprendido en el dominio D2 del receptor del FGF-R4, correspondiendo este epitopo
a los aminoacidos 145 a 242 descritos en la secuencia SEC ID N° 70.
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cadenas pesadas idénticas («VH») y dos cadenas ligeras idénticas («VL») que se
unen por un puente disulfuro. Cada cadena contiene una region constante y una
region variable. Cada region variable comprende tres segmentos denominados
«regiones que determinan la complementariedad» («las CDR, por sus siglas en
inglés») o «regiones hipervariables», que son principalmente responsables de la union
al epitopo de un antigeno.

La terminologia «VH» hace referencia a las regiones variables de una cadena
pesada de inmunoglobulina de un anticuerpo, incluyendo las cadenas pesadas de un
fragmento Fv, scFv, dsFv, Fab, Fab’' o F(ab)'.

La terminologia «VL» hace referencia a las regiones variables de una cadena
ligera de inmunoglobulina de un anticuerpo, incluyendo las cadenas ligeras de un
fragmento Fv, scFv, dsFv, Fab, Fab’' o F(ab)'.

Por «fragmento de anticuerpo» se entiende toda parte de éste: Fab (union
Fragmento antigeno), Fv, scFv (Fv de cadena sencilla), Fc (Fragmento cristalizable).
Preferentemente, estos fragmentos funcionales seran fragmentos de tipo Fv, scFv,
Fab, F(ab') 2, Fab', scFv-F¢c o diacuerpos que poseen en general la misma
especificidad de fijacién que el anticuerpo monoclonal, quimérico o humanizado que
resulta. Segun la presente invencion, los fragmentos de anticuerpos de la invencion se
pueden obtener a partir de anticuerpos monoclonales, quiméricos o humanizados, por
métodos tales como la digestion por enzimas, como la pepsina o la papaina y/o por
escision de puentes disulfuro por reduccion quimica.

Por «regiones CDR o las CDR», se entiende designar las regiones
hipervariables de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulinas, como se define por
Kabat et al. (Kabat et al., Sequences of proteins of immunological interest, 52 Ed., U.S.
Department of Health and Human Services, NIH, 1.991 y ediciones posteriores).
Existen 3 CDR de cadena pesada y 3 CDR de cadena ligera. La terminologia CDR o
las CDR se utiliza en la presente memoria para designar siguiendo el caso, una de
estas regiones o varias, incluso el conjunto, de estas regiones que contienen la
mayoria de los restos de aminoacidos responsables de la unidn afin del anticuerpo por
el antigeno o el epitopo que reconoce. Las regiones mas conservadas de los dominios
variables se denominan regiones o secuencias FR para «estructura» o regiones
«armazones».

En otro modo de realizacion de la invencién, el antagonista especifico de FGF-
R4 es un anticuerpo quimérico.
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constante o una porcién de ésta, se modifica, se reemplaza o se cambia, tal que la
regién variable estd unida a una region constante de una especie diferente o
pertenece a otra clase o subclase de anticuerpos.

Se entiende igualmente por «anticuerpo quimérico» un anticuerpo en el que la
regién variable o una porcién de ésta, se modifica, se reemplaza o se cambia, tal que
la region constante esta unida a una region variable de una especie diferente o
pertenece a ofra clase o subclase de anticuerpos.

Los métodos de producciéon de anticuerpos quiméricos son conocidos para el
experto en la materia. Véase por ejemplo, Morrison, 1.985, Science, 229:1.202; Oi et
al., 1.986, Bio Techniques, 4:214; Gillies et al., 1.989, J. Immunol. Methods, 125:191-
202; patentes de EE.UU. Nos. 5.807.715 ; 4.816.567 y 4.816.397.

Estas versiones quiméricas de anticuerpos pueden consistir en la fusion de
partes variables VL y VH a las partes constantes de Ckappa y CH (IgG1) de origen
humano para generar un anticuerpo monoclonal quimérico.

La parte CH (lgG1) también se puede modificar por mutaciones puntuales para
aumentar la afinidad del fragmento Fc por el receptor FcyRllla y por la misma
aumentar las funciones eficaces de los anticuerpos (Lazar et al., 2.006, Proc. Natl,
Acad. Sci. EE.UU. 103: 4.005-4.010; Stavenhagen et al., 2.007, Cancer Res. 6T:
8.882-8.890).

La presente invencion incluye las versiones humanizadas de los anticuerpos.

Por «anticuerpo humanizado» se entiende un anticuerpo que contiene
principalmente secuencias humanas de la inmunoglobulina. Esta terminologfa hace
referencia en general a una inmunoglobulina no humana que ha sido modificada por
incorporacion de secuencias humanas o de restos encontrados en las secuencias
humanas.

En general, los anticuerpos humanizados comprenden uno o tipicamente dos
dominios variables en los que todo o parte de las regiones CDR corresponden a partes
resultantes de la secuencia de la misma familia, no humana y en los que todo o parte
de las regiones FR son las resultantes de una secuencia de inmunoglobulina humana.
El anticuerpo humanizado puede comprender entonces al menos una porcién de una
region constante de inmunoglobulina (Fc), en particular la de inmunoglobulina humana
de la referencia elegida.

Se busca también obtener un anticuerpo que sea inmundgeno como minimo en
un ser humano. Asi, es posible que uno o dos aminoacidos de una o varias CDR se
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modifiquen por un aminoacido menos inmundgeno para el anfitribn humano, ésto sin
reducir sustancialmente la especificidad de unioén del anticuerpo al FGF-R4. Del mismo
modo, los restos de las regiones armazones pueden no ser humanos y es posible que
no estén modificados ya que no contribuyen al potencial inmunogénico del anticuerpo.

Existen varios métodos de humanizacion conocidos por el experto en la materia
para modificar un anticuerpo padre, no humano, en un anticuerpo menos inmunégeno
para el ser humano. No es forzosamente necesaria una identidad global de las
secuencias con un anticuerpo humano. En efecto, la identidad global de secuencia no
es necesariamente un indicador predictivo de una inmunogenicidad reducida y la
modificacion de un nimero limitado de restos puede conducir a los anticuerpos
humanizados que presenten un potencial inmunogénico muy atenuado en el hombre
(Molecular Immunology (2.007) 44, 1.986-1.998).

Diversos métodos son por ejemplo la inclusion de las CDR (injerto) (patente
europea EPO 0 239 400; patente internacional WO 91/09967 y patente de EE.UU. N°
5.530.101 y 5.585.089), la preparacion de nuevo (patente europea EPO 0 592 106;
patente europea EPO 0 519 596; Padlan, 1.991, Molec Imm 28(4/5):489-498;
Studnicka et al., 1.994, Prot Eng 7(6):805-814 y Roguska et al., 1.994, PNAS 91:969-
973) o incluso la mezcla de cadenas (patente de EE.UU. N° 5.565.332).

La presente invencién se refiere en particular a los anticuerpos humanizados
cuyas partes variables son modificadas segun la siguiente tecnologia:

Las cadenas ligeras y pesadas mas similares a las cadenas correspondientes
del anticuerpo murino anti-FGF-R4 40-12 son identificadas por comparacién con el
Banco de Datos de Proteinas (H. M. Berman, J. Westbrook, Z. Feng, G. Gilliland, T.N.
Bhat, H. Weissig, I.N. Shindyalov, P.E. Bourne. Nucleic Acids Research, 2.000,
28:235-242). La alineacion de secuencias utiliza el algoritmo BLAST (J Mol Biol. 1.990
Oct 215:403-410). Se trata de estructuras tridimensionales que responden a los
codigos PDB 1NDM y 1ETZ, que se han utilizado respectivamente para construir los
modelos por homologia de cadenas ligeras y pesadas de dominios variables. Estos
modelos fridimensionales se afinan a continuacién minimizando su energfa potencial
con el procedimiento estandar implementado en el programa MOE (Entorno de
Operacién Molecular, por sus siglas en inglés, Chemical Computing Group, Quebec,
Canadé). Se realiza después una simulacién de dinamica molecular (DM) a partir de
estos modelos tridimensionales minimizados del anticuerpo con el programa Amber
(D. A. Case, T. E. Cheatham, Ill, T. Darden, H. Gohlke, R. Luo, K. M. Merz, Jr., A.
Onufriev, C. Simmerling, B. Wang y R. Woods. J. Computat. Chem. 2.005, 26:1.668-
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atomos del esqueleto proteico a una temperatura de 500 K, durante un tiempo de 1,1
nanosegundos, en un modelo de disolvente implicito tal que se implementa en el
meétodo generalizado de Born (Gallicchio & Levy, J Comput Chem 2.004, 25:479-499).
Se extraen asf diez conformaciones diversas de esta primera simulacién a razén de
una conformacién ftridimensional cada cien picosegundos durante el Ultimo
nanosegundo de la simulacién. Estas diez diversas conformaciones se someten cada
una a continuacion a una simulacion de dinamica molecular, sin tensiones sobre el
esqueleto proteico, a una temperatura de 27 °C, durante 2,3 nanosegundos, en un
modelo de disolvente implicito tal que se implementa en el método generalizado de
Born. Las uniones que implican un atomo de hidrégeno son tensiones con el algoritmo
SHAKE (Barth. et al., J Comp Chem, 1.995, 16:1.192-1.209), el paso es de 1 femto
segundo y la simulacién tiene lugar segin la ecuacion de Langevin a volumen
constante y una temperatura constante de 27°C. Para cada una de las diez
simulaciones de dinamica molecular, las Gltimas dos mil conformaciones extraidas a la
frecuencia de un par de picosegundos, se utilizan a continuacién para cuantificar para
cada amino4cido del anticuerpo que se tiene que humanizar, la desviacién de las
posiciones de los atomos con respecto a una conformaciéon media, denominada
medoide, del aminoacido. El conjunto del anélisis descrito anteriormente se realiza con
el lenguaje script Scientific Vector Language (SVL) del programa MOE. La
conformacién medoide del amino4cido es la conformacién resultante de la dinamica
molecular que es la mas proxima de la conformacién media calculada a partir de la
posicién de los atomos de todas las conformaciones del aminoécido. La distancia
utilizada para detectar la conformacion medoide es la desviacién cuadratica media de
las distancias escalares entre los atomos de dos conformaciones del aminoacido. De
manera similar, la desviacion de las posiciones de los atomos de una conformacion de
un aminoacido con respecto a la conformacion medoide se cuantifica calculando la
desviacidon cuadratica media de las distancias escalares entre los atomos del
aminoacido de una conformacion de la simulacion y los mismos atomos de la
conformacién medoide. A continuacion, es comparando la desviacion cuadratica media
de las posiciones de los atomos de un aminoacido dado (i) promediado sobre el
conjunto de diez simulaciones de dinamica molecular (Fi), a la desviacién cuadratica
media de las posiciones de todos los aminoécidos del anticuerpo promediado sobre el
conjunto de diez simulaciones de dinamica molecular (Fm) como se decide si el
aminoacido es bastante flexible para ser considerado que puede interactuar
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potencialmente con los receptores de células T y provocar la activacién del sistema
inmunitario. Un aminoacido i se considera flexible si presenta un resultado de
flexibilidad Zi por encima de 0,15 tal como se defini6 anteriormente: Zi= (Fi — Fm)/Fm.
Se identifican asf 45 aminoacidos como flexibles en el dominio variable del anticuerpo,
con exclusion de la regién que determina la complementariedad al antigeno (RDC) y
de su entorno inmediato. Se define el entorno inmediato de la RDC como todo
aminoécido cuyo carbono alfa se sittia a una distancia de 5 angstréms (A) o menos de
un carbono alfa de la RDC.

Los movimientos de los 60 aminodcidos mas flexibles del anticuerpo, durante
los 20 nanosegundos (10x2ns) de simulacion, se comparan a continuacién con los
movimientos de los aminodacidos correspondientes de 49 modelos por homologia de
secuencias germinales humanas de anticuerpo, para cada uno de los cuales las diez
simulaciones de dindmica molecular (10x2ns) se han realizado segtn el mismo modo
de operacion. Los 60 aminoacidos mas flexibles excluyen la regién que determina la
complementariedad al antigeno (RDC) y su entorno inmediato. Los 49 modelos
humanos de secuencias germinales del anticuerpo se han construido combinando
sistematicamente las 7 cadenas ligeras humanas mas frecuentes (vk1, vk2, vk3, vk4,
vlambda1, vlambda2, vlambda3) y las 7 cadenas pesadas humanas mas frecuentes
(vh1a, vhib, vh2, vh3, vh4, vh5, vh6) (Nucleic Acids Research, 2.005, Vol. 33,
Database issue D593-D597).

La similitud del anticuerpo que se tiene que humanizar con los 49 modelos de
secuencias humanas germinales se cuantifica preparando un muestreo de las
posiciones de algunos atomos de los 60 aminoacidos flexibles de un anticuerpo,
durante las diez dinamicas moleculares, mediante una misma representacion ctibica
tridimensional de resolucion 1A. Se habla de similitud cuadridimensional. La
representacion tridimensional utilizada conlleva 445.740 puntos y se inicia a partir de la
estructura tridimensional del anticuerpo humano que responde al cddigo PDB 8FAB.
La estructura 8FAB se utiliza asi para posicionar todas las conformaciones de un
anticuerpo que se tiene que preparar para muestreo en la representacion
tridimensional. Se superpone para esto hacer la conformacién medoide de la dinamica
molecular del anticuerpo en la estructura 8FAB. Esta superposicion consiste en la
alineacion de los momentos de inercia de dos conformaciones, seguido por la
optimizacion de las distancias escalares entre los atomos de carbono alfa de las dos
conformaciones. Todas las demas conformaciones de la dinamica molecular del

anticuerpo se superponen sobre la conformacién medoide segtn el mismo método. Se




10

16

20

25

30

5D

20

realizan dos tipos de muestreo dando como resultado dos similitudes (similitud
electrostatica y similitud lipdfila), para un par de anticuerpos que se tengan que
comparar, que se suman para obtener la similitud total. El primer muestreo,
electrostatico, considera todos los atomos de la cadena lateral del aminoacido. Se
calcula el valor en un punto x de la representacion aplicando a los atomos de la
cadena lateral del aminoacido una funcién gausiana tridimensional f(x) que se pondera
con la carga electrostatica del atomo tal como se describe en el campo de fuerza
Amber99 (Cieplak, J., et al.; J. Comp. Chem. 2.001, 22:1.048-1.057). La funci6n f(x) se
aplica segun los 3 ejes de coordenadas cartesianas y responde a la formula:

- — —a7)2
f (x)=(s«/27r) 3><exp(—(562~2—7'l)), con X Yy u respectivamente, coordenadas
§

cartesianas de un punto x de la representacion y un atomo del muestreo, s=r/1,6 (r =
radio de covalencia del atomo). El muestreo se repite para todas las conformaciones
del aminoécido y los resultados obtenidos son medias en todo punto x de la
representacion tridimensional. El segundo muestreo, lipéfilo, considera Ginicamente los
atomos lipéfilos de la cadena lateral del aminoacido. El valor en un punto x de la
representacion se calcula con ayuda de la misma funcion gausiana f(x) sin
ponderacién. L.os dos grupos de conformaciones de las dindmicas moleculares de dos
anticuerpos que se comparan se muestrean asi por la misma representacion
tridimensional. Se mide la similitud electrostética (sim-elec), entre 2 anticuerpos ay b,

445740 ,
q x! —x; l)

1 !

X!+ x; l -
con ayuda de la siguiente férmula: sim — elec = —=L . La similitud

445740 5
(lx,.“ +X; l)

i=l
liptfila se calcula con la misma férmula sobre los resultados dados del muestreo
lipofilo descrito anteriormente.

El modelo de secuencias germinales humanas vlambda2-vh2 muestra asi la
similitud cuadridimensional mas importante (similitud total = 58 %) de estos 60
aminoacidos flexibles con respecto a los aminoacidos flexibles del anticuerpo murino
40-12. El modelo de secuencia germinal humana vlambda2-vh2 ha sido utilizado pues
para humanizar el anticuerpo que se tenia que humanizar centrandose en los 45
aminoacidos flexibles. Para determinar las mutaciones que se tienen que realizar, la
estructura tridimensional del modelo del anticuerpo murino 40-12 se superpone a la del
modelo resultante de las secuencias germinales que muestran la similitud mas
considerable optimizando las posiciones de los carbonos alfa de los aminoacidos. Los
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aminoacidos identificados como flexibles mutan por los aminoacidos correspondientes
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en la secuencia del modelo que muestra la similitud mas considerable.

Los motivos de las secuencias no deseables considerados son los siguientes:
Aspartato-Prolina (unién peptidica labil en medio acido), Asparagina-X-Serina/Treonina
(sito de glicosilacion, X=todo aminoacido salvo |la Prolina), Aspartato-
Glicina/Serina/Treonina (formacién potencial de succinimida/iso-aspartato en las zonas
flexibles), Asparagina-Glicina/Histidina/Serina/Alanina/Cisteina (sitios expuestos de
desamidacion), Metionina (oxidacion en las zonas expuestas). Las secuencias
humanizadas asi obtenidas se comparan finalmente mediante el algoritmo BLAST de
comparacién de secuencia, con las secuencias de la base de IEDB dadas
(http://www.immuneepitope.org/ La base de datos inmune epitopo y analisis de los
recursos: de la vision a blueprint. PLoS Biol. 2005 Mar; 3 (3):e91) para asegurar que
las secuencias no contienen epitopos conocidos para ser reconocidos por las células
linfocitos B y T. 8i la secuencia contiene restos que presentan secuencias
indeseables, también se modifican entonces. Si la secuencia del compuesto contiene
un epftopo conocido catalogado en el IEDB, entonces se utiliza como modelo otra
estructura de referencia germinal que muestre una gran similitud.

De manera més ventajosa, el anticuerpo segin la invencién comprende las
secuencias que presentan al menos 80%, 90%, 95% o 99% de identidad utilizandose
la secuencia SEC ID N° 30 o la secuencia SEC ID N° 32, en combinacién con las
secuencias que presentan al menos al menos 80%, 90%, 95% 0 99% de identidad con
la secuencia SEC ID N° 34, la secuencia SEC ID N° 36 o la secuencia SEC ID N° 38.

En un modo de realizacion, el anticuerpo segun la invencion comprende las
cadenas variables ligeras de secuencia SEC ID N° 30 y las cadenas variables pesadas
de secuencia SEC ID N° 34.

En ofro modo de realizacién, el anticuerpo comprende cadenas variables
ligeras de secuencia SEC ID N° 32 y cadenas variables pesadas de secuencia SEC ID
N° 38.

En otro modo de realizacién, el anticuerpo comprende cadenas variables
ligeras de secuencia SEC ID N° 30 y cadenas variables pesadas de secuencia SEC ID
N° 36.

En ofro modo de realizacion, el anticuerpo comprende cadenas variables
ligeras de secuencia SEC ID N° 32 y cadenas variables pesadas de secuencia SEC ID
N° 34,

En otro modo de realizacién el anticuerpo comprende cadenas variables ligeras
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de secuencias SEC ID N° 32 y cadenas variables pesadas de secuencia SEC ID N°
36.
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En otro modo de realizacion el anticuerpo comprende cadenas variables ligeras
de secuencia SEC ID N° 30 y cadenas variables pesadas de secuencia SEC ID N° 38.

La presente invencién tiene igualmente por objeto anticuerpos humanos
antagonistas especificos del FGF-R4. Tales anticuerpos se pueden obtener por
visualizacion de fagos segin los métodos conocidos por el experto en la materia
(McCafferty J. et al, 1.990; Hoogenboom, HR et al, 2.005). Estan disponibles otras
tecnologfas para la preparacién de anticuerpos humanos tales como la tecnologia
XenoMouse descrita en la patente de EE.UU. 5.939.598.

En un modo de realizacion particular, el anticuerpo antagonista especifico del
receptor FGF-R4 es un anticuerpo humano cuyas partes variables de la cadena
pesada comprenden una secuencia que presenta al menos 80%, 90%, 95% o 99% de
identidad con la secuencia SEC ID N°: 76, 86, 96 6 106.

En otro modo de realizacion, el anticuerpo antagonista especifico del receptor
FGF-R4 es un anticuerpo humano cuyas partes variables de la cadena ligera
comprenden una secuencia que presenta al menos 80%, 90%, 95% o 99% de
identidad con la secuencia SEC ID N° 71, 81, 91 6 101.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo humano
antagonista especifico del receptor FGF-R4 que comprende una cadena pesada que
comprende una parte variable codificada por una secuencia nucleotidica que presenta
una identidad de al menos 80%, 90%, 95% 0 99% con la secuencia SEC ID N° 77, 87,
97 6 107.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo humano
antagonista especifico del receptor FGF-R4 que comprende una cadena ligera que
comprende una parte variable codificada por una secuencia nucleotidica que presenta
una identidad de al menos 80%, 90%, 95% o0 99% con la secuencia SEC ID N° 72, 82,
92 6 102.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo humano
antagonista especifico del receptor FGF-R4 que comprende las secuencias
codificadas por las secuencias nucleotidicas SEC ID N 71 y 76 o las secuencias
nucleotidicas SEC ID N°: 81 y 86 o las secuencias nucleotidicas SEC ID N°: 91 y96 o
las secuencias nucleotidicas SEC ID N% 101 y 1086.

La presente invencion tiene igualmente por objeto un anticuerpo humano
antagonista especifico del receptor FGF-R4 que comprende las secuencias
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polipeptidicas SEC ID N°: 72 y 77 o las secuencias polipeptidicas SEC ID N°: 82 y 87 o
las secuencias polipeptidicas SEC ID N°: 92 y 97 o las secuencias polipeptidicas SEC
ID N° 102y 107.

De manera particularmente preferida, un anticuerpo humano antagonista
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especifico del receptor FGF-R4 comprendiendo las secuencias polipeptidicas SEC ID
N°: 82y 87.

Las secuencias en aminoacidos asi modificadas se pueden modificar también
por modificaciones post-traduccionales durante la produccién en la célula de
mamifero. En particular, el empleo de lineas estables deficientes en la biosintesis de
fucosa puede permitir producir anticuerpos monoclonales de los cuales el N-glucano
del Fc (posicion N297) estd desprovisto parcial o totaimente de fucosa y permite
aumentar el efecto realizador ADCC ( Kanda et al., 2.006, Biotechnol. Bioeng. 94:680-
688 y Ripka et al.,1.986 Arch Biochem Bioph 249: 533-545).

En otro modo de realizacién de la invencion, el antagonista especifico de FGF-
R4 es un anticuerpo conjugado.

Los anticuerpos pueden estar conjugados con un agente citotoxico. La
terminologia «agente citotéxico» designa en la presente memoria una sustancia que
reduce o bloquea la funcién o el crecimiento de las células o causa la destruccién de
las células.

En un modo de realizacion, el anticuerpo o un fragmento de unién de éste
puede estar conjugado con un medicamento, tal como un maitansinoide, para formar
un «pro-medicamento» con una citotoxicidad para con las células que expresan el
antigeno.

El agente citotoxico de la presente invencion puede ser cualquier compuesto
que resulte de la muerte de una célula o induzca la muerte de una célula o disminuya
de diversas maneras la viabilidad de las células. Los agentes citotoxicos preferidos
incluyen, por ejemplo, los maitansinoides y analogos de maitansinoides, taxoides, CC-
1065 y andlogos de CC-1065, dolastatina y analogo de dolastatina, definidos
anteriormente. Estos agentes citotéxicos estan conjugados con anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos, equivalentes funcionales, anticuerpos mejorados y sus
analogos, como se describe en la presente solicitud.

Los anticuerpos conjugados se pueden preparar por métodos in vitro. Con el fin
de unir un medicamento o un pro-medicamento al anticuerpo se utiliza un grupo de
enlace. Los grupos de enlace apropiados son bien conocidos por el experto en la
materia e incluyen especialmente grupos disulfuro, grupos tioéter, grupos 4cido Iabiles,
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grupos fotolabiles, grupos peptidasa labiles y grupos estearasa labiles. Los grupos de
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enlace preferidos son los grupos disulfuro y los grupos tioéter. Por ejemplo, se puede
construir un conjugado utilizando una reaccion de intercambio de disulfuro o formando
un puente tioéter entre el anticuerpo y el medicamento o pro-medicamento.

Los compuestos tales como: metotraxetato, daunorubicina, vincristina,
vinblastina, melfalano, mitomicina C, clorambucilo, calichamicina, tubulisina y anélogos
de la tubulisina, duocarmicina y anélogos de duocarmicina, dolastatina y los analogos
de la dolastatina son igualmente apropiados para la preparaciéon de conjugados de la
presente invencion. Las moléculas pueden unirse también a las moléculas de
anticuerpo por una molécula intermedia tal como la sueroalbtimina. La doxorubicina y
los compuestos de doxorubicina, como se describe por ejemplo en la solicitud de
patente de EE.UU. 09/740991, también pueden ser agente citotxicos Utiles.

Los anticuerpos objeto de la presente invencion pueden estar asociados a una
molécula o un compuesto citotdxico. También pueden estar asociados a un compuesto
anti-angiogénico que sea eficaz en otras vias de la angiogénesis.

Por «células que expresan el FGF-R4», se entiende cualquier célula eucariota,
especialmente de mamiferos y en particular humana, que exprese un receptor FGF-R4
en su forma nativa, bajo una forma mutada. El FGF-R4 puede estar igualmente en su
forma entera o en una forma truncada que comprenda por ejemplo el dominio
extracelular de FGR-R4 y en particular los dominios D2-D3. El FGF-R4 puede estar
igualmente recombinado en una forma quimérica.

Los compuestos de la invencién se pueden formular en las composiciones
farmaceéuticas con vistas a una administracion por via tépica, oral, parenteral,
intranasal, intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraocular etc. Preferiblemente, las
composiciones farmacéuticas contienen vehiculos farmacéuticamente aceptables para
una formulacién inyectable. Se puede tratar en particular de disoluciones salinas
(fosfato monosédico, disédico, cloruro de sodio, potasio, calcio o magnesio, etc., 0
mezclas de dichas sales), estériles, isotonicas o de composiciones secas,
especialmente liofilizadas, que ademas segun el caso de agua esterilizada o de suero
fisiologico, permitan la constitucion de solutos inyectables.

Las patologias concernientes pueden ser todas las enfermedades unidas a la
angiogénesis, tumoral o no tumoral.

Las patologias concernientes pueden ser el cancer (con la utilizacion de la

invencion como inhibidor de la angiogénesis tumoral), especialmente cancer de
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higado, colon, mama o de pulmén, préstata, pancreas o de la piel o incluso patologias
para las que se describe una desregulacion de la angiogénesis como: la degeneracion
macular relacionada con la edad o DMLA, enfermedades inflamatorias como artritis
reumatoide, osteoartritis, colitis, Ulceras o cualquier enfermedad inflamatoria de los
intestinos, ateroesclerosis o incluso en el tratamiento de la obesidad

Los anticuerpos anti-FGF-R4 se pueden utilizar igualmente para tratar el
cancer, especialmente los hepatocarcinomas y otros tumores malignos hepéticos v el
cancer de pancreas como inhibidor que tiene una accién directamente sobre el
crecimiento tumoral.

La presente invencion se ilustra, sin estar limitada sin embargo, por los
ejemplos que siguen.

Descripcion de las figuras

Figuras 1A'y 1B: In vitro (Fig 1A) las células endoteliales humanas de tipo
HUVEC son capaces de formar una red de pseudotdbulos denominada angiogénesis.
Esta red esté estimulada por la adicién de 1 ng/ml de FGF2. Esta induccién se puede
obtener igualmente por la adicion de 10 ng/ml de FGF19, ligando especifico de FGF-
R4 aunque 10 ng/ml de FGF4 (ligando no activador de FGF-R4) no pueden estimular
la angiogénesis. De la misma manera, in vivo, (Fig 1B) en un modelo murino de
induccion de la angiogénesis al nivel de implante de esponja en el lomo del ratén, el
FGF2 es capaz de inducir el reclutamiento de neovasos funcionales hacia la esponja
que se caracteriza por un aumento del contenido de hemoglobina de estas esponjas
en comparacion con el control. El FGF19 es capaz igualmente de inducir esta
angiogénesis al nivel de la esponja.

Figura 2A : Representacion del plasmido pXL4614 que permite la expresién de
hFGFR4-Histag. (SEC ID N° 40)

Figura 2B: Representacion del plasmido pX1.4613 que permite la expresion de
hFGFR4-Streptag. (SEC ID N° 69).

Figura 3: Representacion del plasmido pXL4615 que permite la expresion de
hFGFR4(D2,D3)-Histag. (SEC ID N°42)

Figura 4: Representacion del plasmido pXL4621 que permite la expresion de
mFGFR4-Histag. (SEC ID N° 44)

Figura 5: Representacion del plasmido pXL4328 que permite la expresion de
hFGFR1-Fc (de secuencia SEC ID N° 46)

Figura 6: Representacion del plasmido pXL4327 que permite la expresion de
hFGFR2-Fc (de secuencia SEC ID N° 48)
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Figura 7: Las placas ELISA se recubren por los 4 receptores humanos de los
FGF. La capacidad de los anticuerpos anti-FGFR4 40-12 y 64-12 para reconocer estos
diferentes FGF-R se mide por andlisis ELISA. El clon 40-12 (histograma negro) es
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especifico de FGF-R4. El clon 64-12 (histograma gris) reconoce ademas el FGF-R3
muy débilmente.

Figuras 8A y 8B: El anticuerpo antagonista activo 40-12 y su control inactivo
64-12 no tienen efecto propio sobre la angiogénesis basal. Por el contrario, a la dosis
de 30 pg/ml (aproximadamente 200 nM), el anticuerpo monoclonal anti-FGFR4 40-12
puede inhibir la angiogénesis de células HUVEC inducida por el FGF2 aunque el
anticuerpo de control 64-12 no sea capaz (Fig 8A).

El FGF2 marcado con ayuda de un AlexaFluor®, 488 nm, es capaz de unirse al
FGF-R4 expresado por las células 300-19 (histograma blanco). Esta interaccién se
puede disociar por el FGF2 no marcado (histogramas negros) o por el anticuerpo anti-
FGFR4 40-12 (histogramas gris oscuro) aunque el anticuerpo de muestra 64-12 no es
capaz (histogramas gris claro) (Fig 8B).

Figura 8C y 8D: Efecto de los anticuerpos anti-FGFR4 resultantes de los
clones 8, 31, 33 y 36 a 10 pg/ml sobre la angiogénesis in vitro inducida por 3 ng/mi de
FGF-2. Los clones 8 (Fig 8C) y 31, 33 y 36 (Fig 8D) inhiben la angiogénesis de las
células HUVEC inducida por el FGF-2.

Figuras 9A y 9B: Las células de los hepatocarcinomas humanos Hep3b son
estimuladas por el FGF19 a 30 ng/ml. Esta estimulacion induce una sefializacién
celular especifica de FGF-R4 que conduce a la sintesis de las proteinas cFos y JunB y
a la fosforilacion de Erk1/2 observada por el método Western (Fig 9A). Cada banda se
cuantifica después. Esta cuantificacion se representa en forma de histograma (Fig 9B).
El anticuerpo 40-12 a 100 pg/ml inhibe totalmente la induccién de la sefializacion
celular especifica de FGF-R4 aunque el anticuerpo de control no tiene ningtin efecto.
En efecto, el anticuerpo 40-12 bloquea completamente Ia sintesis de JunB y de cFos
asi como la fosforilacion de Erk1/2 inducida por el FGF19 después de una simulacion
de 3 h.

Figura 9C: El efecto inhibidor del anticuerpo anti-FGFR4 40-12 sobre la
fosforilacion de Erk1/2 inducida en las células Hep3b por el FGF-19 (30 ng/ml) se
confirma con ayuda del ELISA anti-fosfoERk1/2. El anticuerpo 40-12 es capaz también
de inhibir la fosforilacion de Erk1/2 en las células Hep3b estimuladas por el FGF-2 (1
ng/ml) o por suero (SVF) al 10%.

Figura 9D: Porcentaje de inhibicion de la fosforilacién de Erk1/2 inducida por el
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FGF-19 (30 ng/ml) obtenido por ELISA en células Hep3b con ayuda de los anticuerpos
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resultantes de los clones 8, 31, 33 y 36.

Figuras 10A y 10B: La proliferacién de células Hep3b puede ser estimulada
por la adicion de suero (Fig 10A) o de FGF19 (Fig 10B). La induccion por el suero esta
parcialmente inhibida por el anticuerpo 40-12 a 100 pg/ml aunque no tenga efecto el
anticuerpo de control (Fig 10A). La proliferacién inducida por el FGF19 esta totalmente
bloqueada por 10 pg/ml de anticuerpo anti-FGFR4 40-12 aunque a esta misma dosis,
el anticuerpo de control no tiene capacidad (Fig 10B).

Figuras 11A a 11D: El anticuerpo anti-FGFR4 40-12 es capaz de reducir el
desarrollo de tumores pancredticos en un modelo murino RipTag inhibiendo Ia
angiogénesis tumoral: El modelo Rip1-Tag2 es un modelo murino en que los ratones
transgenicos expresan el antigeno T del SV40 en las células B de los islotes
pancreaticos que producen la insulina (Hanahan D. Nature, 1.985, 9-15:115-22.). Este
antigeno T se expresa durante el desarrollo embrionario del pancreas hasta 4 a 5
semanas de vida, sin efecto aparente. Una parte de los islotes pancreaticos que
expresan el antigeno T progresa entonces durante las 5 semanas siguientes hacia la
formacién de islotes angiogénicos asociados a una activacion de la vasculatura
después hacia el desarrollo de pequefios tumores de tipo adenoma. Algunas semanas
mas tarde se desarrollaron algunos adenomas para formar carcinomas invasivos
(Fig.11A).

Estos ratones Rip1-Tag2 son tratados por via subcutanea una vez por semana
entre las semanas 10 y 13 a la dosis de 25 mg/kg con ayuda del anticuerpo 40-12 o
del anticuerpo de control. Después de 13 semanas, se sacrifican los ratones. Se
determina el volumen tumoral asi como el nimero de tumores por pancreas y la
densidad vascular. El tratamiento por el anticuerpo anti-FGFR4 40-12 permite reducir
significativamente el volumen tumoral del 55% aunque el anticuerpo de muestra no
presente ningun efecto (Fig. 11B). El anticuerpo 40-12 permite igualmente reducir al
34% el nimero de tumores por pancreas en comparacién con la muestra (Fig. 11C).
Esta reduccion del volumen tumoral estd acompafiada por una reduccién de la
densidad vascular, sea al nivel del niumero de vasos pequefios, medios o grandes (Fig.
11D).

Figura 12: La capacidad de los anticuerpos 40-12 y 64-12 para reconocer el
dominio extracelular completo del FGF-R4 humano o murino asi como el dominio
extracelular del FGF-R4 amputado de su dominio D1, se mide por ELISA. El clon 40-
12 es capaz de unirse bien también con las 3 construcciones de FGF-R4 aunque el
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clon 64-12 reconoce menos bien la forma murina del FGF-R4.

Figura 13A a 13C: El efecto antagonista del anticuerpo anti-FGFR4 clon 40-12
en la unién FGF2/FGF-R4 se mide por experiencias de competicion de unién con el
FGF2 marcado con ayuda de un AlexaFluor®, 488 nm. El clon 40-12 es capaz de
bloquear la unién del FGF2 humano (Fig. 13A) , murino (Fig. 13B) y de rata (Fig. 13C)
en las células 300-19 murinas transfectadas con ayuda del ADNc que codifica las
formas humanas, murinas o de rata del receptor FGF-R4, y ésto, con la misma eficacia
(3.500, 4.110 y 3.940 ng/ml 0 23, 27 y 26 nM para los complejos humanos, murinos o
de rata, respectivamente).

Figura 14A : Representacién del plasmido pXL4794 que permite la expresion
de hFGFR4_D1: Fc

Figura 14B : Secuencia de amino4cidos de la proteina hFGFR4_D1 : Fc
segregada en la linea HEK293 fransfectada con el plasmido pXL4794

Figura 15A : Representacion del plasmido pXL4796 que permite la expresion
de hFGFR4_D2: Fc

Figura 15B : Secuencia de aminoécidos de la proteina hFGFR4_D2 : Fc
segregada en la linea HEK293 transfectada con el plasmido pXL4796

Figura 16A : Representacion del plasmido pXL4799 que permite la expresion
de hFGFR4_D3 : Fec.

Figura 16B : Secuencia de aminoacidos de la proteina hFGFR4_D3 : Fc
segregada en la linea HEK293 transfectada con el plasmido pXL4799

EJEMPLOS:

Ejemplo 1: Puesta en evidencia del papel de FGF-R4 en el control de la
angiogénesis

Para demostrar el papel de FGF-R4 en el control de la angiogénesis, se han
realizado experiencias de angiogénesis in vitro con células endoteliales humanas de
tipo HUVEC estimuladas con diversos FGF. El FGF2, ligando activador de la mayor
parte de los receptores de los FGF. El FGF19, ligando activador especifico de FGF-R4
y el FGF4 ligando no activador de FGF-R4.

Para hacerlo, se han preparado geles que se distribuyen en cada pozo del
chamberslide (Cellware Biocoat, colageno, tipo |, hojas de cultivo de 8-pozos: Becton
dickinson 354630), 160 pl de matrigel diluido a 1/6 (Matrigel de factor de crecimiento
reducido: Becton dickinson 356230) en colageno (colageno de cola de rata, tipo | :
Becton dickinson 354236). Se mantienen los geles durante 1 hora, a 37°C, para
permitir su polimerizacion. A continuacién, se sembraron células endoteliales venosas
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humanas (HUVEC ref : C-12200 — Promocell) a 15.10° células/pozo, en 400 pl de
medio EBM (Clonetics C3121) + FBS al 2 %+ hEGF 10 ug/ml. Este protocolo se puede
adaptar a placas de 96 pozos: 60 ul por pozo de placas de 96 pozos (colageno/

29

cellware Biocoat, Becton Dickinson 354407). La matriz se prepara mezclando 1/3 de
matrigel, 1 mg/ml final de colageno, NaOH (0,026x el volumen de colageno en pl), PBS
1x, el volumen se ajusté a continuacién con agua. Las células endoteliales se
estimularon con 1 ng/ml de FGF2 (R&D, 133-FB-025) 0 10 ng/ml de FGF4 (R&D, 235-
F4-025) o de FGF19 (R&D, 969-FG-025) durante 24 h, a 37°C, en presencia de 5% de
CO,. Después de 24 horas, se midi6 la longitud de la red de microtibulos formados
con ayuda de un sistema de analisis de imagenes asistido por ordenador (Imagenia
Biocom, Courtaboeuf, Francia) y se determind la longitud total de los pseudottbulos en
cada pozo. La media de la longitud total del depésito del microcapilar se calculd en um
para cada condicion correspondiente a la media sobre 6 replicados.

La estimulacion por el FGF2 o el FGF19 permitio la induccion de la formacion
de nuevos tdbulos aunque el FGF4 no tuviera efecto (Fig. 1A). Estos resultados
demuestran que la activacion especifica de FGF-R4 permite inducir la formacién de
neo-vasos y concluir pues que FGF-R4 controla la angiogénesis in vitro.

La correlacion in vivo con las dadas in vitro se ha obtenido con ayuda del
modelo de induccion de la angiogénesis in vivo en implantes de celulosa en el raton.
Este modelo es una adaptacion del modelo descrito por Andrade et al. (Microvascular
Research, 1.997, 54, 253-61).

l.os animales, ratones blancos BALB/c J consanguineos, se anestesian con
una mezcla de Xilazina (Rompun®, 10 mg/kg)/ Ketamina (Imalgéne 1.000, 100 mg/kg)
por via intraperitoneal. Se afeita el lomo del animal y se desinfecta con Hexomedine®.
Se crea una bolsa de aire subcutanea en el lomo del ratén por inyeccion de 5 ml de
aire estéril. Se realiza una incision de aproximadamente 2 ¢m, en lo alto del lomo del
animal para introducir un implante de celulosa estéril (disco de 1 cm de diametro,
espesor de 2 mm, Cellspon® ref 0501) impregnado con 50 pl de disolucién estéril que
contiene la proteina o el producto que se tiene que ensayar. Después se sutura la
incision y se limpia con Hexomedine®. Los dias siguientes a la colocacién del
implante, los ratones recibieron en el implante la proteina o el producto por una
inyeccion a través de la piel (50 lfimplante/dia) bajo anestesia gaseosa (Isoflurano al
5 % (Aerrane®, Baxter).

Siete dias después de la colocacioén de la esponja, se sacrifican los ratones
mediante una dosis letal de Pentobarbital sédico (CEVA salud animal), administrada
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por via intraperitoneal. Se recorta la piel a continuacién, aproximadamente 1 cm
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alrededor de la esponja evitando la cicatriz para sacar la piel y la esponja. Se recorta
la esponja a continuacién en varios trozos y se pone en un tubo Ribolyser® que
contiene 1 ml de tampén de lisis (Deteccién de Muerte Celular ELISA, Roche). Se
agitan los tubos 4 veces consecutivas, durante 20 s, fuerza 4, en un molino celular
(FastPrep® FP 120). Se centrifugan los tubos a continuacién 10 min a 2.000 g a 20°C
y se congelan los sobrenadantes a -20°C, esperando la dosificacién de Hemoglobina.

El dia de la dosificacion, se centrifugan los tubos de nuevo después de
descongelacion y se mide la concentracion de hemoglobina con el reactivo de Drabkin
(Sigma, volumen a volumen) por lectura en un espectrofotémetro, a 405 nm, contra
una gama de patrones de hemoglobina bovina (Sigma). La concentracién de
hemoglobina en cada muestra se expresa en mg/ml después de la regresion
polinomial realizada a partir de la gama. Los resultados se expresan en valor medio
(xsem) para cada grupo. Las diferencias entre los grupos se ensayan con una ANOVA
seguido por un ensayo de Dunnett sobre la raiz cuadrada de los valores.

En este modelo, el FGF19 a 50 ng por sitio y 5 re-inyecciones es capaz de
inducir - significativamente la colonizacion de la esponja por vasos maduros
nuevamente formados con la misma eficacia que el FGF2 a 5 ng por sitio. La
presencia de vasos sanguineos funcionales en la esponja se pone en evidencia por la
presencia de hemoglobina (Fig. 1B). Estos resultados demuestran que la activacién
especfifica de FGF-R4 permite el reclutamiento de vasos sanguineos funcionales, que
indica que FGF-R4 controla igualmente la angiogénesis in vivo.

Ejemplo 2 : Descripcion de las proteinas FGFR utilizadas como
inmundégeno y antigeno.

Los receptores de los factores de crecimiento FGFR y en particular los
dominios extracelulares de FGF-R1, FGF-R2, FGF-R3, FGF-R4 se fusionan a un tag
(Histag) o al dominio Fc de inmunoglobulina.

El ADNc que codifica el dominio extracelular de FGF-R4 humano, corresponde
a la proteina descrita en SwissProt FGF-R4_HUMAN, posicién 1-365, con la mutacion
L136P. Se ha clonado en el vector de expresién eucariota pXL4614 representado en la
figura 2 para expresar una proteina que contenga un Histag en posicién C-terminal en
el dominio extracelular.

Las proteinas denominadas hFGFR4-Histag, de secuencia SEC ID N° 40 se
han producido por transfeccién transitoria en la linea HEK293 EBNA (Invitrogen) con
ayuda del plasmido pXL4614 y los plasmidos accesorios pXL4544 y pXL4551 que
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permiten la expresion de dos enzimas de glucosilacion de los N-glucanos, es decir, la
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a-2,3-sialiltransferasa y la B-1,4-galactosiltransferasa como se ha descrito en la
solicitud de patente internacional WO 2008/065543.

La proteina hFGFR4-Histag expresada en el sobrenadante de cultivo de células
HEK293 EBNA se ha purificado por cromatografia sobre columna de sepharosa Ni-
quelante (Amersham Biosciences; ref. 17-0575-01) y elucién en tampén de imidazol,
después formulada en tampén PBS (Invitrogen; ref. 14190-094). El analisis de la
composicién en monosacéridos y la cuantificacion de acidos sidlicos de los N-glucanos
como se describe por Saddic et al. 2.002. (Methods Mol. Biol. 194:23-36 y Anumula et
al.1.998. Glycobiology 8:685-694) han permitido demostrar que la proteina era sialilada
muy ampliamente (91%). Como consecuencia, la proteina tenia todas las
caracteristicas para tener las suficientes propiedades farmacocinéticas.

De manera comparable, la proteina hFGFR4-Streptag (SEC ID N° 69) se ha
purificado por cromatografia sobre columna Strep-Tactin Superflow (IBA,; ref. 2-1206) y
elucion en tampon de destiobiotina, después formulada en tamp6n PBS.

La proteina hFGFR4(D2,D3)-Histag corresponde a la secuencia SEC 1D N° 42.
Se ha clonado el ADNc en el plasmido de expresion eucariota pXL4615 representado
en la figura 3 y se ha producido y se ha purificado la proteina en condiciones
comparables a las de la protelna hFGFR4-Histag.

El ADNc que codifica la proteina mFGFR4-Histag (SEC ID N° 43) se ha
clonado en el plasmido de expresién eucariota pXL4621 representado en la figura 4 y
se ha producido y se ha purificado la proteina en condiciones comparables a las de Ia
proteina hFGFR4-Histag.

La proteina hFGFR1-Fc, (SEC ID N° 46) contiene el dominio extracelular de
FGF-R1 lllc humano fusionado en C-terminal al dominio Fc del IgG1 humano. El ADNc
se ha clonado en el plasmido de expresién eucariota pXL4728 representado en la
figura 5 y se ha producido la proteina en condiciones comparables a las de la proteina
hFGFR4-Histag, después purificada por cromatografia sobre columna de afinidad de
Sepharosa proteina G (Amersham Biosciences) y elucién en tampén 100 mM de
glicina/HCI, pH 2,7, después formulada en tampén PBS.

La proteina hFGFR2-Fc, de secuencia SEC ID N° 48, contiene el dominio
extracelular de FGF-R2 lllc humano, fusionado en C-terminal al dominio Fc del IgG1
humano. Se ha clonado el ADNc en el plasmido de expresion eucariota pXL4327
representada en la figura 6 y se ha producido la proteina, después se ha purificado, en
condiciones comparables a las de la proteina hFGFR1-Fc.
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La proteina hFGFR3-Fc es una proteina que fusiona el dominio extracelular de
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FGF-R3 lllc humano al dominio Fc del IgG1 humano, se ha obtenido de R&D System
(ref: 760-FR).

La proteina hFGFR4-Fc es una proteina que fusiona el dominio extracelular de
FGF-R4 humano al dominio Fc del IgG1 humano, se ha obtenido de R&D Systems
(ref: 685-FR).

Se han fusionado diferentes sub-dominios de la parte extracelular de la
proteina hFGFR4 al dominio Fc del IgG1 humano. El sub-dominio D1 esta contenido
en la construccion SABVA4794 (SEC ID N° 112 y Fig 14A y 14B). El sub-dominio D2
esta contenido en la construccion SABVA4796 (SEC ID N° 114 t Fig 15A y 15B). El
sub-dominio D3 esta contenido en la construccion SABVA4799 (SEC ID N° 116 y Fig
16A y 16B). Estos tres sub-dominios se extienden respectivamente de las posiciones 1
a 179 para SABVA4794, 1 a 32 mas 145 a 242 para el SABVA4796 y 1 a 32 mas 228
a 360 para el SABVA4799 (posiciones descritas en SwissProt FGF-R4_HUMAN).
Estas proteinas se han producido a partir de los plasmidos pXL4794 (secuencia
codificadora SEC ID N° 111), pXL4796 (secuencia codificadora SEC ID N° 113) y
pXL4799 (secuencia codificadora SEC ID N° 115) en condiciones comparables a las
de la proteina FGFR1-Fc .

Ejemplo 3 : Generacion y cribado de anticuerpos monoclonales anti-FGF-
R4

A — Anticuerpo obtenido por inmunizacion

Los anticuerpos monoclonales se han obtenido por inmunizacion con el
inmunégeno hFGFR4-Histag en cinco ratones BALB/cJ (Charles River), de 6 a 8
semanas de edad, inmunizados cada uno con un total de 24 ug de hFGFR4-Histag por
el metodo RIMMS descrito por Kilpatrick et al. (1.997. Hybridoma 16: 381389) v el
protocolo de fusion descrito en ClonaCell™- Estuche de Clonacion de Hibridomas HY
(StemCell Technologies; ref 03800).

Dos dias después de la (ltima inyeccion, se sacrificaron los ratones y se
fusionaron los nodulos linfaticos con las células de mieloma P3X63-AG8.653 (ATCC,
CRL-1580) en una relacion 5:1 en presencia de Polietilenglicol (ClonaCellTM-HY ref,
03806). Se repartic asépticamente la suspensién celular en cajas de Petri incubadas a
37°C, en presencia de CO,al 5 %. Se aislaron las colonias aparecidas después de 12
dias de incubacion y se pusieron en cultivo en medio E (ClonaCellTM-HY: ref. 03805)
en cajas de 96 pozos.

El cribado primario de anticuerpos monoclonales obtenidos por inmunizacién
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con hFGFR4-Histag se realizé por anélisis ELISA utilizando como antigeno de captura
hFGFR4 —Streptag. Se fij6 el antigeno de captura en cajas Immulon-4 unido a enzima
(VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). Se afiadieron después los sobrenadantes de
cultivo de hibridomas, después detectados gracias al anticuerpo de conejo anti-raton
IgG conjugado con peroxidasa (Sigma; ref. A9044-dilucion al 1:50.000). El revelado se
realizo con el substrato TMB-H202 (Interchim; ref UP664780) y las mediciones con la
lectora de placas a 450 nm. Entre los 444 hibridomas ensayados, 129 fueron positivos
por analisis ELISA con el antigeno hFGFR4-Streptag cuyos 120 hibridomas fueron
también positivos con la proteina dimera hFGFR4-Fc.

Se realizé un cribado secundario para seleccionar unicamente los anticuerpos
especificos al FGF-R4 por andlisis ELISA, utilizando como antigeno de captura la
proteina hFGFR4-Streptag, después con las proteinas hFGFR1-Fc, hFGFR2-Fc y
hFGFR3-Fc descritas en el ejemplo 2. Se fij6 el antigeno de captura en cajas Immulon-
4 unido a enzima (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). Se afiadieron después los
sobrenadantes de cultivo de hibridomas, después se detectaron gracias al anticuerpo
de conejo anti-raton 1gG conjugado con peroxidasa (Sigma; ref. A9044-dilucion al
1:50.000). El revelado se realiz6 con el substrato TMB-H202 (Interchim; ref
UP664780) y las mediciones con la lectora de placas a 450 nm.

Entre los 129 hibridomas ensayados, positivos, por andlisis ELISA con el
antigeno, 84 hibridomas fueron positivos con hFGFR4-Streptag y no tuvieron afinidad
ni por hFGFR1-Fc, ni por hFGFR2-F¢ ni por hFGFR3-Fc. En funcion de su crecimiento
y de su morfologia, se conservaron 39 hibridomas. Se determiné su isotipo con ayuda
del estuche SEROTEC (ref. MMT1); 95 % fueron de lgG1.

Se realizé un cribado terciario sobre un ensayo de proliferacion de células
modificadas Baf/3, inducido por FGF2 para caracterizar la inhibicion por los
anticuerpos anti-FGFR4.

Se clonaron los hibridomas murinos que expresaban los anticuerpos anti-
FGFR4 antagonistas por dilucion limite. A partir de las células de hibridomas
cultivadas en fase exponencial, se determiné la secuencia codificadora (ADNc)
después de extraccion del ARNm con ayuda del estuche Oligotex (Qiagen; ref 72022);
obtencion y amplificacion del ADNc por el método RACE-RT con el estuche Gene
Racer, la transcriptasa inversa SuperScript Ill (Invitrogen; ref L1500) y los cebadores
(cebadores en inglés) descritos en la tabla 3 a continuacién; la amplificacién de
fragmentos de ADNc con ayuda de la polimerasa Phusion (Finnzymes; ref. F-5308),
los cebadores (cebadores) y las condiciones de temperatura descritas en la tabla 2. Se
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(parte variable de la cadena pesada HC) o VL (parte variable de la cadena ligera LC),
en el vector pGEM-T Easy de Promega; ref A137A), se secuenciaron los insertos de
los plasmidos obtenidos, de manera que se analizara la secuencia codificadora de
cada dominio variable en el sentido 5-3' y 3-5 en al menos 6 plasmidos
correspondiendo a los anticuerpos anti-FGFR4 40-12 y anti-FGFR4 64-12. Se
realizaron los andlisis de secuencia, contigs y alineaciones con ayuda del programa
disponible sobre Vector NTI (Invitrogen).

Se conservaron los plasmidos que contenian las secuencias consensuadas
que codificaban las partes variables de los anticuerpos anti-FGFR4. El plasmido
pXL4691 contiene la secuencia que codifica la VH de secuencia SEC ID N° 5 del
anticuerpo anti-FGFR4 40-12 y el plasmido pXL4693 contiene la secuencia que
codifica la VH de secuencia SEC ID N° 19 del anticuerpo anti-FGFR4 64-12 como se
presenta en la tabla 3 a continuacioén. |

El plasmido pXL4690 contiene la secuencia nucleotidica SEC ID N° 7 que
codifica la VL de secuencia SEC ID N° 8 del anticuerpo anti-FGFR4 40-12 y el
plasmido pX1.4692 contiene la secuencia nucleotidica SEC ID N° 21 que codifica la VL
de secuencia SEC ID N° 22 del anticuerpo anti-FGFR4 64-12, como se presenta en la
tabla 3 a continuacion.
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Tabla 3 - Condiciones de operacion y andlisis de reacciones de la transcriptasa inversa
y PCR- Identificacion de los plasmidos pXL4690 a pXL4693.

Anti-FGFR4 40-12 64-12
Temperatura de la
Reaccion TR 55°C 55°C
Cebadores SEC ID N° 64 (HC) SEC ID N° 64 (HC)

SEC ID N° 65 (LC)

SEC ID N° 66 y SEC ID N° 67
LC)

Cebador 5-GeneRacer
(SEC ID N° 63)

5-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3'

Cebador 3'- interno a
la articulacion murina
(SEC ID N° 64)

5-TATGCAAGGCTTACAACCACA-3

Cebador 3'- interno al

5-CTCATTCCTGTT

Ck murino (SEC ID N° | GAAGCTCTT GAC-3'

65)

Cebadores 3'- internos 5'- ACACTCAGCACGGG

a CA murino ACAAACTCTTCTC-3
(SECIDN°66y 5- ACACTCTGCAGGAG
SEC ID N° 67) ACAGACTCTTTTC-3’

PCR de HC:

Temperatura 55°C 55°C

Cebadores SEC ID N° 63 - SEC ID N° 64 SEC ID N°63 -~ SEC ID N° 64

Secuencia de
productos PCR
clonados (VH)

9 clones tienen la misma
secuencia VH y una secuencia
CH1 idéntica a la del mCH1-

6 clones tienen la misma
secuencia VH y una secuencia
CH1 idéntica a la del mCH1

Plasmido que contiene
VH

pXL4691

pXL4693

PCRdelLC:
Temperatura
Cebadores

55°C
SEC ID N° 63 - SEC ID N° 65

55°C
SECIDN°63~SECIDN°66y
67

Secuencia de los
productos PCR
clonados (VL)

11 clones tienen la misma
secuencia VL y una secuencia
Ck idéntica a mCk

6 clones tienen la misma
secuencia VL y una secuencia
CA idéntica amCA

Plasmido que contiene
VL

pXL4690

pXL4692
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Las secuencias de aminoacidos de las partes variables ligeras y pesadas,
respectivamente, de los anticuerpos anti-FGFR4 64-12 y anti-FGFR4 40-12 son
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diferentes. Los nimeros de las secuencias utilizadas, obtenidas y deducidas, se
indican en la tabla 7.

Los anticuerpos 40-12 y 64-12 se han producido en frascos T500. El
sobrenadante de cultivo se recogio después de 7 dias. Los anticuerpos anti-FGFR4 se
purificaron por afinidad sobre proteina G, después se dializd contra PBS, se filtré
estéril y se conservé a 4°C.

Los anticuerpos antagonistas purificados tienen un Kp de 6,5 x 10° M (anti-
FGFR4 40-12) y 5,75 10® M (anti-FGFR4 64-12).

B — Anticuerpo seleccionado con ayuda del método de visualizacion de fagos
El cribado primario de anticuerpos monoclonales obtenidos por visualizacion de

fagos con hFGFR4-Histag se realizé por analisis ELISA utilizando como antigeno de
captura hFGFR4 -Histag. Se fij6 el antigeno de captura en cajas Immulon-2 unido a
enzima (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). Se afiadieron a continuacion los
sobrenadantes de cultivo de E. coli infectadas por los fagos, después se detectaron
gracias al anticuerpo de ratén antiM13 conjugado con la peroxidasa (GE Healthcare ;
ref. 27-9421-01, dilucién al 1:5.000). El revelado se realiz6 con el substrato TMB-H202
(Interchim; ref UP664780) y las mediciones de densidad 6ptica (D.O.) se efectuaron a
450 nm.

Se realizé un cribado secundario para seleccionar Gnicamente los anticuerpos
especificos al FGF-R4 por andlisis ELISA utilizando como antigeno de captura la
proteina hFGFR4-Histag, después con las proteinas hFGFR1-Fc, hFGFR2-Fc y
hFGFR3-Fc descritas en el ejemplo 2. Se fijé el antigeno de captura en cajas Immulon-
2 unido a enzima (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). Se afiadieron a continuacién
los sobrenadantes de cultivo de E. coli infectadas por los fagos, después se detectaron
gracias al anticuerpo de ratén antiM13 conjugado con peroxidasa (GE Healthcare : ref.
27-9421-01, dilucién al 1:5.000). El revelado se realizé con el substrato TMB-H202
(Interchim; ref UP664780) y las mediciones de densidad ptica (D.O.) se efectuaron a
450 nm.

Se secuenciaron los clones especificos al FGF-R4 seleccionados y se
reclonaron en un vector de expresion para transfeccién transitoria de células HEK293.

Para ello, en una primera etapa, las regiones codificadoras del Fab, es decir la
cadena ligera del anticuerpo, un sitio de unién de ribosoma bacteriano y la regién
variable de la cadena pesada del anticuerpo, se extraen del fagémido por restriccion y
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se insertan en un plasmido de expresion de IgG para células de mamiferos, més abajo
de una secuencia sefial de anticuerpo eucariota y mas arriba de la regién constante de
una cadena pesada de IgG1 humano. En una segunda etapa, la region que contiene el
sitio de unién del ribosoma bacteriano y el péptido sefial bacteriana de la cadena
pesada se cambia contra una secuencia IRES y una secuencia sefial eucariota. Los
IgG se expresan por transfeccion transitoria de células HEK293. Este proceso se
describe con detalle en T. Jostock et al. , Journal of Immunological Methods 289
(2.004) 65-80

Un ejemplo de secuencia de region constante de IgG1 humano que se puede
utilizar en la presente invencion es la secuencia SEC ID N° 117.

Se realizé6 un cribado terciario en un ensayo de proliferacién de células
modificadas Baf/3, inducido por FGF2 y descrito en el ejemplo 4 para caracterizar la
inhibicién por los anticuerpos anti-FGFR4 utilizando los sobrenadantes de cultivos de
células HEK293 transfectadas transitoriamente por los vectores de expresion de los
anticuerpos. Este cribado ha permitido identificar los anticuerpos de los clones 8, 31,
33 y 36. Las secuencias correspondientes se describen en la tabla 7.

Ejemplo 4 : Establecimiento de la linea clonal murina BaF/3 FGF-R4-hMpl
y protocolo de proliferacion celular

Se clond la parte extracelular y transmembrana del FGF-R4 en fusion
traduccional con el dominio intracelular del hMpl en un vector pEF6/V5-His A mutado
para obtener la presencia en &' del tag HA delante del receptor quimerico FGF-R4-
hMpl.

Construccion del pEF6A mutado

Se mejoro el vector pEF6/V5-His A (Invitrogen, referencia V961-20) para
integrar el MCS (Sitios multi Clonacion, por sus siglas en inglés) asociado al tag HA
situado bajo el péptido sefial de IgGk del pVisualizacion (Invitrogen, referencia V660-
20). Para hacerlo, se amplific6 el MCS asociado al tag HA y a su péptido sefial por
PCR entre los cebadores sentido de secuencia SEC ID N° 51 e inversa de secuencia
SEC ID N° 52 permitiendo insertar los sitios de restriccion Kpnl en 5' y Xbal en 3'. Se
digiri6 el fragmento PCR por las enzimas Kpnl y Xbal, después se clond en el vector
PEF6/V5-His A abierto por las mismas enzimas. Por Gltimo, el primer sitio BamH| del
MCS se reemplazé por el sitio BsrGl digiriéndose el vector nuevamente formado por
las enzimas Kpnl y Spel e insertandose entre estos sitios los cebadores de las
secuencias SEC ID N°% 53 y SEC ID N° 54 hibridadas entre si y conteniendo el sitio
enzimatico BsrGl. El vector obtenido se denominé: pEF6mut-HA.
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Construccion del vector pEF6mut-HA-FGF-R4-hMpl
El dominio intracelular del Mpl se amplificé en un vector pEF6/V5-His TOPO

(Invitrogen, referencia K9610-20) entre los cebadores sentido de secuencia SEC ID N°:
55 permitiendo la insercion del sitio de digestion Sacl e inversa de secuencia SEC ID
N°: 56 denominada cominmente revBGH. Se digirieron después los fragmentos PCR
generados, por las enzimas Sacl y Notl.

El dominio extracelular y transmembrana del FGF-R4 se amplificé con ayuda
del par de cebadores (sentido: secuencia SEC ID N° 57 ; inverso: secuencia SEC ID
N° 58). Estos cebadores permiten la insercion de sitios enzimaticos BamHI en 5' y
Sacl en 3'. Se digiri6 entonces el fragmento PCR obtenido por las enzimas BamH| y
Sacl.

Se clonaron entonces las amplificaciones de ADN que codificaban el hMpl y el
FGF-R4, simultaneamente, en el vector pEF6mut-HA abierto BamHI — Notl. La
construccion que se deduce se denomind «pEF6mut-HA FGF-R4allic-hMpl2». Se
mejord después esta construccion por mutagénesis dirigida para cambiar el dominio
transmembrana del FGF-R4 (secuencia proteica SEC ID N°% 59) para la secuencia
SEC ID N° 60. Para hacerlo, se utilizé el estuche "QuickChange® estuche de
mutagénesis sitio-dirigida" (Clontech, referencia 200518) con los cebadores sentido de
secuencia SEC ID N° 61 e inverso de secuencia SEC ID N° 62. La nueva
construccién quimérica obtenida se denominé pEF6mut-HA FGF-R4alllcmut-hMpl2.

Creaci6n de una linea estable para transfeccién de la linea murina BaF/3 con la

construccion FGF- R4allicmut-hMpl2:

Se introdujo la construccién «pEF6mut-HA FGF-R4alllcmut-hMpl2» de manera
estable por electroporacion en el genoma de células murinas BaF/3. Se selecciono la
linea obtenida en presencia de FGF2, 20 ng/ml (R&D, referencia 234-FSE-025) y
heparina, 100 ng/ml (Sigma, referencia H3149). La linea transfectada y seleccionada
es entonces de tipo clonal.

Protocolo de proliferacién celular con la linea celular BaF/3 FGFR4-hMpl :

Se cultivaron y se mantuvieron las células BaF/3 FGFR4-hMpl en un medio
RPMI 1640 (Invitrogen; ref. 32404-014) completo (SVF al 10 % (Hyclone; ref.
SH30070.03), Glutamina 2 mM, Aminoacido No Esencial MEM 1x (Gibco, ref 11140-
035), Piruvato de Sodio MEM 1x (Gibco, ref 11360-039)), enriquecido en FGF2 20
ng/ml (R&D System, ref 234-FSE) y heparina 3 ng/ml (Sigma, ref H3149)..La vispera,
se sembraron las células a 0,4 10° células/ml en medio RPMI 1640 completo
enriquecido en FGF2, 20 ng/ml y en heparina a 3 ng/ml. Al dia siguiente, se




10

15

20

25

30

\ 3

dispensaron 50 pl de suspension celular BaF/3 FGFR4-hMpl en medio RPMI 1640
completo enriguecido en FGF2 a 20 ng/ml y en heparina a 3 ng/ml a 0,2 10° células/ml
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en placa de 96 pozos (Porvair, ref 214006) seguido por 50 ul de sobrenadante de
hibridoma que contenia el anticuerpo que se tenia que ensayar. A continuacién se
pusieron las placas a 37°C, CO, al 5 %, durante 24 a 30 h. Para la lectura de la
proliferacion celular, se cuantificé la cantidad de ATP por adicién de 100 pl de Cell
Titer Glo Luminesent Cell Viability Assay (Promega, ref G7571) y se leyé la
luminiscencia con ayuda de un lumindmetro.

Se retuvieron los clones que presentaron en este ensayo una sefial del 50%
mas débil que la del medio RPMI 1640 completo conteniendo los aditivos FGF2, 20
ng/ml y heparina, 3 ng/ml.

Cuando se incubaron los anticuerpos anti-FGFR4, especificos de FGF-R4, con
las células Baf/3-FGFR4-hMpl y con los siguientes aditivos FGF2, 20 ng/ml y heparina,
3 ng/ml, se observd un efecto antagonista sobre la proliferacién celular. Entre los 39
hibridomas ensayados, 14 pueden inhibir la proliferacién celular, inducida por el FGF,
de las células Baf/3-FGFR4-hMpl en presencia de FGF2.

Se demostré por ELISA (Fig 12) que los anticuerpos anti-FGFR4 antagonistas
40-12 y 64-12 eran afines a las proteinas murinas mFGFR4 y humanas hFGFR4 (D2,
D3).

Por dltimo se realizé un (Gltimo cribado, por Resonancia de Plasmén de
Superficie (BlAcore 2000) para determinar las constantes de afinidad de los
anticuerpos anti-FGFR4. Se analizé la interaccion entre la proteina FGF-R4 y el
anticuerpo anti-FGFR4 presente en el sobrenadante de cultivo del hibridoma, después
de haber fijado el anticuerpo anti-FGFR4 a un anticuerpo anti-Fc fijado él mismo sobre
el chip CM. Las mediciones de cinéticas se realizaron segtin el protocolo de Canziani
et al 2.004. Anal. Biochem. 325: 301-307.

Se seleccionaron dos anticuerpos entre éstos con constantes de afinidad de
10® a 10®° M y velocidades de disociacion de 10 a 10® s™'. Las caracteristicas de
estos anticuerpos se describen en la tabla 1 a continuacion.

El método de referencia utilizado para la determinacion de Kp es la Resonancia
de Plasmon de Superficie (BlAcore).
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Tabla 1A:Constantes de afinidad y de asociacion/disociacion de los anticuerpos anti-
FGFR4 antagonistas purificados 40-12 y 64-12
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Anti-FGFR4 Kon (M™.5) Kot (™) Kp (M)

40-12 1,94E+05 1,26E-03 6,50E-09

64-12 1,05E+04 6,02E-04 5,75E-08

5
Tabla 1B:Parametros cinéticos de union de los anticuerpos anti-FGFR4 8, 31, 33 y 36
medidos por Resonancia de Plasmén de Superficie (BlAcore 3000) :
sobre h-FGFR4-Histag sobre h-FGFR4-Histag
Kon (M's) |Koff (s*) |KD (M) |Kon(M's™) |Koff (s") [KD (M)
Clon8 |[8,93E+05 |[2,92E-04 |3,27E-10 |1,20E+06 1,36E-04 |1,15E-10
Clon 31 |6,48E+05 |9,80E-04 |1,52E-09 |9,14E+05 |1,80E-03 |1,97E-09
Clon 33 |(8,05E+05 |6,17E-04 |7,71E-10 |1,01E+06 |7,04E-04 |6,92E-10
Clon 36 |2,44E+05 |6,31E-04 |2,62E-09 |3,30E+05 |7,52E-04 |2,28E-09
10 Ejemplo 5 : Especificidad de los anticuerpos anti-FGFR4

A- Especificidad de los anticuerpos anti-FGFR4 40-12 por el FGF-R4

La especificidad de cada anticuerpo se establece por ELISA seg(n el protocolo
descrito en el ejemplo 4. De esta manera se observa la capacidad de cada anticuerpo
para unirse a cada FGF-R. Esta experiencia demuestra claramente que el anticuerpo

15 40-12 no reconoce mas que FGF-R4 y es pues especifico de FGF-R4. El anticuerpo
64-12 es capaz de unirse principalmente a FGF-R4 pero igualmente débilmente a
FGF-R3 (Fig.7).

B - Especificidad de los anticuerpos anti-FGFR4 8, 31, 33 v 36 para el FGF-R4

La especificidad de cada anticuerpo se establece por ELISA segtin el protocolo

20  siguiente: las suspensiones de fagos que presentan en su superficie los anticuerpos
del formato Fab se generan por infeccién de bacterias E. coli. Los antigenos de
captura se han fijado en cajas Immulon-2 unidos a enzima (VWR Scientific Inc.
Swedesboro, NJ). A continuacién se afiadieron las suspensiones de fagos, se
detectaron después gracias al anticuerpo de ratén anti-fago M13 conjugado con
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peroxidasa (GE Healthcare, ref. 27-9421-01, dilucion al 1:5.000). El revelado se realiz6
con el substrato TMB-H202 (Interchim; ref UP664780) y las mediciones de densidad
6ptica (D.0.) se efectuaron a 450 nm. La tabla 2 resume los resultados obtenidos:

De esta manera se observa la capacidad de cada anticuerpo para unirse a
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cada FGF-R. Esta experiencia demuestra claramente que los anticuerpos 8, 31, 33, 36
no reconocen mas que FGF-R4 y son pues especificos de FGF-R4.

Tabla 2: Especificidad de los anticuerpos anti-FGF-R4 resultantes de los clones 8, 31,
33 y 36 establecida por ELISA (Sefial = D.O., 450 nm)

h-FGFR4(D2,D3)-
h-FGFR1-F¢ | h-FGFR2-Fc | h-FGFR3-Fc
histag
Clon 8 2,55 0,05 0,00 0,00
Clon 31 2,52 0,00 0,00 0,01
Clon 33 2,73 0,00 0,00 -0,01
Clon 36 1,87 -0,01 -0,01 -0,02

Ejemplo 6: Efecto antagonista del anticuerpo 40-12 y de los anticuerpos
resultantes de los clones 8, 31, 33, 36 en la angiogeénesis (in vitro)

Para determinar la actividad biolégica del anticuerpo monoclonal 40-12 anti-
FGFR4 durante la angiogénesis de células endoteliales humanas, las experiencias de
angiogénesis in vitro se realizaron con ayuda de células HUVEC estimuladas por el
FGF2 en presencia del anticuerpo 40-12 o del anticuerpo muestra en dosis crecientes
de 1 a 30 pg/ml. (Fig BAy 8B)

En este ambito, el anticuerpo monoclonal anti-FGFR4 antagonista activo 40-12
es capaz de inhibir la angiogénesis de células HUVEC, inducida por el FGF2 y ésto a
la dosis de 30 pg/ml 0 200 nM, aunque el anticuerpo muestra 64-12 no tiene ningun
efecto. Ademas, el anticuerpo 40-12 no tiene ningln efecto propio sobre la
angiogénesis basal.

Estos resultados indican que un anticuerpo antagonista especifico de FGF-R4
es capaz de inhibir la angiogénesis.

Como para el anticuerpo 40-12, se evaluaron los anticuerpos anti-FGFR4 de
los clones 8, 31, 33 y 36 resultantes de la visualizacion de fagos, en cuanto a su
capacidad para inhibir la angiogénesis de células endoteliales humanas de tipo
HUVEC, inducida por el FGF-2. Estos 4 anticuerpos bloquean la estimulacién de la
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angiogénesis in vitro obtenida con el FGF-2 y ésto a la dosis de 10 pg/ml (Fig. 8C y
8D).
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Ejemplo 7 : Efecto antagonista del anticuerpo 40-12 y de los anticuerpos
resultantes de los clones 8, 31, 33, 36 sobre las células de hepatocarcinomas
humanos (in vitro)

Para determinar el efecto anti-tumoral del anticuerpo monoclonal anti-FGFR4
antagonista 40-12, se realizaron experiencias sobre células de hepatocarcinoma
humano Hep3b en las que la proliferacién y las vias de sefializacién y conduccion
dependen del par ligando-receptor: FGF19/FGF-R4.

En primer lugar, se propuso el estudio de las vias de sefalizacion dependientes
de FGF-R4 y que conducen a la proliferacion de células Hep3b por el método Western.
Esta sefalizacion celular pasa por la neo-sintesis de las proteinas cFos y JunB, asi
como por la fosforilacion de Erk1/2 (Lin et al., J Biol Chem., 2.007, 14:27277-84.). Para
hacer ésto, se sembraron 5.10° células en una caja de 35 mm de diametro, en 2 ml de
medio completo (DMEM, SVF al 10%, glutamina 2 mM ). 24 h después , se pusieron
en carencia las células, 24 h, en 1,8 ml de medio desprovisto de suero. A continuacién
se estimularon las células durante 3 h por 200 pl de FGF19 concentrado 10 veces en
ausencia o en presencia de anticuerpo anti-FGFR4 de control 0 40-12. A continuacion
se retird el medio, se lavaron las células una vez con PBS frio y se lisaron en una caja
durante 30 min, a 4°C, por 75 ul de tampon RIPA enriquecido en inhibidor de proteasa.
Se centrifugo el extracto proteico total a continuacion, 10 min, a 4°C, a 1.361 rad/s
(13.000 rpm) y se analizé el sobrenadante por la técnica de ensayo de Western. A
continuacién se incubaron las membranas, 2 h, a temperatura ambiente, en TBS,
tween al 0,05%, 5% de leche, después se afiadio el anticuerpo primario anti-cFos (Cell
Signaling Technology, ref 2250), anti-JunB (Cell Signaling Technology, ref 3746) y anti-
fosfoErk1/2 (Cell Signaling Technology, ref 4377), al 1/1.000° y se incubaron una
noche a 4°C con agitacion lenta. Se enjuagé tres veces la membrana con TBS, tween
al 0,05% y se incubd el anticuerpo secundario unido a HRP, 4 h, a 4°C, diluido al
1/2.000° en TBS, tween al 0,05%, 5% de leche. Se cuantificaron después los
resultados del ensayo de Western con ayuda de un Chemigenius (Syngene). Se
ponderd la intensidad de las bandas obtenidas con los diferentes anticuerpos por la
intensidad de las bandas obtenidas con el anticuerpo anti-actina directamente unido
con la HRP y utilizado al 1/3.000° (Santa Cruz Biotechnology, ref Sc-8432-HRP).

El FGF19 a 30 ng/ml induce la sintesis de las proteinas JunB y cFos, asi como
la fosforilacion de Erk1/2 en las células Hep3b. Esta neo-sintesis de proteina y la
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fosforilacion de Erk se inhiben completamente por el anticuerpo anti-FGFR4 40-12 a
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100 pg/ml, aunque el anticuerpo de control no tiene ningin efecto inhibidor. Se
cuantificaron estos efectos observados en las membranas de ensayo de Western (Fig.
9A) y se representaron las intensidades de las bandas de cada membrana en forma de
grafica (Fig. 9B).

En segundo lugar, se han llevado a cabo experiencias de proliferacion celular
propiamente dichas. Se sembraron 5.000 células en placas de 96 pozos, en 100 ul de
medio DMEM, SVF al 10%, glutamina 2 mM. 24 h después, se sometieron las células
a carencia en un medio de cultivo sin suero, durante 24 h. A continuacion se
estimularon las células Hep3b, 72 h, por 100 pl de medio sin suero enriquecido por 10
ng/ml de FGF19 (produccién interna a Sanofi-Aventis R&D) o por 10% de suero en
ausencia o en presencia de anticuerpo muestra o de anticuerpo monoclonal anti-
FGFR4 antagonista 40-12. Después de 3 dias, se cuantificé la proliferacion celular con
ayuda del estuche CellTiter Glo (Promega, Francia).

De estas experiencias, se desprende que el suero asi como el FGF19 son
capaces de estimular la proliferacién de Hep3b. El anticuerpo anti-FGFR4 antagonista
40-12 inhibe parcialmente a 100 pg/ml esta proliferacién inducida al suero aunque el
anticuerpo de muestra no presente actividad inhibidora (Fig. 10A). Ademas, el
anticuerpo 40-12 a 10 pyg/mi bloquea completamente la proliferacion inducida por el
FGF19 (Fig. 10B). El anticuerpo de muestra no tiene efecto.

Esto demuestra que se puede utilizar el anti-FGFR4 antagonista objeto de la
invencién, como agente terapéutico anti-tumoral en el ambito de tumores dependientes
del FGF19 o del FGF-R4 y que este anticuerpo sera particularmente eficaz en el
tratamiento de hepatocarcinomas.

Para simplificar el estudio del efecto de los anticuerpos anti-FGFR4 sobre las
células Hep3b, se puso a punto un ensayo ELISA para la deteccion de la fosforilacion
de Erk1/2 seguido por la estimulacion de estas células por el FGF-19 (en correlacion
con las experiencias descritas en el ejemplo 8), del FGF-2 o de suero fetal bovino.

Para hacer ésto, se sembraron 50.000 células Hep3b en placas de 96 pozos,
negras, de fondo transparente (COSTAR, ref 3603) en 100 ul de medio DMEM, SVF al
10%, glutamina 2 mM. Después de 24 h, se sometieron las células a carencia durante
24 h en medio DMEM, glutamina 2 mM sin SVF. Se aspir6 el medio a continuacion y
se reemplazo por 100 ul de medio de carencia pre-equilibrado a 37°C, conteniendo el
FGF o el SVF, asi como los anticuerpos evaluados a las diferentes dosis. Las células
se incubaron 3 h a 37°C, CO, al 5%. Se aspird entonces el medio de estimulacion, se
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enjuagaron los pozos con PBS a 4°C y se fijaron las células por adicion de 200 ul de
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PFA (paraformaldehido) al 4% en PBS, durante 15 min, a temperatura ambiente. Se
retird el PFA y se lavaron las células tres veces con 200 pl de PBS. El marcado por los
anticuerpos para la deteccion de fosfo-Erk1/2, directamente, sobre las células Hep3b
comienza con la saturacidén de los sitios no especificos con 100 pl de tampén de
saturacién (21,25 ml de PBS, 1,25 ml de suero no inmune de cabra al 10% (Zymed, ref
50-062Z), 75 pl de tritdn X 100), durante 2 h. Se reemplazé el tampon de saturacion
por 50 ul de anticuerpo primario anti-fosfo Erk1/2 (Cell Signaling Technology, ref 4377)
diluido al 1/100° en tampo6n de PBS, BSA al 1%, triton X 100 al 0,3%. Se incub¢ el
anticuerpo primario con las células, una noche, a 4°C. Se enjuagé a continuacion por 3
lavados de 200 ul de PBS y se reveld con ayuda de un anticuerpo secundario anti-
conejo unido a AlexaFluor 488 (Molecular Probes, ref A11008) diluido al 1/5.000° en
tampon de PBS, BSA al 1%, tritdn X 100 al 0,3%, durante 4 h. A continuacién se
enjuagoé el anticuerpo secundario con 3 lavados de 200 ul de PBS y se afiadieron
después 100 ul de PBS a cada pozo. Se ley6 la fluorescencia por encima con ayuda
de una lectora de placas de tipo EnVision 2103 Multilabel Reader (Perkin Elmer)
utilizando el filtro FITC.

Esta técnica permite confirmar que el FGF-19 a 30 ng/ml induce la fosforilacion
de Erk1/2 en las células Hep3b y que el 40-12 es capaz de bloquear esta estimulacion
desde la dosis de 3 pg/ml (Fig. 9C). El FGF-2 asi como el suero son igualmente
capaces de inducir el sistema. En estos 2 Gltimos, el anticuerpo 40-12 inhibe el efecto
del FGF-2 y del suero a dosis mas elevadas (30-100 yg/ml; Fig. 9C).

La deteccion de fosfo-Erk1/2 por ELISA permitio también demostrar que los
anticuerpos anti-FGFR4 activos en el modelo de la angiogénesis in vifro son
igualmente capaces de bloquear entre 70 y 95% de la fosforilacion de Erk1/2 inducida
por el FGF-19 con la dosis de 3 pg/ml (Fig. 9D).

De manera ventajosa, los anticuerpos de la presente invencién tienen un efecto
antagonista a la vez sobre la angiogénesis patoldgica asociada al desarrollo del tumor
y sobre el crecimiento tumoral hepatico propiamente dicho, en particular en un modelo
de hepatocarcinoma.

Ejemplo 8 : Efecto antagonista del anticuerpo 40-12 en el modelo murino
de cancer pancreatico

Para este modelo farmacologico, se utilizaron ratones hembra Rip1-Tag2
(Charles River Laboratory, Francia) de fondo genético C57BI/6J. Los animales tuvieron
a partir de la semana 9 después del nacimiento, agua de bebida enriquecida con 5%
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de sacarosa. Los ratones se trataron de la semana 10 a la semana 12,5 en un
protocolo de tratamiento en intervencién, una vez por semana, por una inyecciéon por
via sub-cutanea de los anticuerpos anti-FGFR4 40-12 o de control con la dosis de 25
mg/kg (Fig. 14A). Este protocolo fue aprobado por el «Comité de experimentacion
Animal (Comité del Cuidado y Uso de los Animales)» de Sanofi-Aventis Recherche.
Nuestras instalaciones zootécnicas, la atencion prestada a los animales asi como los
protocolos de tratamiento estdn de acuerdo con los principios impuestos por el
convenio europeo sobre la proteccion de los animales Vertebrados y sometidos a
eutanasia después del periodo de tratamiento o cuando la carga tumoral y/o los
efectos secundarios obligaran su retirada del estudio.

Para la medicién de la carga tumoral, se someten los animales a eutanasia al
final de la experiencia y los tumores se microdisecaron a partir del pancreas recién
extirpado. Se midi6 el volumen tumoral en mm® con ayuda de un pie de rey, aplicando
la férmula [volumen = 0,52 x (anchura)® x (longitud)] para aproximarnos al volumen de
un esferoide. La carga tumoral para el ratén se calculd por la acumulacion del volumen
de los tumores de cada ratén.

Para el andlisis histoquimico de la densidad vascular, se anestesiaron los
animales, se recogieron los pancreas, se fijaron una noche en accustain® (Sigma),
después se fij6 en parafina. Se prepararon cortes de 5 um de espesor para cada
muestra. Se detectaron las células endoteliales por incubaciéon de los cortes con
tripsina (Zymed, ref 00-3003), a 37°C, durante 10 min, después con un anticuerpo anti-
CD31 de ratén hecho en rata y diluido al 1/50° (BD Pharmingen). Para revelar las
regiones marcadas por el anticuerpo, se incubaron los cortes con un anticuerpo anti-
rata unido a biotina durante 30 min, después con estreptavidina unida a HRP durante
igualmente 30 min (estuche ABC Vectastain®, Vector) y por tltimo con DAB durante 5
min (Vector, ref SK4100). Se marcaron después los cortes con hematoxilina diluida al
1/10° (Dako, S-3309). Se realizaron las tomas de vista con la ayuda de una camara
montada en un microscopio (Nikon, E-800) a un aumento total de 200 veces. Se
analizaron las imagenes por un programa (Visiolab, Biocom). Se contaron los vasos
sanguineos en el tumor y se clasificaron en funcién de su superficie: los vasos
pequefios entre 5 y 20 um?, los medios entre 21 y 100 pm? y los grandes a partir de
101 pm? Se analizaron dos portaobjetos por pancreas para determinar la densidad
vascular que correspondia al nimero total de elementos marcados por campo.

En este modelo, el tratamiento subcutdneo con la ayuda del anticuerpo anti-
FGFR4 40-12 a 25 mg/kg, una vez por semana, entre la décima y la duodécima
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semana, permite reducir la carga tumoral de 55% y de manera significativa (Fig 11B) y
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la tendencia a reducir 34% el ntimero de tumores por pancreas (Fig. 11C), aunque el
tratamiento de control no tiene ningln efecto. Esta inhibicién del desarrollo tumoral
gracias al anticuerpo anti-FGFR4 40-12 va acompafiada de una reduccion significativa
de 31% de la densidad vascular total (Fig. 11D) correspondiendo a una reduccion
observada del nimero de vasos sanguineos en el conjunto de grupos de tamario de
vasos marcados con ayuda de un anticuerpo anti-CD31 (Fig. 11D).

Estos resultados in vivo demuestran claramente que un anticuerpo anti-FGFR4
antagonista es capaz de inhibir el reclutamiento y la formacién de vasos sanguineos
en el tumor. Esta inhibicién de la vascularizacion tumoral va acompafiada de una
reduccion del nimero de tumores por pancreas y del volumen tumoral total.

De manera ventajosa, los anticuerpos de la presente invencion tienen un efecto
antagonista a la vez sobre la angiogénesis patolégica y sobre el crecimiento tumoral
hepatico (en un modelo de hepatocarcinoma) y pancreatico.

Ejemplo 9 : Reactividad cruzada del anticuerpo con los FGF-R4 humano,
murino y de rata.

En un primer momento, se realizaron experiencias de competicion de union.
Para hacer ésto, se marcé el FGF2 al nivel de 2 cisteinas libres con la ayuda de un
AlexaFluor®, 488 nm, C-5 maleimida (Molecular Probes, A10254) segln las
recomendaciones del proveedor. Este FGF2-AF488 a 10 ng/ml, es capaz de unirse a
los FGF-R4 humanos expresados en la superficie de las células 300-19 transfectadas
(Fig. 8). Esta unién es especifica puesto que la adicion en exceso de FGF2 no
marcado permite desplazar la interaccion FGF2/FGF-R4 (Fig. 8A). Se realizé la misma
experiencia volviendo a afiadir dosis crecientes del anticuerpo 40-12 o del anticuerpo
de muestra 64-12. Sdlo el anticuerpo antagonista 40-12 es apto para desplazar la
union FGF2-AF488/FGF-R4 y ésto, con un IC5 de 3.500 ng/ml o sea 23 nM, que
demuestra que el efecto antagonista de este anticuerpo sera debido a su capacidad
para desplazar la unién FGF/FGF-R4.

En un segundo momento y con el fin de determinar la aptitud del clon 40-12
para bloguear la union FGF/FGF-R4 en otras especies distintas del ser humano, se
realizé una experiencia de disociacién utilizando las parejas FGF2/FGF-R4 de ratén,
de rata y humano en la referencia. Para hacer ésto, se marc6 FGF2 murino (R&D, ref
3139-FB-025) o de rata (R&D, ref 3339-FB-025) de la misma manera que el FGF2
humano por un AlexaFluor 488. Se realizaron experiencias de disociacion utilizando
las lineas 300-19 transfectadas con los receptores FGF-R4 de ratén o de rata. Los




10

18

20

25

>

resultados demuestran que el anticuerpo anti-FGFR4 antagonista 40-12 es capaz de
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disociar la union FGF2/FGF-R4 en un sistema raton o rata con la misma eficacia que
en el sistema humano. En efecto, los ICsy son de 3.500, 4.110 y 3.940 ng/ml o sea 23,
27 y 26 nM, para los complejos FGF2/FGF-R4 humano, murino o de rata,
respectivamente (Fig. 13A, 13B y 13C, respectivamente). Esta capacidad para unirse
al FGF-R4 de roedores se verifico por ELISA. El anticuerpo 40-12 se une bien también
al FGF-R4 humano y murino (Fig.12).

Estos resultados indican que el anticuerpo anti-FGFR4 40-12 se podra utilizar
en modelos farmacoldgicos en roedores (al menos ratdn y rata) y que los resultados
obtenidos deberan ser predictivos de la eficacia en el ser humano.

Igualmente, los estudios dirigidos sobre el anticuerpo resultante de los clones
8, 31, 33 y 36 demuestran que estos anticuerpos reconocen a la vez el FGF-R4
humano y el FGF-R4 murino (Tabla 4 a continuacion)

Tabla 4: Parametros cinéticos de unién de los anticuerpos anti-FGFR4 8, 31, 33 y 36
medidos por Resonancia de Plasmon de Superficie (BlAcore 3000) :

sobre h-FGFR4-Histag .
sobre m-FGFR4-Histag
Kon (M's™) |Koff (s') |KD(M) |Kon(M's") [Koff(s") |KD (M)
Clon8 |8,93E+05 |2,92E-04 |3,27E-10 |1,20E+06 1,36E-04 |(1,15E-10
Clon 31 |G,48E+05 |9,80E-04 {1,52E-09 |9,14E+05 1,80E-03 [1,97E-09
Clon 33 |8,05E+05 |6,17E-04 |7,71E-10 |1,01E+06 7,04E-04 |6,92E-10
Clon 36 |2,44E+05 |6,31E-04 |2,62E-09 |3,30E+05 7,52E-04 |2,28E-09

Ejemplo 10 : Determinacion del epitopo reconocido por los anticuerpos
anti-FGF-R4

A- Determinacion del epitopo reconocido por el anticuerpo anti-FGFR4 40-12

Se realizd un cribado para determinar el dominio especifico del FGFR4

reconocido por el anticuerpo 40-12 por analisis ELISA. Gracias a la utilizacién de una
forma negativa del dominio D1 de FGF-R4 en ELISA, se establecié que el anticuerpo
40-12 interactué al nivel de los dominios D2-D3 de FGF-R4 (Fig. 12).

Se realizé un segundo cribado por analisis ELISA, utilizando como antigeno de
captura las construcciones que contienen o el dominio D1 (SABVA4794) o el dominio
D2 (SABVA4796) o el dominio D3 (SABVA4799) de proteina hFGFR4, como se
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describe en el ejemplo 2. Se fij6 el antigeno de captura en cajas Immulon-4 unido a
enzima (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). A continuacién se afadié el hibridoma
40-12, se detectd gracias al anticuerpo de conejo anti-raton |gG conjugado con
peroxidasa (Sigma; ref. A9044-dilucién al 1:50.000). El revelado se realizd6 con el
substrato TMB-H202 (Interchim; ref UP664780) y se realizaron las mediciones de
densidad dptica (D. 0.), a 450 nm. La tabla 5 resume los resultados obtenidos:
Tabla 5: Medicién de la unién del anticuerpo 40-12 a los diferentes subdominios de
FGF-R4

48

D1 D2 D3 D1-D3
Dominio estudiado
SABVA4794 | SABVA4796 | SABVA4799 | FGFR4 -Fc
Sefal (D.O., 450 nm) 0,185 3,000 0,105 3,000

El anticuerpo anti-FGFR4 reconocié pues el dominio D2 de la parte extracelular
de la proteina FGFR4.

Por otra parte, la proteina FGFR4-Fc desnaturalizada con SDS no fue
reconocida por el anticuerpo 40-12 en el analisis por el Método Western, lo que indica
que el epitopo determinado por el 40-12 sobre el dominio D2 de FGFR4 es de tipo
conformacional.

B- Determinacidn del epitopo_reconocido por los anticuerpos anti-FGFR4 8, 31,
33, 36.

Se realizé6 un cribado para determinar el dominio especifico del FGFR4

reconocido por los anticuerpos 8, 31, 33, 36 por analisis ELISA, utilizando como
antigeno de captura las construcciones que contienen o los dominios D2 y D3 (SEC ID
No 42) o la proteina hFGFR4-Histag (SABVA4614, SEC ID N° 40). Se fijo el antigeno
de captura en cajas Immulon-4 unido a enzima (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ).
Se afadieron a continuacién los sobrenadantes de los cultivos de HEK293
transfectados transitoriamente por plasmidos que permiten la secrecién de los
anticuerpos 8, 31, 33, 36, después se detectaron gracias al anticuerpo de conejo anti-
humano IgG conjugado con peroxidasa (DakoCytomation, ref. P0214-dilucién al
1:5.000). El revelado se realizé con el substrato TMB-H202 (Interchim; ref UP664780)
y las mediciones de densidad optica (D.O.) se efectuaron a 450 nm. La tabla 6 a
continuacién resume los resultados obtenidos:
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entero o al subdominio D2-D3 (sefial DO a 450 nm)

(~

Tabla 6: Union de los anticuerpos resultantes de los clones 8, 31, 33 y 36 al FGF-R4

hFGFR4-Histag hFGFR4(D2,D3)-Histag
Clon 8 3,898 3,860
Clon 31 3,859 3,741
Clon 33 3,752 3,621
Clon 36 3,751 3,616

Los anticuerpos 8, 31, 33 y 36 reconocen pues el dominio D2-D3 de la parte

extracelular de la proteina FGFR4.

Tabla 7: secuencias utilizadas, obtenidas y deducidas

Secuencias Secuencias proteicas
nucleotidicas
Anticuerpo 40-12
VH + CH SECIDN°1 SECIDN°2
VL+CL SECIDN°3 SECIDN°4
VH SECIDN°5 SECIDN°6
VL SECIDN°7 SECIDN°8
CDRVH SECIDN°9;10; 11
CDR VL SECIDN°12;13;14
Anticuerpo 64-12
VH + CH SECIDN°15 SECIDN°16
VL +CL SECIDN°17 SECIDN° 18
VH SECIDN°19 SECIDN°20
VL SEC ID N° 21 SEC ID N° 22
CDRVH SECIDN°23; 24; 25
CDR VL SECIDN°26; 27; 28
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Secuencias humanizadas

Cadena ligera 1 SECIDN° 29 SECIDN°30
Cadena ligera 2 SEC ID N° 31 SEC ID N° 32
Cadena pesada 1 SECID N° 33 SECIDN° 34
Cadena pesada 2 SECIDN° 35 SEC ID N° 36
Cadena pesada 3 SEC ID N° 37 SECID N° 38
Construcciones
hFGFR4-Histag SEC ID N°39 SECIDN°40
hFGFR4-Streptag SEC ID N° 68 SEC ID N° 69
hFGFR4(D2D3)-Histag | SEC ID N° 41 SEC ID N° 42
mFGFR4-Histag SEC ID N° 43 SEC ID N° 44
hFGFR1-Fc SECIDN°45 SEC ID N° 46
hFGFR2-Fc SEC ID N° 47 SEC IDN°48
rFGFR4 SEC IDN°49 SEC ID N° 50

Secuencias de cebadores
para el establecimiento de
la linea clonal (ejemplo 4)

SECIDN®51;52;53;
54 ;55;56; 58
SECIDN°61; 62

Dominio  transmembrana

FGFR4

SEC IDN°59; 60

Oligonucleotidos
cebadores tabla 1

SECIDN°63;64;65;
66 ; 67

Epitopo en dominio D2

SEC IDN°70
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Anticuerpo clon 8
Cadena ligera entera SECIDN°71 SECIDN°72
Cadena ligera CDR SECIDN°73;74;75
Cadena pesada entera SECIDN°76 SEC ID N° 77
Cadena pesada CDR SECIDN°78;79; 80

Anticuerpo del clon 31

Cadena ligera entera SEC ID N° 81 SEC ID N° 82
Cadena ligera CDR SECIDN°83;84;85
Cadena pesada entera SEC ID N° 86 SEC ID N° 87

Cadena pesada CDR

SECID N°88;89;90

Anticuerpo del clon 33

Cadena ligera entera SEC ID N° 91 SEC ID N°92

Cadena ligera CDR SECIDN°93;94;95
Cadena pesada entera SEC ID N° 96 SEC ID N° 97

Cadena pesada CDR SECIDN°98;99; 100

Anticuerpo del clon 36

Cadena ligera entera SEC ID N° 101 SEC ID N° 102

Cadena ligera CDR SEC ID N° 103; 104 ;
105

Cadena pesada entera SEC ID N° 106 SEC ID N° 107

Cadena pesada CDR

SEC ID N° 108; 109 ;
110

Sub-dominios de la parte extracelular de hFGFR4 fusionados al dominio Fc

del IgG1
fGFGR4_D1::Fc SEC ID N° 111 SECID N° 112
fGFGR4_D2::Fc SEC ID N° 113 SEC ID N° 114
fGFGR4_D3::Fc SECIDN° 115 SECID N° 116
Secuencia de region SEC ID N° 117
constante de lgG1

humano
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REIVINDICACIONES

1. Antagonista del receptor FGF-R4, caracterizado por que es un

anticuerpo que se une de manera especifica a FGF-R4

2, Antagonista segun la reivindicacién 1, caracterizado por que se une al
dominio D2-D3 del receptor FGF-R4.

3. Anticuerpo segln una de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por
que se une al dominio D2 del receptor FGF-R4.

4, Antagonista segin una de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado por que tiene un Kp con respecto al receptor FGF-R4 determinado por la
técnica Resonancia de Plasmén de Superficie (Biacore) inferior a 10E-8 M.

5. Antagonista segin una de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado por que es activo a la vez contra FGF-R4 humano y FGF-R4 murino.

6. Antagonista segin una de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado por que es un anticuerpo y comprende al menos una CDR que presenta
una secuencia idéntica a una de las secuencias SEC ID N°% 9, 10, 11, 12, 13, 14, 73,
74, 75, 78, 79, 80, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 93, 94, 95, 98, 99, 100, 103, 104, 105, 108,
109 6 110.

7. Antagonista segin una de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado por que es un anticuerpo y comprende las CDR de secuencia SEC ID
N° 9, 10,11, 12,13y 14 6 73, 74, 75, 78, 79 y 80 6 83, 84, 85, 88, 89 y 90 6 93, 94,
95, 98, 99 y 100 6 103, 104, 105, 108, 109 y 110 o una de las CDR puede diferir en
uno a dos aminoacidos con respecto a al menos una de las secuencias citadas
anteriormente, siempre que el anticuerpo mantenga su especificidad de union.

8. Antagonista segin una de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado por que es un anticuerpo cuya parte variable de su cadena pesada
comprende una secuencia nucleotidica que presenta al menos el 80% de identidad
con la secuencia SEC ID N°: 5, 76, 86, 96 6 106.
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9. Antagonista segin wuna de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado por que es un anticuerpo cuya parte variable de su cadena ligera
comprende una secuencia nucleotidica que presenta al menos el 80% de identidad
con la secuencia SEC ID N*: 7, 71, 81, 91 6 101.

10. Antagonista segun una de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado por que es un anticuerpo y por que su secuencia comprende las
secuencias polipeptidicas SEC IDN%: 2y466y80672y77u82y87 692y 97 6 102
y 107.

11.  Antagonista segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado por que induce una inhibicion de las vias de sefalizacion celular
controladas por FGF-R4..

12.  Antagonista segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,

caracterizado por que induce una inhibicién de la angiogénesis.

13.  Antagonista seglin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado por que induce una inhibicién de la proliferacion celular tumoral.

14.  Antagonista segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado por que su afinidad por FGF-R4 es 10 veces superior a su afinidad por
los otros receptores de FGF.

15.  Antagonista segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
caracterizado por que es un anticuerpo humanizado.

16.  Antagonista segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
caracterizado por que es un anticuerpo humano.

17.  Antagonista segin la reivindicacion 15, caracterizado por que
comprende una cadena variable ligera que presenta al menos el 80% de identidad con
una de las secuencias polipeptidicas SEC ID N° 30 6 32.
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18.  Antagonista segin la reivindicacion 15, caracterizado por que
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comprende una cadena variable pesada que presenta al menos el 80% de identidad
con una secuencia SEC ID N° 34, 36 6 38.

19.  Antagonista seglin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado por que es un anticuerpo y por que estd conjugado a un agente
citotdxico.

20. Utilizacion de un antagonista segin una cualquiera de Ilas
reivindicaciones precedentes en el tratamiento de enfermedades asociadas a una
angiogénesis patoldgica.

21. Utilizacion de un antagonista segin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en el tratamiento de hepatocarcinomas o de cualquier
otro tipo de cancer hepatico.

22. Utilizacion de un antagonista segin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en el tratamiento del cancer de péncreas.

23.  Composicion farmacéutica que comprende un antagonista segln una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 y excipientes.

24. Método de tratamiento de una enfermedad unida a una angiogénesis
patologica caracterizada por que comprende la administracion al paciente de un
anticuerpo segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19.

25.  Meétodo de tratamiento de un cancer caracterizado por que comprende
la administracién al paciente de un anticuerpo segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 19.

26. Linea celular que produce los anticuerpos segtn la reivindicacion 1 a
19.

27.  Procedimiento de produccion de un anticuerpo segdn una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 19, caracterizado por que comprende poner en cultivo una
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linea celular segun la reivindicacion 26.

28. Medicamento que comprende un antagonista segln una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 19.

29. Polinucledtido que codifica un polipéptido que presenta al menos el 80%
de identidad con una de las secuencias SEC ID N*: 2, 4, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 30,
32, 34, 36, 38,72, 73, 74, 75, 77, 78, 79, 80, 82, 83, 84, 85, 87, 88, 89, 90, 92, 93, 94,
95, 97, 98, 99, 100, 103, 104, 105, 107, 108, 109 6 110.

30. Polinucledtido caracterizado por que presenta una secuencia que
presenta al menos el 80% de identidad con una de las secuencias SEC ID N*: 1, 3, 5,

7,29, 31, 33,356 37, 71, 76, 81, 86, 91, 96, 101 6 106.

31.  Vector recombinante que comprende un &cido nucleico segin una
cualquiera de las reivindicaciones 29 y 30.

32. Célula anfitriona que comprende un vector segun la reivindicacion 31.
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Resumen:

La presente invencion tiene por objeto moléculas antagonistas especificas del receptor

FGF-R4 que permiten inhibir la actividad de este receptor. Estos antagonistas son en
5 particular anticuerpos dirigidos de manera especifica contra el receptor FGF-R4, que

permiten inhibir la actividad de este receptor. La presente invencion tiene igualmente

por objeto la utilizacién terapéutica de estos anticuerpos, en particular en el dominio de

la angiogénesis y en el tratamiento de ciertos tipos de cancer.
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Cuantificacion del método

Cuantificacion del método

FGF-19 30 ng/ml
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ccc tcc agc acc tgg ccc agc gag acc gtc acc tgc aac gtt gcc cac 672
Pro ggg ser Thr Trp Pro gg; Glu Thr val Thr gga Asn val Ala His

CCg gcc agc agc acc aag gtg gac aag aaa att gtg ccc agg gat tgt 720
Pro Ala Ser ser Thr Lys val Asp Lys Lys Ile val Pro Arg Asp Cys
225 230 235 240

ggt tgt aag cct tgc ata tgt aca gtc cca gaa gta tca tct gtc ttc 768
Gly Cys Lys Pro gzg Ile Cys Thr val ;gg Glu val ser Ser ng Phe

atc ttc ccc cca aag ccc aag gat gtg ctc acc att act ctg act cct 816
ITe Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp ng Leu Thr Ile Thr 5?8 Thr Pro
260

aag gtc acg tgt gtt gtg gta gac atc agc aag gat gat ccc gag gtc 864
Lys val ;9§ Cys val val val égg Ile Ser Lys Asp égg Pro Glu val

cag ttc agc tgg ttt gta gat gat gtg gag gtg cac aca gct cag acg 912
Gln Sge Ser Trp Phe val égg Asp val Glu va gag Thr Ala GIn Thr
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caa ccc cgg gag gag cag ttc aac agc act ttc cgc tca gtc agt gaa 960
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305 310 315 320

ctt ccc atc atg cac cag gac tgg ctc aat g?c aag gag ttc aaa tgc 1008
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agg gtc aac agt gca gct ttc cct gcc ccc atc gag aaa acc atc tcc 1056
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aaa acc aaa g?c aga ccg aag gct cca cag gtg tac acc att cca cct 1104
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Gly ser Tyr 228 val Tyr Ser Lys hgg Asn val GIn Lys 255 Asn Trp

gag gca gga aat act ttc acc tgc tct gtg tta cat gag g?c ctg cac 1344
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Pro Lys Asp Ile Asn val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu Arg Gln
d P 165 170 175

Asn Gly val Leu Asn Ser Trp Thr Asp GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr
180 185 190

Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu Arg
195 200 205

His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser Pro
210 215 220

Ile val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys
225 230

<210> 5
<211> 442
<212> DNA
<213> Mus sp.

<220>
<221> CDS
<222> (29)..(442)

<400> 5
tgaaggagta gaaaactagt gtgcagat atg aac agg ctt act tcc tca ttg
Tet Asn Arg Leu Ehr Ser Ser Leu

ctg ctg ctg att gtc cct gca tat gtc ctg tcc cag gtt act ctg aaa
Leu kgu Leu Ile val Pro an Tyr val Leu Ser ggn val Thr Leu Lys

gag tct g?c cct g?g ata ttg cag ccc tcc cag acc ctc agt ctg act
Glu ser Gly Pro Gly Ile Leu GIn Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr
25 30 35 40
tgt tct ttc tct g?g ttt tca ctg agc act tct g?t atg g?t gtg agc
Cys Ser Phe Ser gsy Phe Ser Leu Ser Egr Ser Gly Met Gly gg Ser

tgg att cgt cag cct tca g?a aag g?t ctg gag tgg ctg gca cac att
Trp Xle Arg ggn Pro Ser Gly Lys gsy Leu Glu Trp Leu 98a His Ile

tac tgg gat gat gac aag cgc tat aac cca tcc ctg aag age cgg ctc
Tyr Trp ?gp Asp Asp Lys Arg g%r Asn Pro Ser Leu ggs ser Arg Leu

aca atc tcc aag gat acc tcc agc aac cag gta ttc ctc aag atc acc
Thr £8e ser Lys Asp Thr ggr ser Asn GIn val ihe Leu Lys Ile Thr
00

agt gtg gac act gca gat act gcc aca tac tac tgt gct cga gat tac
ser val Asp Thr Ala Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Tyr
105 110 115 120

tac gct agt agc ttt gac tac tgg g?c caa g?c acc act ctc aca gtc
Tyr Ala Ser Ser igg Asp Tyr Trp Gly ggg Gly Thr Thr Leu Ig; val

tce tca
Pigina 6

52

100

148

196

244

292

340

388

436

442
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pctfr2009051343-seql
Ser Ser

<210> 6
<211> 138
<212> PRT
<213> Mus sp.
<400> 6

Met Asn Arg Leu Thr Ser Ser Leu Leu Leu Leu Ile val Pro Ala Tyr
1

val Leu ser g1n val Thr Leu Lys g}u Sser Gly Pro Gly §8e Leu GIn
0

Pro Ser GIn Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu
35 40 45

ser Ehr Ser Gly Met Gly §§1 Ser Trp Ile Arg ggn Pro Ser Gly Lys
0

Gly Leu Glu Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr

65 70 75 80
Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Ser
85 90 95
Asn GIn val Phe Leu Lys Ile Thr Ser val Asp Thr Ala Asp Thr Ala
100 105 110
Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Tyr Tyr Ala Ser Ser pPhe Asp Tyr Trp
115 120 125
Gly GIn Gly Thr Thr Leu Thr val ser ser
130 135
<210> 7
<211> 401
<212> DNA

<213> Mus sp.

<220>
<221> CDS
<222> (18)..(401)

<400> 7
tcagggaaag ctcgaag atg gtt ttc aca cct cag att ctt g?a ctt atg 50
Tet val Phe Thr ;ro Gin Ile Leu Gly igu Met

ctt ttc tgg att tca gcc tcc aga g?t gat att gtg cta act cag tct 98
Leu Phe Trp {;e ser Ala Ser Arg goy Asp Ile val Leu ;hr Gln Ser
5

cca gcc acc ctg tct gtg act cca g?a gat aga gtc agt ctt tcc tgc 146
Pro Ala ggr Leu Ser val Thr ggo Gly Asp Arg val Ser Leu Ser Cys
40

4gg gcc agt caa agt att agc aac tac cta cac tgg tat caa caa aaa 194
Arg ﬁga ser Gln Sser Ile ggr Asn Tyr Leu His Egp Tyr GIn GlIn Lys

TCa cat gag tct cca agg ctt ctc atc aag tat gct tcec cag tcc atc 242
Pigina 7




ser
60

tct
Ser

att
Ile

tgt
Cys

ttg
Leu

His

oty

ctc
Leu

caa
GlIn

gaa
Glu
125

<210>
<211>
<212
<213>

<400>
¥et val phe Thr

Ala

val

Ile

Arg

65

Arg

Ser

Ser

Ser

Thr

ser

50

Leu

Phe

val

Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Ihr Ser Gly Met

<210>
<211>
<212>
<213>

Glu

atc
Ile

agt
ser

cag
Gln
110

ata
Ile

8
128
PRT

Ser

cccC
Pro

ttc
Phe
95

agt
ser

aaa
Lys

Mus sp.

8

Arg

Pro
35

Asn

L.eu

ser

Glu

Pro

115

9
7
PRT

Gly
20

Gly
Tyr
Ile
Gly
Thr
100

Phe

Mus sp.

9

10
16
PRT

Mus sp.

Pro

tcc
ser
80

aac
Asn

daac
Asn

cgg
Arg

Pro
5
Asp
Asp
Leu
Lys
ser
85

Glu

Thr

Gly
5

Arg
65

ag9
Arg

agt
ser

agc
ser

Gln
Ile
Arg
His
7
Gly
Asp

Phe

val

pctfr2009051343-seql

Leu Leu Ile Lys ;%r Ala ser

tte
Phe

gt
va

tgg
Trp

Ile

val

val

Trp

55

Ala

Ser

Phe

Gly

Ser

agt
ser

gag
Glu

cct
Pro
115

Leu

Leu

ser

40

Tyr

ser

Gly

Gly

ser
120

ety

act
Thr
100

ttc
Phe

Gly
Thr
25

Leu
Gln
Gln
Thr
Met
105

Gly

agt
ser
85

gaa
Glu

acg
Thr

Leu

10

Gln

Ser

Gln

ser

ASp

20

TYyr

Thr

&ty

gat
Asp

ttc
Phe

Met
ser
Cys
Lys
Ile
75

Phe

Phe

Lys

tca
Ser

ttt
Phe

aly

Leu
Pro
Arg
Ser
60

Ser
Ile

Cys

Leu

Pagina 8

&y
&y
tcg

ser
120

Phe
Ala
Ala
45

His
Gly
Leu

Gln

Glu
125

GIn

aca
Thr

atg
Met
105

&ty

Trp
Thr
30

ser
Glu
Ile
ser
Gln
110

Ile

Ser

gat
Asp
920

tat
Tyr

aca
Thr

Ile

15

Leu

GIn

sSer

Pro

Phe

95

ser

Lys

Ile
75

tte
Phe

ttc
Phe

ada
Lys

ser

Ser

Ser

Pro

Ser

80

Asn

Asn

Arg

290

338

386

401

RS




<400>
His Ile
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Asp Tyr
1

<210>
<211>
<212
<213>

<400>

10
Tyr Trp ésp

11

9

PRT
Mus sp.

11
Tyr Ala ger

12

11

PRT
Mus sp.

12

Arg Ala Ser G1ln Sser
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

13

7

PRT
Mus sp.

13

Tyr Ala Ser GIn Ser
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Gln Gln
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>
atg
Met
1

gtc

val Gln

cct
Pro

agt

ser Asn

gac
Asp

cag

gga
Wb

aac

14

9

PRT
Mus sp.

14

ser Asn ger

15
1395
DNA
Mus sp.

CDS
(L.

15
tcc
ser

. (1395)

ctc
Leu
5

agg
Arg

tgt
Cys

gat
ASp
20

tece
ser

gt
va

agg €g9

Arg

ttt gga atg
Phe Gly Met

Asp

Ser

Ile

Ile

Trp

aat
Asn

cag
GIn

aaa
Lys

cac
H1s

pctfr2009051343-seql

Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
10 15

Phe Asp Tyr

Ser Asn Tyr Leu His
10

Ser

Pro

tta
Leu

ctg
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp

Phe

Tt
3a1

gt
va

tcc
Ser
40

gtt
val

Thr

ttc
Phe

gag
Glu
25

tgt
cys

cgt
Arg

ctt gtc ctt
Leu val Leu
10

ser &1y &ly

gca geec tct
Ala Ala ser

cag gct cca
Gln Ala Pro

Pagina 9

att
Ile

aly

gga
v

gag
Glu

tta
Leu

tta
Leu V.
30

ttc
Phe

aag

Lys G

aaa g?
Lys Gly

gt cag

GIn

act ttc
Thr Phe

g?a ctg
y Leu

48

96

144

192

%S




gag
Glu
65

gac
Asp

acc
Thr

tat
Tyr

tac
TYr

cce
Pro
145

tcc
Ser

gt
va

ttc
Phe

act
Thr

gce
Ala
225

gat
Asp

gtc
val

act
Thr

Glu

cag
Gln
305

agt
Ser

adad
Lys

atc

50

tgg
Trp

aca
Thr

ctg
Leu

tac
Tyr

199
130

cca
Pro

atg
Met

aca
Thr

cca
Pro

gtc
val
210

cac
His

tgt
Cys

ttc
Phe

cct
Pro

gtc
val
290

acg
Thr

gaa
Glu

tgc
Cys

tcc

gtc
val

gt
va

ttc
Phe

tgt
Cys
115

ggt
Gly

tct
ser

gt
va

gt
Va

gct
Ala
195

CCC
Pro

ccg
Pro

ety

atc
Ile

aag
Lys
275

cag
Gln

caa
Gln

ctt
Leu

agg
Arg

daa

gca
Ala

aag
Lys

ctg
Leu
100

gca
Ala

caa
Gln

gtc
val

acc
Thr

acc
Thr
180
gtc
val

tcc
Ser

gcc
Ala

tgt
Cys

ttc
Phe
260
gtc
val

ttc
Phe

CCC
Pro

Ccc
Pro

gtc
340

acc

tac
TYr

ggc
cly
85

caa

GIn

aga
Arg

&ty

tat
Tyr

ctg
Leu
165

tgg
Trp

ctg
Leu

agc
Ser

agc
Ser
aag
Lys
245
ccc

Pro

acg
Thr

agc
Ser

cgg
Arg

atc
Ile
325

daac
Asn

daa

att
Ile
70

cga
Arg

atg
Met

tat
Tyr

acc
Thr

cca
Pro
150

ety

aac
Asn

ca
éin

acc
Thr

agc
ser
230

cct
Pro

cca
Pro

tgt
cys

tgg
Trp

gag
Glu
310

atg
Met

agt
Ser

ggc

55

agt
ser

ttc
Phe

acc
Thr

gat
ASp

tca
ser
135

ctg
Leu

tgc
Cys

tct
ser

tct
Ser

199
Trp
215

acc
Thr

tgc
cys

aag
Lys

gtt
val

ttt
Phe
295

gag
Glu

cac
His

gca
Ala

aga

agt
ser

acc
Thr

agt
ser

tac
Tyr
120

gtc
val

gcc
Ala

ctg
Leu

cly

gac
Asp
200

cCcC
Pro

aag
Lys

ata
Ile

CCcC
Pro

gt
va
280

gta
val

cag
GIn

cag
GIn

gct
Ala

ccg

pctfrZOOQOSIiﬁ?—seqT

ety

atc
Ile

cta
Leu
105

gac
Asp

daccC
Thr

cct
Pro

gtc
val

tcc
Ser
185

ctc
Leu

age
ser

gt
va

tgt
Cys

aag
Lys
265

gta
val

gat
Asp

ttc
Phe

gac
Asp

ttc
Phe
345

aag

agt
ser

tcc
Ser
90

agg
Arg

gat
Asp

gtc
val

sty

aag
Lys
170
ctg
Leu

tac
Tyr

gag
Glu

gac
Asp

aca
Thr
250

gat
Asp

gac
Asp

gat
Asp

aac
Asn

tgg
Tr
330

cct
Pro

gct

agt
ser
75

aga
Arg

tct
Ser

gat
Asp

tce
Ser

tct
ser
155

ety

tcc
Ser

act
Thr

acc
Thr

aag
Lys
235
gtc
val

gt
va

atc
Ile

gt
va

agc
Ser
315

ctc

p Leu

gcc
Ala

cca

Pagina

acc
Thr

gac
Asp

gag
Glu

tac
Tyr

tca
ser
140

gct
Ala

tat
Tyr

agc
Ser

ctg
Leu

gte
val
220

aaa
Lys

cca
Pro

ctc
L.eu

agc
ser

gag
Glu
300

act
Thr

aat
Asn

cccC
Pro

cag
10

atc
Ile

aat
Asn

gac
Asp

tat
Tyr
125

gcc
Ala

gcc
Ala

ttcC
Phe

&ty

agc
Ser
205

acc
Thr

att
Ile

gaa
Glu

acc
Thr

aag
Lys
285

gt
va

ttce
Phe

oty

atc
Ile

gtg

tac
Tyr

ccc
Pro

acg
Thr
110

gct
Ala

aaa
Lys

caa
Gln

cct
Pro

gt
va
190

agc
ser

tgc
Cys

gt
va

gta
val

att
Ile
270

gat
Asp

cac
H1s

cgc
Arg

aag
Lys

gag
Glu
350

tac

tat
TYyr

aag
Lys
95

gcc
Ala

atg
Met

acg
Thr

act
Thr

gag
Glu
175

cac
His

tca
Ser

dac
Asn

ccc
Pro

tca
Ser
255

act
Thr

gat
Asp

aca
Thr

tca
ser
gag
335
aaa
Lys

acc

gca
Ala
80

daac
Asn

atg
Met

gaa
Glu

aca
Thr

aac
Asn
160

cca
Pro

acc
Thr

gt
Va

tt
3a1

agg
Arg
240

tct
Ser

ctg
Leu

ccC
Pro

gct
Ala

gtc
val
320

ttc
Phe

acc
Thr

att

240

288

336

384

432

480

528

376

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104




Ile

cca
Pro

atg
Met
385

aat
Asn

aca
Thr

aac
Asn

ctg
Leu

tga

Ser

cct
Pro
370

ata
Ile

oty

gat
Asp

tgg
Trp

cac
His
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
get Asp Ser Arg

val

Pro

Ser

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Pro
145

GIn

Gly

Asn

50

Trp

Thr

Leu

Tyr

Lys
355
cCccC
Pro

aca
Thr

cag
GIn

ggc
Gly

gag
Glu
435

aac
Asn

16
464
PRT

Thr

aag
Lys

gac
Asp

cca
Pro

tct
ser
420

ca
g1a

cac
His

Mus sp.

16

Cys
Gly
35

Phe
val
val
Phe
Cys
115

Gly

ser

ASp
20

Ser
Gly
Ala
Lys
Leu
100
Ala

GlIn

val

ttc
Phe

gcg
Ala
405

tac
Tyr

&ty

cat
H1s

Leu
val
Arg
Met
Tyr
Gly
85

GIn
Arg

Gly

TYr

Gly

ca
aln

ttc
Phe
390

gag
Glu

ttcC
Phe

aat
Asn

act
Thr

Asn

G1n

Lys

His

Ile

70

Arg

Met

TYyr

Thr

Pro
150

Arg

atg
Met
375

cct
Pro

aac
Asn

gtc
val

act
Thr

gag
Glu
455

Leu

Leu

Leu

Trp

55

ser

Phe

Thr

Asp

ser

135

Leu

pctfr2009051343-seql

Pro Lys Ala Pro Gln

360
gce
Ala

gaa
Glu

tac
Tyr

tac
TYyr

ttcC
Phe
440

aag
Lys

val

val

ser

40

val

ser

Thr

Ser

TYyr

120

val

Ala

aag
Lys

gac
Asp

aag
LysS

agc
ser
425

acc
Thr

agc
Ser

Phe

Glu

25

cys

Arg

Gly

Ile

Leu

105

Asp

Thr

Pro

gat
Asp

att
Ile

aac
Asn
410

aag
Lys

tgc
Cys

ctc
Leu

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Ser

ser

20

Arg

Asp

val

Gly

aaa
Lys

act
Thr
395

act
Thr

ctc
Leu

tct
Ser

tcc
Ser

val

Gly

Ala

Ala

Ser

75

Arg

ser

Asp

Ser

ser
155

Pagina

gtc
val
380

gt
va

ca
éin

aat
Asn

gt
va

cac
His
460

Leu

Gly

Ser

Pro

60

Thr

Asp

Glu

Tyr

Ser

140

Ala

vVa
365

agt
ser

gag
Glu

ccc
Pro

gt
va

tta
Leu
445

tct
ser

Ile

Gly

Gly

45

Glu

Ile

Asn

Asp

TYyr

125

Ala

Ala

Tyr

ctg
Leu

tag
Trp

atc
Ile

cag
Gin
430

cat
His

cct
Pro

Leu

Leu

30

Phe

Lys

TYyr

Pro

Thr

110

Ala

Lys

Gln

Thr

acc
Thr

cag
Gln

atg
Met
415

aag
Lys

gag
Glu

ggt
Gly

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Met

Thr

Thr

Ile

tgc
Cys

tag

400
gac
Asp

agc
ser

ggc
Gly

aag
Lys

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Met

Glu

Thr

Asn
160

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1395

\q




Ser

val

Phe

Thr

Ala

225

Asp

val

Thr

Glu

Gln

305

Ser

Lys

Ile

Pro

Met

385

Asn

Thr

Asn

Leu

Met

Thr

Pro

val

210

His

Cys

Phe

Pro

val

290

Thr

Glu

Cys

Ser

Pro

370

Ile

Gly

Asp

Trp

His

val

val

Ala

195

Pro

Pro

Gly

Ile

LysS

275

Gln

GIn

Leu

Arg

355

Pro

Thr

GIn

Gly

Glu

435

Asn

Thr

Thr

180

val

Ser

Ala

cys

Phe

260

val

Phe

Pro

Pro

val

340

Thr

Lys

Asp

Pro

ser

420

Ala

His

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Ser

Lys

245

Pro

Thr

ser

Arg

ITe

325

Asn

Lys

Glu

Phe

Ala

405

Tyr

Gly

His

Gly

Asn

Gln

Thr

ser

230

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

310

Met

ser

Gly

Gln

Phe

390

Glu

Phe

Asn

Thr
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Cys Leu val Lys Gly Tyr Phe
170

Ser

Ser

Trp

Thr

Cys

Lys

val

Phe

295

Glu

His

Ala

Arg

Met

375

Pro

Asn

val

Thr

Glu

Gly

Lys

Ile

Pro

val

280

val

Gln

Gln

Ala

Pro

360

Ala

Glu

Tyr

Tyr

Phe

440

Lys

Ser

185

Leu

Ser

val

Cys

Lys

val

Asp

Phe

Asp

Phe

345

Lys

Lys

Asp

Lys

Ser

425

Thr

Ser

Leu

Tyr

Glu

Asp

Thr

250

Asp

Asp

Asp

Asn

Pro

Ala

Asp

ITe

Asn

410

Lys

Cys

Leu

ser

Thr

Thr

Lys

val

val

Ile

val

Ser

315

Leu

Ala

Pro

Lys

Thr

395

Thr

Leu

Ser

Ser

Pagina

Ser
Leu
val
220
Lys
Pro
Leu
ser
Glu
300
Thr
Asn
Pro
GIln
val
380
val
GIn
Asn

val

His
12

Gly

Ser

205

Thr

Ile

Glu

Thr

Lys

285

val

Phe

Gly

Ile

val

365

Ser

Glu

Pro

val

Leu

445

ser

Pro

val

190

Ser

Cys

val

val

Ile

270

Asp

His

Arg

Lys

Tyr

Leu

Trp

Ile

GIn

430

His

Pro

Glu

175

His

Ser

Asn

Pro

sSer

255

Thr

Asp

Thr

Ser

Glu

335

Lys

Thr

Thr

GlIn

Met

415

Lys

Glu

Gly

Pro

Thr

val

val

Ar

24

ser

Leu

Pro

Ala

val

320

Phe

Thr

Ile

Cys

Asp

ser

Gly

Lys

4




450

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>
atg gcc
Met Ala

gcc att
Ala Ile

Pro

aca act
Thr Thr
50

ttc act
Phe Thr
65

cct g?t gaa
Ggly

17
705
DNA

Mus sp.

cDs
..

17

tgg
Trp

tce
Ser

Glu
35

agt
ser

ggt
Gly

gcc aga ttc

Ala Arg

aca ggg

Phe

gca

Thr Gly Ala

tac agc
Tyr Ser

ggc ca
G?y G1g

aac
Asn
115

ccc
Pro

130

gaa gag
Glu Glu
145

ttc tac

ctc
Leu

cca

Phe Tyr Pro

gtc act
val Thr

aag tac
Lys Tyr

agg cat
Arg His
210

gag aag
Glu Lys
225

cag
Gln

atg
Met
195

agc
ser

agt
Ser

(705)

att
Ile

cag
GlIn
20

aca
Thr

aac
Asn

cta
Leu

tca
ser

cag
Glin
100
cat
His

aag
Lys

ga
aa

&

&y
180

gct
Ala

agt
ser

ttg
Leu

tca
Ser

gct
Ala

gte
val

tat
Tyr

ata
Ile

ggc
i

act
Thr

tgg
Trp

tct
Ser

act
Thr

gt
va
165

atg
Met

agc
ser

tac
TYyr

tcc
Ser

ctt
Leu

gtt
val

aca
Thr

cc
g1a

Q?t
70’

tcc
ser

ga
i

agc
ser

agc
ser

cgt
Ar
23

455

ata
ITe

gt
va

ctc
Leu

aac
Asn
35

ggt
Gly

ctg
Leu

gat
Asp

ttc
Phe

cca
Pro
135

aag
Lys

aca
Thr

aca
Thr

tac
Tyr

tgc
Cys
215

gct
Ala

ctc
Leu

act
Thr

act
Thr
40

tag
Trp

acc
Thr

att
Ile

Glu

ggt
oy

tca
Ser

gcc
Ala

gt
va

acc
Thr

ctg
Leu
200

cag
G1n

gac
Asp

pctfr2009051343-seql
460

tct
Ser

cag
Gln
25

tgt
Cys

gtc
val

aac
Asn

aly

gca
Ala
105

oty

gtc
val

aca
Thr

gac
Asp

cag
Gln
185

acc
Thr

gtc
val

tgt
Cys

ctc
Leu
10

gaa
Glu

cgc
Arg

caa
GlIn

dac
Asn

gac
Asp
90

ata
Ile

&ty

acc
Thr

ctg
Leu

i
170

cct
Pro

ctg
Leu

act
Thr

tcc
Ser

ctg

Leu

tct
ser

tca
ser

gaa
Glu

cga
Arg
75

aag
Lys

tat
TYyr

acc
Thr

ctg
Leu

gt
va
155

aag
Lys

tce
Ser

aca
Thr

cat
His

tag

Pagina

gct
Ala

gca
Ala

agt
ser

add
Lys
60

gct
Ala

gct
Ala

ttc
Phe

aaa
Lys

ttt
Phe
140
tgt
Cys

gta
val

daa
Lys

gca
Ala

gaa
220

ctc
Leu

ctc
Leu

act
Thr
45

cca
Pro

cca
Pro

gee
Ala

tgt
Cys

ctg
Leu
125
cca
Pro

acg
Thr

gat
Asp

cag
GIn

aga
Ar
205

&ty

agc
ser

acc
Thr
30

ety

gat
Asp

ggt
Gly

ctc
Leu

gct
Ala
110

act
Thr

cct
Pro

atc
Ile

ggt
Gly

agc
ser
190

gca

g Ala

cac
H1s

tca
ser
15

aca
Thr

gct
Ala

cat
His

gtt
val

acc
Thr
95

cta
Leu

gtc
val

tcc
Ser

act
Thr

acc
Thr
175

aac
Asn

tgg
Trp

act
Thr

cly

tca
Ser

gtt
val

tta
Leu

cct
Pro
80

atc
Ile

tgg
Trp

cta
Leu

tct
Ser

gat
Asp
160

cct
Pro

daac
Asn

gaa
Glu

gt
Va

48

926

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

705




pctfr2009051343-seql

<210> 18
<211> 234
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 18

Met
1
Ala
Pro
Thr
Phe
65
Ala
Thr
Tyr
Gly
Glu
145
Phe

val

Lys

Ala Trp Ile ger Leu Ile Leu Ser kgu Leu Ala Leu

Ile Ser gAn Ala val val Thr g}n Glu Ser Ala Leu

Gly Glu Thr val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr
35 40 45

Thr Ser Asn Tyr Ala Asn Trp val Gln Glu Lys Pro
50 55 60

Thr Gly Leu Ile ?gy Gly Thr Asn Asn ?gg Ala Pro

Arg pPhe Ser g;y ser Leu Ile Gly Sgp Lys Ala Ala

Gly Ala Gln Thr Glu Asp Glu Ala Ile Tyr Phe Cys
100 105

Ser Asn His Trp val phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
115 P 12% y o 125

GIn Pro Lys Ser Ser Pro Ser val Thr Leu Phe Pro
130 135 140

Glu Leu Glu Thr Asn Lys Ala Thr Leu val Cys Thr
150 155

Tyr Pro Gly val val Thr val Asp Trp Lys Val As
165 170 Y P

Thr G1n Gly Met Glu Thr Thr Gln Pro Ser Lys Gln
180 185

Tyr Met Ala Ser Ser Tyr Leu Thr Leu Thr Ala Arg
195 200 205

ser
Thr
30

Gly

Asp

Gly

Leu.

Ala
110
Thr
Pro
Ile
Gly
ser
190

Ala

Ser

15

Thr

Ala

His

val

Thr

95

Leu

val

Ser

Thr

Thr

175

Asn

Trp

Arg His Ser Ser Tyr Ser Cys GIn val Thr His Glu Gly His Thr
210 215 220

Glu Lys Ser Leu Ser Arg Ala Asp Cys Ser

225 230 Py

<210> 19

<211> 420

<212> DNA

<213> Mus sp.

<220>
<221> DS

Pigina 14

Gly

ser

val

Leu

Pro

80

Ile

Trp

Leu

Ser

Asn

Glu

val

=




<222> (1)..

<400> 19

atg
Met
1

TC
3a1

cct
Pro

agt
ser

gag
Glu
65

gac
Asp

acc
Thr

tat
Tyr

tac
TYr

gac
Asp

ca
éln

aly

aac
Asn
50

tgg
Trp

aca
Thr

ctg
Leu

tac
TYr

tgg
Tr
130

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

tcc
ser

tgt
Cys

aga
al

ttt
Phe

gtc
val

gt
va

ttc
Phe

tgt
Cys
115

p &ty

20
140
PRT

pctfr2009051343-seql
(420)

agg ctc aat tta gtt ttc ctt gtc ctt att
Arg Leu Asn Leu Val Phe &eu val Leu Ile
5 0

gat gtg cag ctg gtg gag tct g?g g?a g?c
ggp val Gln Leu va g;u ser Gly Gly Gly

tcc cgg aaa ctc tcc tgt gca gec tct gga
ser Arg Lys Leu igr Cys Ala Ala Sser gsy

g?a atg cac tgg gtt cgt cag gct cca gag
Gly Met His ;Ep val Arg GIn Ala 250 Glu

gca tac att agt agt g?c agt agt acc atc
Ala Tyr §8e ser ser Gly Ser ;gr Thr Ile

aag g?c cga ttc acc atc tcc aga gac aat
Lys gsy Arg Phe Thr Ile ggr Arg Asp Asn

ctg caa atg acc agt cta agg tct gag gac
igg Gln Met Thr Ser kgg Arg Ser Glu Asp

gca aga tat gat tac gac gat gat tac tat
Ala Arg Tyr Asp I%S Asp Asp Asp Tyr I¥g

caa g?a acc tca gtc acc gtc tcc tca
GIn Gly Thr Ser val Thr val Ser Ser
135 140

Mus sp.

20

%et Asp Ser Arg Eeu Asn Leu val Phe Leu val Leu Ile

val

Pro

Ser

Glu

65

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

50

Trp

Thr

Leu

Cys
Gly
35

Phe
val

val

Phe

10

Asp val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly
20 25

Ser Arg Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
40 45

Gly Met His Trp val Arg GIn Ala Pro Glu
55 60

Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Ser Ser Thr Ile
70 75

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
85 90

Leu GIn Met Thr Ser Leu Arg Ser Glu Asp
100 105

Pagina 15

tta
Leu

tta
Leu
30

ttc
Phe

aag
Lys

tac
Tyr

ccc
Pro

acg
Thr
110

gct
Ala

Leu

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Pro

Thr
110

dadd
Lys
15
gt
Va

act
Thr

gga
Gly

tat
Tyr

aag
Lys
95

gce
Ala

atg
Met

Lys
15

val
Thr
Gly
TYyr
Lys
95

Ala

ggt
Gly

cag
GIn

tte
Phe

ctg
Leu

gca
Ala
80

dac
Asn

atg
Met

gaa
Glu

Gly

GIn

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Met

48

96

144

192

240

288

336

384

420




pctfr2009051343-seql
Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr Asp Tyr Asp Asp Asp Tyr Tyr Ala Met Glu
115 120 125

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr ser val Thr val Ser Ser
130 135 140

<210> 21
<211> 412
<212> DNA
<213> Mus sp.

<220>
<221> CDS
«222> (29)..(412)

<400> 21
tgaaaagaat agacctggtt tgtgaatt atg gcc tgg att tca ctt ata ctc
get Ala Trp Ile ger Leu Ile Leu

tct ctc ctg get ctc age tca ggg gec att tcc cag get gtt gtg act
Ser Leu Leu Ala Leu Ser ier Gly Ala Ile Ser ggn Ala val val Thr
10 5

cag gaa tct gca ctc acc aca tca cct g?t gaa aca gtc aca ctc act
g;n Glu Ser Ala Leu ggr Thr Ser Pro Gly g;u Thr val Thr Leu IGr

tgt cgc tca agt act g?g gct gtt aca act agt aac tat gcc aac tgg
Cys Arg Ser Ser I?r Gly Ala val Thr Egr ser Asn Tyr Ala égn Trp

gtc caa gaa aaa cca gat cat tta ttc act g?t cta ata g?t g?t acc
val GIn Glu ggs Pro Asp His Leu gge Thr Gly Leu Ile goy Gly Thr

aac aac cga gct cca g?t gtt cct gcc aga ttc tca g?c tce ctg att
Asn Asn érg Ala pro Gly val ggo Ala Arg phe Ser gsy Ser Leu Ile
5

g?a gac aag gct gcc ctc acc atc aca g?g gca cag act gag gat gag
Gly ggp Lys Ala Ala Leu g?r Ile Thr Gly Ala 283 Thr Glu Asp Glu

gca ata tat ttc tgt gct cta tgg tac agc aac cat tgg gtg ttc g?t
Ala 1le Tyr Phe Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Ash His Trp val Phe Gly
105 110 115 120

g?a g?a acc aaa ctg act gtc cta
Gly Gly Thr Lys &gg Thr val Leu

<210> 22
<211> 128
<212> PRT
<213> Mus sp.
<400> 22

get Ala Trp Ile Ser Leu Ile Leu Ser Leu Leu Ala Leu Ser igr Gly
10

Ala Ile Ser GIn Ala val val Thr GIn Glu Ser Ala Leu Thr Thr Ser
20 25 30

Pro Gly g;u Thr val Thr Leu Igr Cys Arg Ser Ser Igr Gly Ala val

Pagina 16

52

100

148

196

244

292

340

388

412

-




Ao

pctfr2009051343-seql .
Thr Thr Ser Asn Tyr Ala Asn Trp val Gln Glu é%s Pro Asp His Leu
55

Phe Thr Gly Leu Ile Gly Gly Thr Asn Asn Arg Ala Pro Gly val Pro
65 70 75 80

Ala Arg Phe ser Gly Ser Leu Ile Gly Asp Lys Ala Ala Leu Thr Ile
85 90 95

Thr Gly Ala GIn Thr Glu Asp Glu Ala Ile Tyr Phe Cys Ala Leu Trp
100 105 110

Tyr Ser Asn His Trp val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu
115 120 125

<210> 23
<211> 5
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 23
ésn Phe Gly Met His

<210> 24
<211> 17
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 24
Iyr ITe ser Ser §1y Ser Ser Thr Ile I%r Tyr Ala Asp Thr X§1 Lys

Gly

<210> 25
<211> 12
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 25
Iyr AsSp Tyr Asp ésp Asp Tyr Tyr Ala ¥8t Glu Tyr

<210> 26
<211> 14
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 26

Qrg Ser Ser Thr §1y Ala val Thr Thr ier Asn Tyr Ala Asn

<210> 27
<211 7
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 27

Pagina 17




pctfr2009051343-seql
(1;1y Thr Asn Asn As\rg Ala Pro

<210> 28
<211l> 9
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 28
?1a Leu Trp Tyr ger Asn His Trp val

<210> 29

<211> 321

«212> DNA

<213> Artificial

<220> L
<223> Séquence humanisée

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(321)

<400> 29
cag tct gcc ctg act cag tcc cca gca act ctc tct gtg tct ccc g?c
g]n Ser Ala Leu ghr GIn Ser Pro Ala Igr Leu Ser val ser ;go Gly

caa tct gtg agc ctg tcc tgt €gg gca agc cag tct att tcc aat tat
Gln Ser va ggr Leu Ser Cys Arg é}a ser Gln ser Ile ggr Asn Tyr

ctg cac tgg tat cag caa cac cca g?c gag agc cca cgg ctc ctg atc
Leu His ;Ep Tyr GIn GIn His zgo Gly Glu Sser Pro 2;9 Leu Leu Ile

aaa tac gcc tct caa tcc att tct g?c tcc aac aga cgc ttc tct g?c
Lys gyr Ala ser GIn ser gge Ser Gly Ser Asn esg Arg Phe Sser Gly
0

agc g?c tcc ggc acc gat ttc att ctc agc ttt aat agc gtt cag gea
ggr Gly Ser Gly Thr 9gp Phe Ile Leu Ser ;ge Asn Ser val Gln QAa

gag gat ttt g?g atg tac ttc tgt caa cag agc aac tct tgg cct ttt
Glu Asp Phe Gly ggt Tyr Phe Cys Gln ggn ser Asn Ser Trp ggo Phe

acc ttc g?a agc ggg act aaa ctg acc gtt ctg
Gly

Thr Phe ser Gly Thr Lys Leu Thr val Leu
100 105

<210> 30

<211> 107

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic Construct

<400> 30
GIn ser Ala Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Gln Ser val ggr Leu Ser Cys Arg gga ser GIn Ser Ile ggr Asn Tyr

pagina 18

\

48
96
144
192
240
288

321




Leu His ;Ep Tyr GIn Gln His

Lys ggr Ala Ser GIn Ser Ile

35

ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70

Glu Asp Phe Gly ggt Tyr Phe

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys
100

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

31

321

DNA
Artificial

Séquence humanisée

CDS
(L..321)

31

caa tct gca ctg act caa tct
g1n Ser Ala Leu Thr Gln Ser

5

caa tcc gtg agc ctc agc tgt
GIn Ser Val ser Leu Ser Cys

20

ctc cac tgg tac cag cag cac
Leu His Trp Tyr Gln GIn His

35

aaa tac gca agc cag tct att
Lys Tyr Ala Ser GIn Ser Ile

50
tcc g?c tcc ggg aca gac ttt
Gly

Ser
65

35

ser Gly Thr Asp Phe
70

gaa gac ttt g?c atg tac ttc
Gly

Glu Asp Phe

Met Tyr Phe
85

acc ttc g?a tcc g?c aca aag
Gly Gly

Thr phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ser

Thr Lys
100 Y

32

107

PRT
Artificial

Synthetic Construct
32

ser

Ile

Cys

Leu

cCa
Pro

agg
Arg

cca
Pro
40

agc
ser

atc
Ile

tgc
Cys

ctg
Leu

pctfr2009051343-seql
Pro Gly Glu Ser Pro Arg
40 45

Gly
Leu
Gln

Thr
105

gca
Ala

gca
Ala
25

oty

&ty

ctg
Leu

cag
GlIn

acc
Thr
105

ser Asn

ser Phe
75

Gln Ser
90

val Leu

aca ctg
Thr Leu
10

tcc cag
Ser GIn

gaa agc
Glu Ser

agc aac
ser Asn

tct ttt
ser Phe
75

cag tct
Gln Ser
90

gtg ctg
val Leu

Arg Arg
60

Asn Sser

Ash Ser

tce gtt
ser val

tcc att
Ser Ile

cct cge
Pro Arg
45

cgg cgc
Arg Ar
60 9

agc agc
ser ser

aac aat
Asn Asn

Leu

Phe

val

Trp

tct
ser

agc
ser
30

ctg
Lel

ttc
Phe

gt
Va

tgg
Trp

Leu

Ser

Gln

Pro
95

cct
Pro
15

aac
Asn

ctg
Leu

agc
Ser

caa
GIn

cca
Pro
95

Ile
Gly

Ala
80

Phe

ety

tat
Tyr

ata
Ile

&y

gcc
Ala
80

ttc
Phe

GIn ser Ala Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser val Sser Pro Gly

Pagina
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R

48
96
144
192
240
288

321




Gln Ser val ggr Leu Ser

Leu His ;gp Tyr Gln GIn

Lys g%r Ala ser GlIn ser

ser

Gly Ser Gly Thr Asp
65 70

Glu Asp Phe Gly ggt TYyr

Thr Phe Gly Ser Gly Thr
100

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

33

342

DNA
Artificial

<220>
<221>
<222> (1)..(342)

<400> 33
cag gtt act
ng val Thr

CDS

aaa
Lys
5

ctg
Leu

gaa
Glu

tcc
Ser

ggc
ey

ctc
Leu
20

acc
Thr

ety

tgg
Trp

acc

ctg
Thr

Leu

tgt
Cys

atg
Met

gtc

agc
val

Ser

tgg
Trp

ctg
Leu
50

dda
Lys

tat
Tyr

atc
Ile

cac

gcc ca
H1s

Ala

ctc
Leu

tcc
Ser

ctyg
Leu
65

ttc
Phe

aga
Arg

aca
Thr
70

tct
ser

ctg
Leu

ata

aag
Ile

Lys

acc
Thr
85

gac tac
Asp Tyr
100

tat
TYr

tgc
Cys

gcc

cgce
Ala 0

Arg

ctc
Leu

aca
Thr

<210> 34

Cys

His

Ile

55

Phe

Phe

Lys

Séguence humanisée

tct
ser

tct
Ser

atc
Ile

tgg
55

att
Ile

gtt
val

gcc
Ala

Arg

Pro
40

Ser
Ile
Cys

Leu

&ty

ttc
Phe

aga
Ar
40°

gat
Asp

tcc
ser

gat
Asp

agc
ser

pctfr2009051343-seql
10

Ala Ser Gln Ser Ile

25

Gly Glu Ser Pro Arg

45

Gly Ser Asn Arg Arg

60

Phe Ser Ser

75

Leu Ser

Gln Asn

920

Gln Ser Asn

Thr val

105

Leu

act
Thr
10

ggc
Gly

cca
Pro

ctg
Leu

gtt

aag
val

Lys

ttt
Phe

tcc
ser
25

ctg
Leu

agc
ser

caa
Gln

cca
Pro

ccc
Pro

aag
Lys
45

tat
Tyr

ety

agg
60

tcc
Ser

gat
Asp

gat
Asp

aag
Lys

aag
Lys

gac
Asp

acc
Thr
75

agc
ser

cca
Pro

acc

gt
Thr

va
920

ttt
Phe

gac
Asp

ca
213

tac
TYyr

tct
ser
105

gac
Asp

tgg
Trp

Pagina

ser
30

Leu
Phe
val

Trp

cct
Pro

agc
Ser
30

ggc
Gly

aac
Asn

adc
Asn

act
Thr

9?9
11}

15

Asn

Leu

ser

Gin

Pro
95

aca
Thr
15

aca
Thr

ctg
Leu

cct
Pro

cag
GIn

tac
Tyr
95

cag
GIn

Tyr
Ile
Gly

Ala
80

Phe

cag
GIn

agc
Ser

Glu

tcc
Ser

gtc
val
80

tac
Tyr

aly

Y

48

96
144
192
240
288
336

342




pcttr2009051343-seql
<211> 114
<212> PRT
<213> Artificial

<220> _
<223> Synthetic Construct

<400> 34

GIn val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu val Lys Pro Thr Glin
1 5 10 15

Thr Leu Ser Egu Thr Cys Ser Phe ggr Gly Phe Ser Leu ggr Thr Ser

Gly Met Gly val Ser Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu
Y 35y P 40 45

Trp Egu Ala His Ile Tyr E;p Asp Asp Asp Lys egg Tyr Asn Pro Ser

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

Phe Leu Lys Ile ;?r Ser val Asp Pro ;81 Asp Thr Ala Thr ;gr Tyr

Cys Ala Arg Asp Tyr Tyr Ala Ser Ser Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
Y g 108 yr 105 110

Thr Leu

<210> 35

<211> 342

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Séquence humanisée

<220>
<221> DS
«222> (1)..(342)

<400> 35
cag gtg act ctc aaa gaa tct g?c cct aca ctg gtg aaa ccc act cag 48
§1n val Thr Leu kys Glu ser Gly Pro Igr Leu val Lys Pro I?r Gln

aca ctc agc ctg acc tgc tcc ttc agce g?c ttc tct ctg agc act tcc 96
Thr Leu Ser 58u Thr Cys Ser pPhe ggr Gly Phe Ser Leu ggr Thr Ser

g?a ctc g?a gtg agc tgg att cgc caa cct cct g?g aaa g?c ctg gag 144
Gly Leu gsy val Ser Trp Ile 259 GIn Pro Pro Gly zgs Gly Leu Glu

tgg ctg gca cac ata tac tgg gat gac gac aaa cgc tat aac cct agc 192
Trp Egu Ala His Ile Tyr ;Ep Asp Asp Asp Lys gag Tyr Asn Pro Ser

ctg aag tcc aga ctc aca atc tcc aaa gat aca tcc agc aat cag gt 240
ggu Lys Ser Arg Leu ;Br Ile Ser Lys Asp ;?r Ser Ser Asn GIn Xg
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pctfr2009051343-seql

ttt ctg aag atc acc tcc gtc gat cca gtc gac acc gec act tac tat 288
Phe Leu Lys Ile Thr Ser val Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

85 90 95
tgt gct cgc gat tac tat gecc agc tcc ttc gac tac tgg g?a cag g?a 336
Ccys Ala Arg Asp Tyr Tyr Ala Ser Ser Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly

100 105 110

aca ctg 342
Thr Leu
<210> 36
<211> 114
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Ssynthetic Construct
<400> 36
GIn val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu val Lys Pro Thr Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30

Gly Leu g}y val Ser Trp Ile 259 GIn Pro Pro Gly kgs Gly Leu Glu

Trp kgu Ala His Ile Tyr ;;p ASp Asp Asp Lys ggg Tyr Asn Pro Ser

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

Phe Leu Lys Ile ggr Ser val Asp Pro gg1 Asp Thr Ala Thr ggr Tyr

Cys Ala Arg Asp Tyr Tyr Ala Ser Ser Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu

<210> 37

<211> 342

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Séquence humanisée

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(342)

<400> 37
cag gtc aca ctc aaa gaa tct g?a cca aca ctc gtt aaa cca act caa 48
g1n val Thr Leu Eys Glu ser Gly Pro IGr Leu val Lys Pro I?r Gln

aca ctc agc ctg act tgc age ttt tct g?c ttc agc ctc tcc act agce 96
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
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ety

tag
Trp

ctg
Leu
65

tte
Phe

tgc
Ccys

act
Thr

ctc
Leu

ctg
Leu
50

aaa
Lys

ctg
Leu

gca
Ala

ctg
Leu

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
g1n val Thr Leu Eys Glu Ser

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Thr

Leu

Leu

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

ggc
gy

gcc
Ala

tct
Ser

aag
Lys

agg g

Arg

38
114
PRT

20

gt
va

cac
His

cgg
Arg

atc
Ile

at

tcc
Ser

atc
Ile

ctg
Leu

aca
Thr
85

tac

tgg
Trp

tat
TYyr

acc
Thr
70

tct
Ser

tac

Asp Tyr Tyr
100

Artificial

atc
Ile

s
55

ata
Ile

gt
va

gca
Ala

synthetic Construct

38

Ser

Gly

35

Ala

ser

Lys

Arg

39
1059
DNA
Homo

Leu

20

val

His

Arg

Ile

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

TYr

sapiens

cys

Trp

Tyr

Thr

70

ser

Tyr

Ser

Ile

Trp

55

Ile

val

Ala

Arg
40

gac
Asp

tct
Ser

gct
Ala

tecc
Ser

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Ala

ser

pctfr2009051343-seql
25 30

cag ccc cct

Gln

gat
Asp

aag
Lys

cct
Pro

tce
ser
105

Pro

Ser

25

GIn

Asp

Lys

Pro

ser
105

Pro

gac
Asp

gat
Asp

gtc
val
90

ttc
Phe

Thr
10

Gly
Pro
Asp
Asp
val
20

Phe

Pro

aag
Lys

act
Thr
75

gac
Asp

gat
Asp

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Asp

oty

€99
Arg
60

Tt
ser

act
Thr

tac
Tyr

val
sSer
Gly
Arg
60

ser

Thr

Tyr
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aaa
Lys
45

tac
Tyr

tcc
ser

gcc
Ala

tgg
Trp

Lys

Leu

Lys

TYr

Ser

Ala

Trp

aly

aat
Asn

aat
Asn

act
Thr

Q?C
11b

Pro
ser
30

Gly
Asn

Asn

Thr

ctg
Leu

cca
Pro

cag
Gln

tat

Tyr
95

ca
Gin

Thr

15

Thr

Leu

Pro

Gln

TYyr

95

Gln

agc
ser

gt
va
80

tat
Tyr

&ty

Gln
ser
Glu
Ser
val
80

Tyr

Gly

144

192

240

288

336

342




<220>
<221>
<222>

<400>

ctg
Leu

ctg
Leu

cdgg
Arg

&ty

cta
Leu
65

ctg
Leu

ety

agg
Arg

aca
Thr

aac
Asn
145

atc
Ile

&ty

at
va

gt
va

ccg
Pro
225

gt
va

ca
aln

ttc
Phe

gag
Glu

ctg
Leu

agt
ser
50

gag
Glu

gca
Ala

gac
Asp

gac
Asp

cac
His
130

acc
Thr

cgc
Arg

ggc
Gly

gt
vVa

ggc
Ay
210
cac
His

gt
va

cce
Pro

&ty

CDS

(1).7

39
gcc
Ala

cag
GlIn

tgc
Cys
35

cgc
Arg

att
Ile

cga
Arg

tcc
Ser

ctc
Leu
115

cCccC
Pro

gtc
val

tag
Trp

att
Ile

ccc
Pro
195

agc
ser

cgg
Arg

&ty

cac
Hi1s

gcc
Ala
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(1059)

tct gag gaa gt? gag ctt gag ccc tge ctg
ser Glu Glu val Glu Leu Glu Pro Cys Leu

caa gag cag gag ctg aca gta gcc ctt ggg
ggn Glu GIn Glu Leu ;Er val Ala Leu Gly

tgt 9?9 Cgg gct gag cgt ggt ggc cac tgg
Cys Gly Arg Ala ggu Arg Gly Gly His Z;p

ctg gca cct gct g?c cgt gta cgg g?c tgg
Leu Ala Pro ?}a Gly Arg val Arg goy Trp

gcc age ttc cta cct gag gat gct g?c cgc
Ala ser ;ge Leu Pro Glu Asp 9}a Gly Arg

ggc tcc atg atc gtc ctg cag aat ctc acc
Gly Sgr Met Ile val Leu GIn Asn Leu Thr
8 20

ttg acc tcc agec aac gat gat gag gac ccc
igg Thr Ser Ser Asn Qag Asp Glu Asp Pro

tcg aat agg cac agt tac ccc cag caa gca
Ser Asn Arg His igg Tyr Pro GIn GIn Q;?

cag cgc atg gag aag aaa ctg cat gca gta
GIn Arg Met g}g LyS Lys Leu His ?18 val

aag ttc cgc tgt cca gct gca g?c aac ccc
Lys Phe ég Cys Pro Ala Ala gsg Asn Pro

ctt aag gat g?a cag gcc ttt cat g?g gag
Leu i%g Asp Gly GIn Ala 298 His Gly Glu

€gg ctg cgc cat cag cac tgg agt ctc gt
Arg Leu Arg His Gln His Trp Ser Leu Va
180 185

tcg gac cgc g?c aca tac acc tgc ctg gta
Ser Asp Arg Gly 535 Tyr Thr Cys Leu ng

atc cgt tat aac tac ctg cta gat gtg ctg
ITle Arg Tyr gig Tyr Leu Leu Asp Val Leu
220

ccc ate c¢tg cag gcc g?g Ctc¢ ccg gcc aac
Pro Ile Egg Gln Ala Gly Leu ;gg Ala Asn

agc gac gtg gag ctg ctg tgc aag gtg tac
ser Asp Val Glu Leu Leu Cys Lys val Tyr
245 250

atc cag tgg ctg aag cac atc gtc atc aac

Ile GIn Trp Leu Lys His Ile val Ile Asn
260 265

gac g?t ttc ccc tat gtg caa gtc cta aag
Asp Gly Phe Pro Tyr val GIn val Leu Lys
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gct
Ala

cag
Gln
30

tac
Tyr

agg
Arg

tac
Tyr

ttg
Leu
aag
Lys
110

ccc
Pro

cct
Pro

acg
Thr

aac
Asn

atg
Met
190

a
3

acc
Thr

agc
ser

ety
270

act
Thr

ccc
Pro
15

cct
Pro

aag
Lys

aly

ctc
Leu

att
Ile
95

tece
Ser

tac
Tyr

gcg
Ala

ccce
Pro
cgc
Ar

175
dag
Glu

aac
Asn

<gg
Arg

aca
Thr
gat
AS

255
agc
ser

gca
Ala

agc
ser

cgc
Arg

tgc
Cys
80

aca
Thr

cat
His

tag
Trp

oty

acc
Thr
160

att

g Ile

agc
Ser

gct
Ala

tcc
Ser

gcc
Ala
240

gcc

p Ala

agc
ser

gac
Asp

48

926

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864
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275 280 285

atc aat agc tca gag gtg gag gtc ctg tac ctg cgg aac gtg tca gcce 912
Ile 938 Ser Ser Glu va ggg val Leu Tyr Leu ggg Asn val Ser Ala

gag gac gca ggc gag tac acc tgc ctc gca g?c aat tcc atc g?c ctc 9260
Glu Asp Ala Gly Glu Tyr Thr Cys Leu Ala Gly Ash Ser Ile Gly Leu
305 310 315 320

tcc tac cag tct gcc tgg ctc acg gtg ctg cca gag gag gac ccc aca 1008
ser Tyr GIn Ser g;g Trp Leu Thr va 553 Pro Glu Glu Asp g;g Thr

tgg acc gca gca gcg ccc gag gcc gect age cat cac cat cat cat cac 1056
Trp Thr Ala glg Ala Pro Glu Ala élg Ser His His His ggg His His

tga 1059

<210> 40

<211> 352

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40
Leu Glu Ala Ser Glu Glu val Glu Leu Glu Pro Cys Leu Ala Pro Ser
1 5 10 15

Leu Glu GlIn ggn Glu GIn Glu Leu ggr val Ala Leu Gly ggn Pro val

Arg Leu ggs Cys Gly Arg Ala ggu Arg Gly Gly His Igp Tyr Lys Glu

Gly ggr Arg Leu Ala Pro é}a Gly Arg val Arg ggy Trp Arg Gly Arg

Leu Glu ITe Ala Ser Phe Leu Pro Glu Asp Ala Gly Arg Tyr Leu Cys
65 70 75 80

Leu Ala Arg Gly Ser Met Ile val Leu GIln Asn Leu Thr Leu Ile Thr
85 20 95

Gly Asp ser Leu Thr Ser Ser Asn Asp Asp Glu Asp Pro Lys Ser His
100 105 110

Arg Asp Leu Ser Asn Arg His Ser Tyr Pro Gln GIn Ala Pro Tyr Trp
115 120 125

Thr His Pro GIn Arg Met Glu Lys Lys Leu His Ala val Pro Ala Gly
130 135 140

Asn Thr val Lys Phe Arg Cys Pro Ala Ala Gly Asn Pro Thr Pro Thr
145 15 155 160

Ile Arg Trp Leu Lys Asp Gly GIn Ala Phe His Gly Glu Asn Arg Ile
165 170 175

Gly Gly Ile Arg Leu Arg His GIn His Trp Ser Leu val Met Glu Ser
180 185 190
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val

val

Pro

225

val

GlIn

Phe

Ile

Glu

305

Ser

val

Gly

210

His

val

Pro

Gly

Asn

290

Asp

Tyr

Pro

195

Ser

Arg

Gly

His

Ala

275

Ser

Ala

GlIn

Trp Thr Ala

<210>
<211>
<212>
<213

<220>
<221>
<222>

<400>

ctg
Leu
1

tgg
Trp

&y

acc
Thr

att
Ile
65

agc
ser

a
%

aca
Thr

aac
Asn

atc
Ile
50

ey

gt
va

41
726
DNA
Homo

CcDS
.

41
gcc
Ala

cac
His

acc
Thr
35

cgc
Arg

&y

gt
Va

Ser

Ile

Pro

ser

Ile

260

AsSp

Ser

Gly

Ser

Ala
340

Asp

Arg

Ile

Asp

Gin

Gly

Glu

Glu

Ala

325

Ala

sapiens

tct
ser

ccc
Pro
20

gtc
val

tgg
Trp

att
Ile

ccc
Pro

. (726)

gag
Glu

cag
GIn

aag
Lys

ctt
Leu

cgg
Arg

teg
Ser
85

Arg

TYyr

Leu
230

val

Trp

Phe

val

TYyr
310

Trp

Pro

aa
g1u

cgc
Arg

ttcC
Phe

aag
Lys

ctg
Leu
70

gac

Gly

Asn
215

GIn

Glu

Leu

Pro

Glu
295

Thr

Leu

Glu

gt
va

atg
Met

cgc
Arg

gat
Asp
55

cgc
Arg

cgc
Arg

Thr Tyr Thr Cys Leu val
200

Tyr
Ala
Leu
Lys
Tyr
280
val
Cys

Thr

Ala

gag
Glu

tgt
Cys
40

gga
Gly

cat
His

oty
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Leu

Gly

Leu

His
265

val

Leu

Leu

val

Ala
345

ctt
Leu

aag
LyS
25

cca
Pro

ca
aln

cag
GIn

aca
Thr

Leu

Leu

Cys
250

Ile

GlIn

Tyr

Ala

Leu
330

ser

gag
Glu
10

dada
Lys

gct
Ala

gcc
Ala

cac
H1s

tac
Tyr
90

Asp

Pro
235

Lys

val

val

Leu

His

cCcC
Pro

ctg
Leu

gca
Ala

Tttt
Phe

tagg
Trp
75

acc
Thr

Pagina

val
220

Ala
val
Ile

Leu

Glu

His

tgc
Cys

cat
H1s

Ty

cat
H1s
60

agt
Ser

tgc
Cys

205

Leu
Asn
Tyr
Asn

Lys
285

Asn
Ser
Glu

His

caa
GIn

gca
Ala

aac
Asn
45

&ty

ctc
Leu

ctg
Leu

Glu

Glu

Thr

ser

val

Ile

ASp

His
350

gca
Ala

gta
val
30

cCcC
Pro

gta
val

Asn

Arg

Thr

Asp

ser

Ala

ser

Gly

Pro

335

His

ccc
Pro
15

cct g

Pro

acg
Thr

aac
Asn

atg
Met

gag
Glu
95

Ala

Ser

Ala
240

Ala

Ser

Asp

Ala

Leu
320

Thr

His

tac
Tyr

Ala

ccc
Pro

cgc
Arg

gag
Glu
80

adcC
Asn

48

96

144

192

240

288




gct
Ala

tce
ser

cc
g1a

gcc
Ala
145

agc
ser

gac
Asp

gcc
Ala

ctc
Leu

aca
Thr
225

cac
His

gt
Va

ccg
Pro

gt
va
130

cag
GIn

tte
Phe

atc
Ile

gag
Glu

tce
ser
210

tag
Trp

tga

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Leu Glu Ala
1

Trp

Gly

Thr

Ile

65

Ser

Ala

Thr

Asn

Ile

50

Gly

val

val

aly

cac
His
115

gt
Va

cccC
Pro

&ty

aat
Asn

gac
AS

195
tac

Tyr

acc
Thr

42
241
PRT
Homo

42
His
Thr
35
Arg
Gly

val

Gly

agc
ser
100

€99
Arg

aly

cac
His

cc
213

agce
Ser
180

gca

p Ala

cag
G1n

gca
Ala

atc
Ile

ccC
Pro

agc
Ser

atc
Ile

gac
Asp
165

tca
ser

&ty

tct
Ser

gca
Ala

sapiens

Ser

Pro

20

val

Trp

Ile

Pro

ser
100

Glu
5

Gln
Lys
Leu
Arg
ser

85

Ile

cgt
Arg

atc
Ile

gac
Asp

cag
GIn
150

ggt
Gly

gag
Glu

gcce
Ala

9cg
230

Glu

Arg

Phe

Lys

Leu

70

Asp

Arg

tat
Tyr

ctg
Leu

gt
va
135

tag
Trp

ttc
Phe

gt
va

tac
Tyr

TP
215

ccC
Pro

val

Met

Arg

Asp

55

Arg

Arg

Tyr

aac
Asn

cag
G1n
120

ag
gTu

ctg
Leu

ccc
Pro

ag
gTu

acc
Thr
200

ctc
Leu

gag
Glu

Glu

Glu

His

Gly

Asn
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tac
Tyr
105

gcc
Ala

ctg
Leu

aag
Lys

tat
Tyr

gtc
val
185

tgc
cys

acg
Thr

gcc
Ala

Leu

Lys

Pro

Gin

GIn

Thr

Tyr
105

ctg
Leu

ety

ctg
Leu

cac
His

gt
va
170

ctg
Leu

ctc
Leu

gt
va

gct
Ala

Glu
10

Lys
Ala
Ala
His
Tyr
90

Leu

cta
Leu

ctc
Leu

tgc
Cys

atc
Ile
155

caa
GIn

tac
Tyr

gca
Ala

ctg
Leu

agc
Ser
235

Pro

Leu

Ala

Phe

Trp

75

Thr

Leu
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gat
Asp

ccg
Pro

aag
Lys
140

gtc
val

gtc
val

ctg
Leu

&y

cca
Pro
220

cat
His

cys
His
Gly
His
60

ser

Cys

Asp

gt
va

gcc
Ala
125

gt
va

atc
Ile

cta
Leu

cgg
Arg

aat
Asn
205

gag
Glu

cac
His

GIn

Ala

Asn

45

Gly

Leu

Leu

val

ctg
Leu
110

aac
Asn

tac
Tyr

aac
Asn

aag
LyS

aac
Asn

190

tcc
Ser

gag
Glu

cat
His

Ala
val
30

Pro
Glu
val

val

Leu
110

gag
Glu

acc
Thr

agc
Ser

&ty

act
Thr
175

gt
va

atc
Ile

gac
Asp

cat
His

Pro
15

Pro
Thr
Asn
Met
Glu
95

Glu

cgg
Arg

aca
Thr

gat
Asp

agc
ser

160

ca
21&

tca
ser

ggc
Gly

ccc
Pro

cat
His
240

Tyr

Ala

Pro

Arg

Glu

80

Asn

Arg

336

384

432

480

528

376

624

672

720

726




Ser

Ala

Ala

145

ser

Asp

Ala

Leu

Thr

225

His

Pro

val

130

GIn

Phe

Ile

Glu

ser

210

Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

Cctt
Leu
1

ctg
Leu

agg
Arg

&y

ctg
Lel
65

ctg
Leu

gat
Asp

gag
Glu

gag
Glu

ctg
Leu

agc
ser
50

gag
Glu

gcc
Ala

gac
Asp

His
115
val
Pro

Gly

Asn

Thr

43
1059
DNA

Arg

Gly

His

Ala

Ser

180

Ala

GIn

Ala

Mus sp.

CDS
..

43
gcc
Ala

cag
GIn

tgc
Cys
35

cgc
Arg

atc
Ile

cgt
Arg

tcc
Ser

Pro

Ser

Ile

Gly

ser

Ala

(1059

tct
ser

caa
GIn
20

tot
cys

cta
Leu

gce
Ala

ety

tta
Leu

gag
Glu

gag
Glu

&ty

gca
Ala

agce
Ser

tce
ser
85

acc
Thr

Ile

Asp

Gln
150

Gly

Glu

Glu

Ala

Ala
230

gaa
Glu

cag
GIn

cgc
Arg

tct
ser

ttc
Phe
70

atg
Met

tcc
Ser

Leu

val
135

Trp

Phe

val

Tyr

Trp

Pro

atg
Met

gt
va

ace
Thr

gct
Ala
55

ctt
Leu

acc
Thr

atc
Ile
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GIn Ala Gly Leu Pro
120

Glu

Leu

Pro

Glu

Thr
200

Leu

Glu

gag
Glu

ttg
Leu

gag
Glu
40

999
Gly

cct
Pro

tc
3a1

agt
ser

Leu

Lys

Tyr

val
185

Ccys

Thr

Ala

cag
GIn

acg
Thr
25

cgt
Arg

cga
Arg

gag
Glu

ta
3a1

aat
Asn

Leu
His

val
170

Leu
Leu
val

Ala

gag
Glu
10

gt
va

&y

gta
val

gat
Asp

cac
His
90

gat
Asp

Cys

Ile
155

Gln

Tyr

Ala

Leu

ser
235

ccc
Pro

gce
Ala

cgt
Arg

€gg
Arg

gct
Ala
75

aat
Asn

gaa
Glu

Pagina

Lys
140

val
val
Leu
Gly

Pro
220

His

tgc
Cys

ctg
Leu

cac
His
ggt
60

&ty

ctt
Leu

gac
Asp
28

Ala
125

val

Ile

Leu

Arg

Asn
205

Glu

His

cta
Leu

999
Gly

tgg
Trp
45

tgg
Trp

cga
Arg

ac
The

CcC
Pro

Asn

Tyr

Asn

Lys

Asn
190

Ser

Glu

His

gcce
Ala

cag
Glin
30

tac
TYyr

aga
Arg

tac
Tyr

ttg
L.eu

aag
Lys

Thr
ser
Gly

Thr
175

val
Ile
Asp

His

cca
Pro
15

cct
Pro

aaa
Lys

aly

ctc
Leu

ctt
Leu
95

aca
Thr

Thr

Asp

ser
160

Ala

Ser

Gly

Pro

His
240

atc
Ile

gt
va

ga
a1

cgc
Arg

tgc
Cys
80

atg
Met

ctc
Leu

48

96

144

192

240

288

336
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100 105

agc agc tcc tcg agt g?t cat gtc tac cca cag caa gca ccc tac tgg 384
ser ser iir Ser ser Gly His ng Tyr Pro GIn Gln ?}% Pro Tyr Trp
5

aca cac ccc caa cgc atg gag aag aaa ctg cat gca gtg cct gcc ggg 432
Thr 2;3 Pro Gln Arg Met g;g Lys Lys Leu His ng val Pro Ala Gly

aat act gtc aaa ttc cgc tgt cca gct geca g?g aac ccc atg cct acc 480
Asn Thr val Lys Phe Arg Cys Pro Ala Ala Gly Asn Pro Met Pro Thr
145 150 155 160

atc cac tgg ctc aag gat gga cag gcc ttc cac g?g gag aat cgt att 528
Ile His Trp Leu i%? Asp Gly GIn Ala ;98 His Gly Glu Asn Q;g Ile

g?a g?c att cgg ctg cgc cac caa cac tgg agc ctg gtg atg gaa agt 576
Gly Gly Ile Qgg Leu Arg His GlIn ggg Trp Ser Leu Va ggg Glu Ser

gtg gta ccc tcg gac cgt ggc aca tac aca tgc ctt gtg gag aac tct 624
val val ;gg Ser Asp Arg Gly 585 Tyr Thr Cys Leu ggs Glu Asn Ser

ctg g?t agc att cgc tac agc tat ctc ctg gat gtg ¢tg gag cgg tcc 672
Leu gl% ser Ile Arg Tyr gig Tyr Leu Leu Asp Xgo Leu Glu Arg Ser

CCg cac cgg ccc atc ctg cag gcg g?g Ctc cca gcc aac acc aca gct 720
Pro His Arg Pro Ile Leu Gln Ala Gly Leu Pro Ala Asn Thr Thr Ala
225 230 235 240

gtg gt g?c agc gac gtg gag cta ctc tgc aag gtg tac agc gac gcc 768
val val Gly Sser éi? val Glu Leu Leu ggg Lys val Tyr Sser égg Ala

cag ccc cac ata cag tgg ctg aaa cac gtc gtc atc aac g?c agc agc 816
GIn Pro His %%8 Gln Trp Leu Lys gég val val Ile Asn g7y ser Ser
0

ttc g?c gcc gac ggt ttc ccc tac gta caa gtc ctg aag aca aca gac 864
Phe Gly g;§ Asp Gly Phe Pro ;%5 val GIn val Leu 5§§ Thr Thr Asp

atc aat agc tcg gag gta gag gtc ttg tat ctg agg aac gtg tcc gct 912
Ile ggg Ser Ser Glu val g;g val Leu Tyr Leu ggg Asn val ser Ala

gag gat gca g?a gag tat acc tgt ctg gcg g?c aac tcc atc g?c ctt 960
Glu Asp Ala Gly Glu Tyr Thr Cys Leu Ala Gly Asn Ser Ile Gly Leu
305 310 315 320

tcc tac cag tca gcg tgg ctc acg gtg ctg cca gag gaa gac ctc acg 1008
Ser Tyr GIn Ser Ala Trp Leu Thr val Leu Pro Glu Glu Asp Leu Thr
325 330 335

tgg aca aca gca acc cct gag gcc gct agc cat cac cat cat cat cac 1056
Trp Thr Thr Ala Thr Pro Glu Ala Ala Ser His His His His His His

340 345 350
tga 1059
<210> 44
<211> 352
<212> PRT
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gt
va

aag
Lys

tcc
ser

tcc
ser

ctc
Leu

ccc
Pro
470

aly

atg
Met

ctg
Leu
tat
Tyr
550
cca
Pro

ctc
Leu

atg
Met
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(54) Tiulo:  ANTAGONISTAS ESPECIFICOS DEL RECEPTOR FGF-R4

Reivindicacion(es):

1.  Antagonista del receptor FGF-R4, caracterizado por
que es un anticuerpo que se une de manera especifica a FGF-
R4

2. Antagonista segun la reivindicacion 1, caracterizado por
que se une al dominio D2-D3 del receptor FGF-R4.

3.  Anticuerpo seglin una de las reivindicaciones 1y 2,
caracterizado por que se une al dominio D2 del receptor FGF-
R4.

4. Antagonista segin una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que tiene un Ko con respecto
al receptor FGF-R4 determinado por la técnica Resonancia de
Plasmén de Superficie (Biacore) inferior a 10E-8 M.

5. Antagonista segln una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que es activo a la vez contra
FGF-R4 humano y FGF-R4 murino.

6. Antagonista segin una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que es un anticuerpo y
comprende al menos una CDR que presenta una secuencia
idéntica a una de las secuencias SEC ID N: 8, 10, 11, 12, 13,
14, 78, 74, 75, 78, 79, 80, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 93, 94, 95,
98, 99, 100, 103, 104, 105, 108, 109 6 110.

7. Antagonista seg(in una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que es un anticuerpo y
comprende las CDR de secuencia SEC ID Ne: 9, 10, 11, 12, 13
y 14 6 73, 74, 75, 78, 79 y 80 6 83, 84, 85, 88, 89 y 90 6 93,
94, 95, 98, 99y 100 6 103, 104, 105, 108, 109y 110 o una de
las CDR puede diferir en uno a dos aminodcidos con respecto
a al menos una de las secuencias citadas anteriormente,
siempre que el anticuerpo mantenga su especificidad de
unién.

8. Antagonista segin una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que es un anticuerpo cuya
parte variable de su cadena pesada comprende una secuencia
nucleotidica que presenta al menos el 80% de identidad con la

secuencia SEC ID Ne: 5, 76, 86, 96 6 106.

9. Antagonista segin una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que es un anticuerpo cuya
parte variable de su cadena ligera comprende una secuencia
nucleotidica que presenta al menos el 80% de identidad con la
secuencia SEC ID Ne: 7, 71, 81, 91 6 101.

10. Antagonista segin una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que es un anticuerpo y por que
su secuencia comprende las secuencias polipeptidicas SEC
IDN:2y466y8672y77u82y87692y976102y107.

11. Antagonista segin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, caracterizado por que induce
una inhibicién de las vias de sefializacion celular controladas
por FGF-R4..

12. Antagonista seglin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, caracterizado por que induce
una inhibicién de la angiogénesis.

13. Antagonista segln una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, caracterizado por que induce
una inhibicién de la proliferacion celular tumoral.

14. Antagonista segin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, caracterizado por que su
afinidad por FGF-R4 es 10 veces superior a su afinidad por los
otros receptores de FGF.

15. Antagonista segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que es un anticuerpo
humanizado.

16. Antagonista segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que es un anticuerpo
humano.

17. Antagonista segiin la reivindicacion 15, caracterizado
por que comprende una cadena variable ligera que presenta al
menos el 80% de identidad con una de las secuencias
polipeptidicas SEC [D N0 30 6 32.
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Bogota D.C.,
2020

Doctor(a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA
Apoderado(a) y/o Representante de
SANOFI-AVENTIS

REFERENCIA Radicacion No. 11 001540
Solicitud internacional PCT/FR2009/051343
Fecha inicio fase nacional 08/02/2011

Tramite 11
Evento 379
Actuacion 430
Oficio No.

Como resultado del examen de forma, realizado con fdidamento-enel articulo 38 de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. Con respecto al resumen y de conformidad con lo dispuesto en el articulo 31 D. 486 en el cual se establece
que el resumen consiste en una sintesis de la divulgacién técnica contenida en la solicitud de patente, debe
adecuar el resumen a los dispuesto en dicha norma, teniendo en cuenta que el extracto permitira precisar el
objeto de la invencién, sus elementos caracteristicos y el campo de aplicacion.

Anexo al presente requerimiento se sugieren los lineamientos principales para la presentacion adecuada del
resumen.

2, La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Codigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segin indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante 0 su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerar6 abandonada y
perdera su prelacion.

Continua en la pagina siguiente...

Al contestar favor indique el nimero de Sede Contro: Carrera 13 No. 27-00 Pigos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion que se encuentra a contingacién Seds CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070
Call Genter 65613240. Linea 01800-810165
Web: www.sic.gov.co s-mall: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia




Continvacién radicado No: 11 001540
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SUPERINTENDENCIA

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal @), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001,

Director de Nuevas Creaciones (c)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha

adpat1
Al contestar favor indiqus el namero de Saede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX;: 5870000

radicacion que se encuentra a continuacidn Sede CAN: Av. Cra 50 No. 28-55 int. 2 Tel; 5880070
. Call Center 6513240, Linea 01800-810185
Web: www.sic.gov.co e-mall: info@sic.gov.co
Bogoté D.C. - Colombia




ANEXO INFORMATIVO

Presentacion

El resumen debe ser claro y tan conciso como lo permita la descripcion. No debe
exceder de 250 palabras, debiendo contener preferentemente de 50 a 150
palabras y puede incluir formulas quimicas y matematicas, cuadros o figuras, en
tamafio 12x12.

Contenido

El resumen debe tratar esencialmente de lo que es nuevo y aporta la invencion al
estado de la técnica al que pertenece. De esta manera, si la naturaleza de la
invencion es la modificacion de un aparato, o la presentacién de un procedimiento,
producto o compuesto, el resumen debe enfocarse hacia la descripcion técnica de
la modificacién.

En el caso de que el documento de patente reivindique un producto,
particularmente un compuesto o componente y también contenga un
procedimiento o0 método de preparacion, éste también debe ser incluido en el
resumen.

En lo que concierne a los compuestos o composiciones quimicas, el resumen
debe contener la naturaleza quimica del compuesto o de la composicion, asi como
el campo de aplicacion. El resumen debe indicar la formula quimica que mejor
caracterice la invencion.

En lo que respecta a los procedimientos, el resumen debe explicar el tipo de
reaccion, los reactivos y las condiciones para llevar a cabo el procedimiento.

El resumen no debe contener declaraciones relativas a las ventajas asociadas a la
invencion.




Ejemplo:

Objeto de la Invencién: Derivados de fenilamidina de férmula (1) con aplicacion

como antifiingicos.

Caracteristicas de la Invencion: Compuestos fungicidas de férmula () y sales
donde: R1 es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, carbociclico o heterociclico

cada uno de los cuales se encuentra sustituido; R2
se eligen entre: ciano, acilo, -ORa o

Y R3 son iguales o diferentes y

—OSRa donde Ra es alquilo, alquenilo,

alquinilo, carbociclilo o heterociclilo, o bien, R2 y R3 forman conjuntamente con el

__atomo al cual se unen un anillo que puede sustituirse por R4 que es alquilo,
- .

alquenilo, alquinilo, carbocicliclo o heterociclilo Y qQue pueden sustituirse por
hidroxi, mercapto, azido, nitro, halogeno, ciano, acilo. R5 es igual a la definicion
contemplada para R4, R6 es un anillo carbociclico o heterociclico opcionalmente
sustituido y A es un grupo enlazante o0 ARG Y ARS forman un anillo fusionado con

el anillo de benceno M.

Figura caracteristica:

Campo de aplicacion: Produccion de a

farmacéutica

2 3
R\N _R
N-/"'k R
6
R
94 R4
A 2
5 3
4
Gy

gentes antifingicos con aplicacién




