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NIT : 800.176.089-2
.-

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

% ."!
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 11 - 0093052

Bogotad D.C., Septiembre 21 de 2041 - 16:46:40

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A.

NI 860.047.372

TIPO PAGO

*** Soporte def Pago ***

BANCO CUENTA Na. PAGQO FECHA PAGQO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 391971672 20/09/2011 1.485.039.00
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 411764636 21/09/2011 31.002.961.00

CANT. RENTISTICO

= Conceptos Pagadnq faloll
CONCEPTOQ

1 50005-01-03 CAMBIO DE MODALIDAD Y MODIFICACIOMEBRIARCAS Y LEMAS COMERCIALES

Vr.UNDITARIC  Vr.CONCEPTO
118.000.00 118.000.00

SON: **CIENTOQ DIECIOCHO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Resp

*okkdok

§able:

al

Expediente No.

Sede Centra: Carrera 13 No, 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bagetd, D.C.- Colambla

$118.000.00

Wab: www.sic.gov.co e-mai: Info@sic.gov.co Conmutador: {571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linega: 018000-910165 Call Center: (371} 6313240

. Septlembre 21 de 2011 - 16:46:47
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RECIBO DE CAJA

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 11 - 0086237

Bogota D.C., Septiembre 05 de 2011 - 08:04:49

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A.

N 860.047.372

*** Soporte del Pago ***
TIPO_PAGO BANCO CUENTA No PAGO

FECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 391971650

01/09/2011 63.528.100.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT __RENTISTICO CONCEPTO VL UNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 9 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 135.000.00 135.000.00
INDUSTRIAL $735.000.00

SON: Z*CIENTO TREINTA Y CINCO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

R*gﬂe nsable:——»\

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

Sada Centro: Carrora 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 v 10 Bogot4, D.C.- Colombla
Web: www sic.gov.co o-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linen: 018000-910165 Call Conter: {571) 6513240

. Septiembre 5 de 2011 - DR:05:12
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NIT : 800.176.089-2
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 11 - 0063247

Bogota D.C., Junio 30 de 2011 - 08:30:19

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A,

NI 860.047.372

TIPO PAGO

*** Soporte del Pago ™*

BANCO CLUENTA Na PAGO

FECHA PAGCO VR .PAG)

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 430542291

29/06/2011 29.559.200.00

CANT_ RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTO

Ve UNDITARIO Ve CONCERTO

1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 54 INFORMACION DETALLADA DE UN
IN TRAMITE

CUSTRIAL

27.000.00 27.000.00

SON: **VEINTISIETE MIL PESCS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:

Recibo de Caja Aplicado al

xpediente No,

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogotd, D.C.- Colombla

$27.000.00

Wahb: www sic.gov.co s-mai: infoi@sic.gov.co  Conmutador: (571} 5870000 Fax: (571} 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571} 6513240

. Junio 30 de 2019 - 08:30:29
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SUPERINTENDENCIA DE [INDUSTRIA Y COMERCIO
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Lo RECIBO DE CAJA No. 11 - 0067984
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota 0.C., Julio 14 de 2011 - 12:15:30
RECIEBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A. NI 860.047.372

' *** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA Na PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOCTA 062754387 456017321 13/07/2011 35.907.000.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCFEPTO) VEUNDITARIO — Vr CONCEPTO
1 50005-03-09 %FDRUOSST EE&"‘“OS DE PROPIEDAD 54 élmai?gmcmrl DETALLADA DE UN 27.000.00 27.000.00

$27.000.00

SON: "*VEINTISIETE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Rect i icado al Expediente No.

Seds Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3.4,5 y 10 Bogots, D.C.- Colombia
Web: www.slc.gov co e.mal: Info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571} 5870284 Linea: 018000-910165 Call Conter: (571) 6513240

. Julle 14 de 2047 - 12:15:55




NUEVOS ANTICUERPOS ANTI-a581 Y SUS USOS

REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS.

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional
de ios Estados Unidos Nro. 61/ 163241, presentada el 25 de marzo de 2009, cuya
revelacion se incorpora a modo de referencia en su totalidad, para todos los

propdsitos.

CAMPO DE LA INVENCION.

La presente invencibn se refiere a nuevos anticuerpos asB4, a
composiciones y equipos que comprenden los anticuerpos, y a métodos para el

uso de los anticuerpos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION.

La a5B1 integrina es una glicoproteina de membrana celular que media las
interacciones de célula—ECM (sigla en inglés de "matriz extracelular") a través de
- su ligando mayor, la fibronectina. La a5p1 integrina cumple un rol en la migracion,
diferenciacién y supervivencia celulares. Las concentraciones de a5B1 integrina
son elevadas en el endotelio vascular tumoral (por ejemplo, en carcinomas
gastrico, colorrectal, hepatocelular, uterocervical y mamario) y en otros vasos
angiogénicos. La a5B1 integrina modula la asociacion de células murales con
células endoteliales y el montaje de la matriz extracelular endotelial durante la
angiogénesis. De esta manera, la a5B1 integrina es un blanco atil para la
inhibicién de la angiogénesis y la sensibilizacion de las células a los efectos de un
antagonista de VEGF (sigla en inglés de "factor de crecimiento endotelial
vascular”).

Por lo tanto, existe en el arte una necesidad de composiciones y métodos
que se dirijan a la a5B1 integrina. La presente invencion cumple con esta y con

otras necesidades.



SINTESIS DE LA INVENCION.

La presente invencién provee nuevos anticuerpos anti—asB; derivados del
anticuerpo monocional 18C12; equipos y composiciones que comprenden los
nuevos anticuerpos anti-asBs; y métodos para su elaboracién y uso.

Una realizacion de la invencién provee un anticuerpo anti-asfq que
comprende un dominio VL que comprende una CDR-L1 (CDR: sigla en inglés de
"region de determinacion de complementariedad") que comprende TL-S/T-S/P/T-
Q/N-H-F/S-T/I-Y-K/T-I-G/D/S (SEC. ID. NRO.. 15); una CDR-L2 que
comprende L/I-N/T-S-D/H/S-G/S—S/LIT-HIY-N/K/Q/I-K/T-G/A-DIS/V (SEC. ID.
NRO.: 16); una CDR-L3 que comprende G/A-S/A/Y-SIY-Y-S/A/Y=S/YIT-GY-VII
(SEC. ID. NRO.: 17); y un dominio VH que comprende una CDR-H1 que
comprende GFTFS-N/A-RW-IV~Y (SEC. ID. NRO.: 18); una CDR-H2 que
comprende GIKTKP-N/A/T-I/R-YAT-E/Q-YADSVKG (SEC. ID. NRO.: 19); y una
CDR-H3 que comprende LNV-TG-M/K-R/K-YFDY (SEC. ID. NRO.: 20). En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti-asB: comprende un dominio VL que
comprende una CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde cada una comprende una
secuencia expuesta en Figura 3 y un dominio VH que comprende una CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3, donde cada una comprende una secuencia expuesta en la
Figura 3; es decir, un dominio VL que comprende una CDR-L1 que comprende
una secuencia expuesta en SEC. ID. NRO.: 21, 22, 23, 6 24, una CDR-L2 que
comprende una secuencia expuesta en SEC. ID. NRO.: 25, 26, 27, 6 28, y una
CDR-L3 que comprende una secuencia expuesta en SEC. ID. NRO.: 29, 30, 31,
0 32; y un dominio VH que comprende una CDR-H1 que comprende una
secuencia expuesta en SEC. ID. NRO.: 34 6 35, una CDR-H2 que comprende
una secuencia expuesta en SEC. ID. NRO.. 36 6 37, y una CDR-H3 que
comprende una secuencia expuesta en SEC. ID. NRO.: 38, 39 6 40. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti~asB; comprende un dominio VL que comprende
cualquiera de SEC. ID. NROS.: 3-8 y un dominio VH que comprende cualquiera
de SEC. ID. NROS.: 11-14. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—asf;
comprende un dominio VL que comprende SEC. ID. NRO.: 4 y un dominio VH que

comprende SEC. ID. NRO.: 11. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-asf31



comprende un dominio VL que comprende SEC. ID. NRO.: 5 y un dominio VH que
comprende SEC. ID. NRO.: 12. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—asf1
comprende un dominio VL que comprende SEC. ID. NRO.: 6 y un dominio VH que
comprende SEC. ID. NRO.: 13. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—asp+
comprende un dominio VL que comprende SEC. ID. NRO.: 7 y un dominio VH que
comprende SEC. ID. NRO.: 13. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—aspB4
comprende un dominio VL que comprende SEC. ID. NRO.: 8 y un dominio VH que
comprende SEC. ID. NRO.: 14. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—sf34
es humano, humanizado o quimérico. En una realizacion, el anticuerpo anti—asp
es un anticuerpo monoclonal. En aigunas realizaciones, el anticuerpo anti—aspB,
compite con el anticuerpo 18C12 por la unién a asBy integrina. En algunas
realizaciones, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo quimérico. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti—asBy es un fragmento de anticuerpo que se une a
asB1. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-asf; se selecciona de: un
fragmento Fab, Fab’, un fragmento F(ab),, Fv de cadena simple (scFv), un
fragmento Fv; un diacuerpo y un anticuerpo lineal. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti~asBy es un IgG1 de longitud completa o un IgG4 de longitud
completa. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-osB¢ es un anticuerpo
biespecifico o un anticuerpo multiespecifico. En algunas realizaciones, el
anticuerpo biespecifico se une a VEGF y asB1 y es un antagonista de VEGF. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti—asf31 tiene una funcién efectora alterada.
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—asfy esta alterado de modo de
disminuir o evitar la actividad de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC, por sus siglas en inglés) o de citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC, por sus siglas en inglés) (por ejemplo, alterando la secuencia de acido
nucleico que codifica la porcidn Fc del anticuerpo). En algunas realizaciones, la
porcion Fc del anticuerpo comprende una sustitucion N297A. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti—asB+ ha sido modificado de modo de incrementar
o disminuir su semivida en humanos (por ejemplo, alterando la secuencia de acido
nucleico que codifica la porcién Fc del anticuerpo). En algunas realizaciones, el

anticuerpo asB¢ es parte de un inmunoconjugado que estd conjugado a otra



entidad (por ejemplo, un agente terapéutico o una marca detectable). En algunas
realizaciones, la entidad terapéutica es un agente citotoxico (por ejemplo, un
isdtopo radiactivo, una toxina, un agente inhibidor del crecimiento, o un agente
quimioterapéutico). En algunas realizaciones, la marca detectable es un colorante
fluorescente, un radicisétopo, 0 una enzima.

Ofras realizaciones de la invencién proveen moléculas de acido nucleico
que codifican cualquiera de los anticuerpos anti—asB; que se describen en la
presente solicitud; vectores de expresién que comprenden los acidos nucleicos, y
células huéspedes que comprenden los acidos nucleicos. Aun otras realizaciones
de la invencion proveen métodos para la produccién de cualquiera de los
anticuerpos anti—asBy que se describen en esta solicitud, donde los métodos
comprenden el cultivo de las células huéspedes de modo de producir el
anticuerpo. En algunas realizaciones, los métodos ademas comprenden la
recuperacion del anticuerpo de la célula huésped.

Ofras realizaciones de la invencion proveen composiciones farmacéuticas
que comprenden un anticuerpo para asf; de esta invencién y un portador
farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas comprenden ademas por lo menos uno, dos, tres, cuatro o mas
agentes adicionales, que incluyen, por ejemplo, un antagonista de VEGF. En
algunas realizaciones, los agentes adicionales se seleccionan de un agente
citotdxico, un agente quimioterapéutico, un agente inhibidor del crecimiento, o un
agente antiangiogénico. En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF es un
anticuerpo anti-VEGF. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-VEGF es
bevacizumab. Asimismo, la invencion provee articulos de fabricacion y equipos
gue comprenden instrucciones para la deteccion de aspy (por ejemplo, en un
sujeto que se ha tratado con un antagonista de VEGF).

Otra realizacién de la invencién provee métodos de tratamiento de sujetos
que sufren de una enfermedad o un trastorno que involucra la angiogéﬁesis,
permeabilidad vascular o pérdida vascular anormales. Los métodos comprenden
la administracién al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de los

anticuerpos anti—-asB1 que se describen en la presente solicitud, a fin de tratar de



este modo la enfermedad o el trastorno (por ejemplo, mediante [a inhibicién parcial
o completa de la angicgénesis, la permeabilidad vascular o la pérdida vascular
anormales). En algunas realizaciones, se administra ademas al sujeto un
antagonista de VEGF. En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF vy el
anticuerpo anti-asf1 se administran en forma conjunta. En algunas realizaciones,
el antagonista de VEGF y el anticuerpo anti—asBi se administran en forma
sucesiva. En algunas realizaciones, la enfermedad o el trastorno es sensible a las
terapias con antagonista de VEGF. En algunas realizaciones, la enfermedad o el
trastorno se selecciona de: un tipo de cancer, una enfermedad inmunitaria 0 una
enfermedad ocular. De acuerdo con una realizacién, la enfermedad o el trastorno
se selecciona de: un tumor sélido, un tumor metastasico, un tumor de tejido
blando, una enfermedad que tiene neovascularizacién ocular, una enfermedad
inflamatoria que presenta angiogénesis anormal, una enfermedad que surge como
consecuencia del trasplante en el sujeto, y una enfermedad que presenta
proliferacién anormal de tejido fibrovascular. De acuerdo con ofra realizacion, el
cancer se selecciona de: cancer de mama (que incluye cancer de mama
metastasico), cancer cervical, cancer colorrectal (que incluye cancer colorrectal
metastasico), cancer de pulmén (que incluye cancer de pulmén de células no
pequenas), linffoma no hodgkiniano (NHL, por sus siglas en inglés), leucemia
linfocitica cronica, cancer de ceélula renal, cancer de prostata que incluye cancer
de préstata con resistencia hormonal, cancer de higado, cancer de cabeza y
cuello, melanoma, cancer de ovario, mesotelioma, cancer de tejido blanco, tumor
estromal gastrointestinal, glioblastoma muiltiforme y mieloma multiple. De acuerdo
con otra realizacion, la enfermedad se selecciona de: retinopatia, degeneracion
macular relacionada con la edad (por ejemplo, ADM (sigla en inglés de
"degeneracion macular de la edad") hiameda), edema macular diabético, oclusion
venosa retiniana (RVO, por sus siglas en inglés) y AMD seca/atrofia geografica
(para la prevencion del avance a AMD hameda) rubeosis; soriasis, una
enfermedad renal inflamatoria, sindrome urémico hemolitico, nefropatia diabética
(por ejemplo, retinopatia diabética proliferativa), artritis (por ejemplo, artritis

soriasica, artrosis, artritis reumatoide), enfermedad intestinal inflamatoria,

10



inflamacién cronica, desprendimiento de retina crénico, uveitis cronica, vitritis
cronica, rechazo de injeto corneal, neovascularizacion  corneal,
neovascularizacidn de injerto corneal, enfermedad de Crohn, miopia, enfermedad
neovascular ocular, enfermedad de Paget, penfigoide, poliarteritis, queratotomia
radial poslaser, neovascularizacion retiniana, sindrome de Sogren, colitis ulcerosa,
rechazo de injerto, inflamacién pulmonar, sindrome nefrético, edema, ascitis
asociadas con enfermedades malighas, accidente cerebrovascular, angiofiboroma y
glaucoma neovascular. En una realizacién, los métodos ademas comprenden la
administracion de un agente terapéutico adicional (por ejemplo, un agente
antineoplasico, un agente quimioterapéutico, un agente inhibidor del crecimiento, o
un agente citotdxico) al sujeto.

Aun ofra realizacion de la invencion provee métodos de tratamiento de
cancer en un sujeto, donde los métodos comprenden: la administracién al sujeto
de una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de VEGF y un
anticuerpo anti—asB4. En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF vy el
anticuerpo anti—asB3¢ se administran en forma conjunta. En algunas realizaciones,
el antagonista de VEGF y el anticuerpo anti—asB4 se administran en forma
sucesiva. En algunas realizaciones, el cancer es sensible a las terapias con
antagonista de VEGF.

Una realizacién adicional de la invencion provee métodos de tratamiento de
la degeneracién macular relacionada con la edad (AMD) (que incluye, por ejemplo,
degeneracion macular relacionada con la edad himeda) en un sujeto que sufre de
AMD, donde los métodos comprenden: la administracion al sujeto de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un antagonista de VEGF y un anticuerpo anti—asB4. En
algunas realizaciones, el antagonista de VEGF y el anticuerpo anti—asBs se
administran en forma conjunta. En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF
y el anticuerpo anti—asB; se administran en forma sucesiva. En aun otra
realizacién, se provee un método de tratamiento de una enfermedad
autoinmunitaria en un sujeto, que comprende la etapa de la administracion de una
cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de VEGF y un antagonista de

asB1, en forma conjunta o sucesiva.
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En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF se administra
inicialmente al sujeto por tratar, y subsiguientemente, se administra al sujeto el
anticuerpo anti~as3+. En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF y el
antagonista de asB4 se administran al sujeto en forma simultdnea. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti—asBs se administra inicialmente al sujeto por
tratar, y subsiguientemente, se administra al sujeto el antagonista de VEGF. En
algunas realizaciones, el sujeto es tratado con el antagonista de VEGF hasta que
el sujeto ya no responde al tratamiento con antagonista de VEGF, y luego, se trata
el sujeto con el anticuerpo anti—asBy. En una realizacion particular, el sujeto se
trata con el antagonista de VEGF cuando el cancer no es invasivo, o cuando se
presenta en una etapa temprana, y se trata con el anticuerpo anti—asB+1 cuando el
cancer es invasivo. En otra realizacién, el sujeto tratado con el anticuerpo anti—
asP. tiene elevadas concentraciones de as31 en un tejido- enfermo, en comparacion
con tejido de un sujeto que no sufre de la enfermedad, ¢ en comparacién con
tejido no enfermo. En este caso, el método ademas puede incluir la etapa de
deteccion de asBs en el sujeto, por ejemplo, en un tejido enfermo luego del
tratamiento con un antagonista de VEGF. De acuerdo con una realizacién, el
cancer invasivo es un cancer con metastasis. De acuerdo con otra realizacion, el
cancer en etapa temprana es un tipo de cancer tratado con terapia
complementaria (por ejemplo, quimioterapia o remocién quirdrgica).

De acuerdo con una realizacién de esta invencién, el sujeto por ser tratado
con un anticuerpo anti-asBy sufre una recaida luego del tratamiento con
antagonista de VEGF, o se ha tornado resistente al tratamiento con antagonista de
VEGF. De acuerdo con otra realizacion, el sujeto por ser tratado con un anticuerpo
anti—-asB4 y un antagonista de VEGF sufre de un tipo de cancer metastasico, o ha
sido tratado previamente con terapia complementaria. En una realizacién, el
paciente candidato ha sufrido una recaida, o es resistente a un agente
quimioterapéutico tal como irinotecano. Ejemplos de dichas enfermedades
incluyen, sin limitacidn, cancer colorrectal metastasico, cancer colorrectal
metastasico de recaida, cancer de mama metastasico, cancer de mama

metastasico de recaida, cancer de mama metastasico HER2®, cancer de mama
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tratado con tratamiento complementario, cancer de mama HER2® tratado con
tratamiento complementario, cancer pancreatico metastasico, cancer de colon
tratado con tratamiento complementario, -cadncer de pulmon de células no
pequefias, cancer rectal tratado con tratamiento complementario, cancer de
puimon de células no pequefas tratado con tratamiento complementario, cancer
de pulmén de células no pequefias metastasico, cancer de ovario metastasico,
cancer de ceélula renal metastasico, y cancer de célula renal tratado con
tratamiento complementario.

De conformidad con una realizacién, se administra al sujeto que sufre de
una enfermedad descripta en esta solicitud un tratamiento de mantenimiento luego
del tratamiento para la enfermedad con un antagonista de VEGF, donde el
tratamiento de mantenimiento consiste en un antagonista de asf34 solo, o en forma
sucesiva o conjunta con un antagonista de VEGF.

En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF se selecciona de: un
anticuerpo, una inmunoadhesina, un pepticuerpo, una molécula pequefia y un
acido nucleico que hibrida a una molécula de acido nucleico que codifica VEGF en
condiciones rigurosas (por ejemplo, ribozima, ARNsi y aptdmero). En algunas
realizaciones, el antagonista de VEGF es un anticuerpo (por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal). De acuerdo con una realizacién, el anticuerpo anti-VEGF
es capaz de ser inhibido en forma competitiva para la union a VEGF humano por
el anticuerpo Avastin®. De acuerdo con otra realizacion, e! anticuerpo anti-VEGF
es humano, humanizado o quimérico. De acuerdo con una realizacién especifica,
el anticuerpo anti-VEGF es el anticuerpo Avastin®. De acuerdo con otra
realizacion, el anticuerpo anti-VEGF se selecciona del grupo que consiste en un
fragmento Fab, Fab’, un fragmento F(ab),;, Fv de cadena simple (scFv), un
fragmento Fv; un diacuerpo y un anticuerpo lineal. De acuerdo con otra
realizacion, el antagonista de VEGF es un anticuerpo biespecifico que se une
tanto a VEGF como a asp+ y es ademas un antagonista de asf34.

Una realizacién adicional de la invencion provee métodos de deteccion de
proteina asB+ en una muestra que se sospecha contiene la proteina asPy. Los

métodos comprenden: (1) el contacto de los anticuerpos que se describen en la
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presente solicitud, con la muestra; y la detecciéon de la formacién de un complejo
entre el anticuerpo anti—asB; y la proteina asBs. En algunas realizaciones, la
muestra es de un paciente diagnosticado con una enfermedad caracterizada por la
angiogénesis anormal, la permeabilidad vascular anormal, o la pérdida vascular.
Estas y otras realizaciones de la invencion se describen adicionalmente en

la descripcion detallada que sigue.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS.

La Figura 1 representa la alineacion de secuencias de los dominios
variables de cadena liviana para los siguientes: lambda Ill humano; 18C12 de
hamster; 18C12.v.1.1 quimérico; h18C12.v3; h18C12.v6; h18C12.v6.1.Lam3;
h18C12.v6.2Lam3; y h18C12.v6.1.5.

La Figura 2 representa alineaciones de secuencias del dominio variable de
cadena pesada para los siguientes: 18C12 de hamster; h18C12.v3; h18C12.v6;
h18C12.v6.1.Lam3; h18C12.v6.2Lam3; y h18C12.v6.1.5.

La Figura 3 representa secuencias CDR de las variantes maduradas para
afinidad de h18C12v3 y h18C12.v3: h18C12.v6; h18C12.v7; h18C12.v9,
h18C12.v15; h18C12.v16; h18C12.v28; h18C12.v30; h18C12.v51; h18C12.v54,
h18C12.v70; y h18C12.v78.

La Figura 4 representa los resultados de un ensayo ELISA de competicion
de fagos que demuestra la unién del clon parental h18C12.v3 y las variantes
maduradas para afinidad de 18C12 h18C12.v6;, h18C12.v7;, h18C12.v9;
h18C12.v15; h18C12.v16; h18C12.v28; h18C12.v30; h18C12.v51; h18C12.v54,
h18C12.v70; y h18C12.v78, a asB integrina humana.

La Figura 5 representa los resultados de un andlisis BIACORE® de unién
del clon parental h18C12.v3 y las variantes maduradas para afinidad de
h18C12.v3 h18C12.v6; h18C12.v15; h18C12.v54; y h18C12.v70 a a5B1 integrina
humana.

La Figuré 6 representa los resultados de un analisis BIACORE® de unién de

18C12 quimeérico y h18C12.v6.1.Lam3 a asB4 integrina humana.

NG
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La Figura 7 representa los resultados de un analisis BIACORE® de union de
h18C12.v6.1 clones  h18C12.v6.1.1, h18C12.v6.1.2, h18C12.v6.1.3,
h18C12.v6.1.4, y h18C12.v6.1.5, y expone la secuencia CDR-[2 en las
posiciones 50a, 50b, 50c y 50d para cada uno de los clones h18C12.v6.1.

La Figura 8 representa los resultados de un ensayo de unién de fibronectina
que compara la capacidad de 18C12 quimérico y h18C12.v6.1 para interferir con
la union de células U937 a fibronectina.

La Figura 9 representa los resultados de un ensayo de unién de fibronectina
que compara la capacidad de 18C12 de hamster y h18C12.v6.1.5 para interferir
con la unién de células U937 a fibronectina.

La Figura 10 representa los resultados de un ensayo de union de
fibronectina que compara la capacidad de 18C12 de hamster y h18C12.v6.1.5
para interferir con la unién de a5+ a fibronectina.

La Figura 11 representa los resultados de un ensayo de migracion HUVEC
que compara la capacidad de 18C12 quimérico y h18C12.v6.1 para interferir con
la migracién de células HUVEC a fibronectina.

La Figura 12 representa los resulfados de un ensayo de xenoinjerto de
tumor que mide la capacidad de h18C12.v6.1.5 +/~ anti-VEGF para aumentar la
supervivencia.

La Figura 13 representa los resultados de un ensayo de xenoinjerto de
tumor que mide la capacidad de h18C12.v6.1.5 +/~ anti-VEGF para reducir la

carga tumoral.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION.,

I introduccioén. |

La presente invenciéon se basa en la identificacion de nuevos anticuerpos
que se unen a asPy integrina. Los anticuerpos para asB; derivan del anticuerpo
monocional 18C12, y pueden usarse en una diversidad de métodos terapéuticos y
de diagnéstico. Por ejemplo, los anticuerpos para asf3y pueden utilizarse solos o en
combinacién con otros agentes para el tratamiento de la angiogénesis anormal,

neoplasia, de enfermedades oculares y enfermedades autoinmunitarias. Los
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anticuerpos ademas pueden emplearse para la deteccién de proteina asBy en
pacientes 0o en muestras de pacientes, mediante la administraciéon de los
anticuerpos para la proteina asBs a los pacientes, y la deteccién de anticuerpo
anti~asB4 ligado a la proteina asB1 en una muestra del paciente (por ejemplo, in
vivo 0 ex vivo), o mediante el contacto de los anticuerpos con muestras de los
pacientes y la deteccién cualitativa o cuantitativa del anticuerpo anti—as3+ ligado a

la proteina asp4.

I Definiciones.

“‘AlfaSbeta1”, o “a5p1”, “adbb1”, o “asB+", es una integrina que comprende
dos proteinas diferentes {es decir, subunidades Alfa5 y betal1). La a5@1 ha
demostrado unirse a fibronectina, L1-CAM y fibrindgeno. La a5B1 integrina
también se conoce como Activacion-5 muy tardia, VLA-5, alfaSbetat,
CD49e/CD29, receptor de fibronectina, FNR y GPlc-lla. De acuerdo con una
realizacién, la proteina a5@31 es una proteina a581 humana.

“Alfa5” se usa en esta solicitud de modo indistinto con CD48e, a5, integrina
subunidad alfa5, subunidad aifa VLA-5, subunidad IC de GPic-lla, y FNR cadena
alfa se refiere a una subunidad de la asB4 integrina. Alfad tiene cuatro isoformas
generadas por el empalme alternativo (A-D), y que varian dentro de sus dominios
citoplasmicos. Las secuencias de aminoacidos para las isoformas humanas de
alfab pueden hallarse, por ejemplo, en los Nimeros de Acceso de Genbank:
X07979, U33879, U33882 y U33880, respectivamente.

“‘Beta1” es también denominada CD29, betal, GPlla plaquetaria; VLA~
cadena beta, cadena de integrina beta-1, CD29; FNRB; MDF2; VLAB; GPIlIA;
MSK12 y VLASB. Las secuencias de aminoacidos para Betal humana pueden
hallarse, por ejemplo, en el Nro. de Acceso Genbank X06256.

El término “VEGF", de acuerdo con la presente solicitud, se refiere al factor
de crecimiento celular endotelial vascular humano de 165 aminoacidos y factores
de crecimiento celular endotelial vascular humanos relacionados de 121, 189 y
206 aminoacidos, como lo describen Leung et al., Science, 246. 1306 (1989), y

Houck et al, Mol. Endocrin., 5. 1806 (1991), junto con sus formas naturales
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alelicas y procesadas. El término “VEGF” ademds se refiere a VEGF de especies
no humanas, tales como raton, rata o primate. A veces, el VEGF de una especie
determinada se indica con términos tales como hVEGF, para VEGF humano,
mVEGF, para VEGF murino, etc. El término "VEGF" se usa también para hacer
referencia a formas truncadas del polipéptido que comprenden los aminoéacidos 8
a 109, 6 1 a 109, del factor de crecimiento celular endotelial vascular humano de
165 aminoacidos. La referencia a cualquiera de dichas formas de VEGF puede ser
identificada en la presente solicitud, por ejemplo, por medio de “VEGF (8-109)”,
“VEGF (1-109)" 0 “VEGF1gs". Las posiciones de aminoacidos para un VEGF nativo
“truncado” se enumeran segun lo indicado en la secuencia de VEGF nativa. Por
ejemplo, la posicion de aminoacido 17 (metionina) en VEGF nativo truncado
también es la posicion 17 (metionina) en VEGF nativo. El VEGF nativo truncado
tiene afinidad de unién para los receptores KDR y Flt—1 comparable con VEGF
nativo. De acuerdo con una realizacién, el VEGF es un VEGF humano.

Un “antagonista de VEGF” se refiere a una molécula capaz de neutralizar,
bloquear, inhibir, anular o reducir las actividades de VEGF, o de interferir con las
actividades de VEGF, que incluye su unién a VEGF o a uno 0 mas receptores de
VEGF, o al acido nucleico que los codifican. Preferentemente, el antagonista de
VEGF se une a VEGF o a un receptor de VEGF. Los antagonistas de VEGF
incluyen anticuerpos ant—VEGF y sus fragmentos de unién de antigeno,
polipéptidos que se unen a VEGF y receptores de VEGF y bloquean la interaccion
de ligando-receptor (por ejemplo, inmuncadhesinas, pepticuerpos), anticuerpos
antirreceptor VEGF y antagonistas del receptor VEGF tales como inhibidores de
molécula pequefia de las tirosina quinasas de VEGFR (sigla en inglés de "receptor
de factor de crecimiento endote|lia| vascular"), aptameros que se unen a VEGF y
acidos nucleicos que hibridan en condiciones rigurosas a secuencias de acido
nucleico que codifican VEGF o receptor VEGF (por ejemplo, ARNi). De acuerdo
con una realizacién, el antagonista de VEGF se une a VEGF e inhibe la
proliferacién celular endotelial inducida por VEGF in vitro. De acuerdo con una
realizacton, el antagonista de VEGF se une a VEGF o a un receptor de VEGF con

mayor afinidad que un no VEGF o un receptor no VEGF. De acuerdo con una

Py
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realizacién, el antagonista de VEGF se une a VEGF o a un receptor de VEGF con
un valor Kd de entre 1 uM y 1 pM. De acuerdo con ofra realizacién, el antagonista
de VEGF se une a VEGF o a un receptor de VEGF con un valor entre 500 nM y 1
pM.

Conforme a una realizacién, el antagonista de VEGF se selecciona del
grupo que consiste en un polipéptido tal como un anticuerpo, un pepticuerpo, una
inmunoadhesina, una molécula pequefia o un aptamero. En una realizacion, el
anticuerpo es un anticuerpo anti-VEGF tal como el anticuerpo AVASTIN®, o un
anticuerpo antirreceptor VEGF tal como un anti-VEGFR2 ¢ un anticuerpo anti-
VEGFR3. Otros ejemplos de antagonistas de VEGF incluyen: VEGF-Trap,
Mucagen, PTK787, SU11248, AG-013736, Bay 439006 (sorafenib), ZD-6474,
CP632, CP-547632, AZD-2171, CDP-171, SU-14813, CHIR-258, AEE-788,
SB786034, BAY579352, CDP-791, EG-3306, GW-786034, RWJ-
417975/CT6758 y KRN-633.

Un “anticuerpo anti—VEGF” es un anticuerpo que se une a VEGF con
suficiente afinidad y especificidad. Preferentemente, el anticuerpo anti-VEGF de la
invencion puede usarse como un agente terapéutico para dirigirse a enfermedades
o afecciones donde participa la actividad de VEGF, e interferir con elias. Un
anticuerpo anti-VEGF habitualmente no se unira a otros homélogos de VEGF,
tales como VEGF-B o VEGF-C, ni a ofros factores de crecimiento tales como
PIGF, PDGF o bFGF. Un anticuerpo anti-VEGF es un anticuerpo monoclonal que
se une al mismo epitopo que el anticuerpo monoclonal anti—-VEGF A4.6.1
producido por el hibridoma ATCC HB 10709. Mas preferentemente, el anticuerpo
anti-VEGF es un anticuerpo monoclonal anti-VEGF recombinado humanizado
generado de acuerdo con Presta ef al. (1997). Cancer Res., 57: 4593-4599, que
incluye, sin limitacion, el anticuerpo conocido como bevacizumab (BV; Avastin®).
De acuerdo con otra realizacion, los anticuerpos anti-VEGF que pueden usarse
incluyen, sin limitacidén, los anticuerpos revelados en el documento WO
2005/012359. De acuerdo con una realizacién, el anticuerpo anti-VEGF
comprende la region pesada variable y la region liviana variable de cualquiera de

los anticuerpos revelados en las Figuras 24, 25, 26, 27 y 29 del documento WO
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2005/012359 (por ejemplo, G6, G6-23, G6-31, G6-23.1, G6-23.2, B20, B20-4 y
B20.4.1). En otra realizacion, el anticuerpo anti-VEGF conocido como ranibizumab
es el antagonista de VEGF administrado para la enfermedad ocular, tal como
retinopatia diabética y AMD humeda.

El anticuerpo anti-VEGF “bevacizumab (BV)", también conocido como
‘rhuMAb VEGF" o "Avastin®”’, es un anticuerpo monoclonal recombinado
humanizado anti-VEGF generado de acuerdo con Presta et al. (1997): Cancer
Res., 57: 4593-4599. Este anticuerpo comprende regiones de marco IgG1
humanas mutadas y regiones de determinacién de complementariedad de unién
de antigeno del anticuerpo monoclonal anti-hVEGF murino A.4.6.1, que bloquea
la unidn de VEGF humano a sus receptores. Aproximadamente 93% de la
secuencia de aminoacidos de bevacizumab, que incluye la mayoria de las
regiones de marco, deriva de IgG1 humano, y aproximadamente 7% de la
secuencia deriva del anticuerpo murino A4.6.1. Bevacizumab tiene una masa
molecular de alrededor de 149.000 daltones, vy es glicosilado. Otros anticuerpos
ant—VEGF incluyen los anticuerpos descriptos en la Patente de los Estados
Unidos Nro. 6.884.879 y en el documento WO 2005/044853.

El anticuerpo anti-VEGF ranibizumab, o el anticuerpo LUCENTIS® o
rhuFab V2 es un fragmento Fab de VEGF antihumano, madurado para afinidad,
humanizado. Ranibizumab es producido por medio de métodos de biotecnologia
convencionales en vector de expresién de E£. cofli y fermentacién bacteriana.
Ranibizumab no es glicosilado, y tiene una masa molecular de ~48.000 daltones.
Ver los documentos WO 98/45331 y U. S. 2003/0190317.

Las moléculas, tales como anticuerpos, que se caracterizan por la unién a
areas superpuestas o similares en un blanco, pueden identificarse por medio de
ensayos competitivos de inhibicién y union.

En una realizacién, se usan células HUVEC u otras células que expresan
dsB1, en un ensayo de inhibicion competitivo, y se utiliza FACS a fin de evaluar las
ubicaciones de union de dos anticuerpos anti—asBy en relacion entre si. Por
ejemplo, las células HUVEC pueden lavarse en un tubo cénico y centrifugarse 5

min @ 1000 r. p. m. La miniesfera tipicamente se lava dos veces. A continuacién,
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las células pueden ser resuspendidas, contadas, y mantenidas en hielo hasta el
uso. Pueden agregarse al receptaculo 100 ul de un primer anticuerpo anti—asf3,
(por ejemplo, iniciando en una concentracion de 1 pg/m! o concentracién menor).
A continuacion, pueden agregarse 100 pl de células (por ejemplo, 20 x 10° células)
por receptaculo, e incubarse en hielo durante 30 min. Luego, pueden agregarse
100 pl de un anticuerpo anti—asBy biotinilado (5 pg/ml de carga) a cada
receptaculo, e incubarse en hielo durante 30 min. Luego se lavan las células y se
miniesferizan durante 5 min @ 1000 r. p. m. Se aspira el sobrenadante. Se agrega
al receptaculo estreptavidinda R—ficoeritrina conjugada (Jackson 016—110-084)
(100 pl @ 1:1000). A continuacién, la placa puede envolverse en lamina de
aluminio e incubarse en hielo durante 30 min. Luege de la incubacién, la
miniesfera puede lavarse y miniesferizarse 5 min @ 1000 r. p. m. La miniesfera
puede resuspenderse y transferirse a tubos de microvaloracién para el andlisis
FACS.

Un “agente o factor angiogénico” es un factor de crecimiento ¢ su receptor
que participa en la estimulacion del desarrollo de vasos sanguineos, por ejemplo,
favorece la angiogénesis, el crecimiento celular endotelial, la estabilidad de vasos
sanguineos y la vasculogénesis, efc. Por ejemplo, los factores angiogénicos
incluyen, sin limitacion, VEGF y miembros de la familia VEGF y sus receptores
(VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3), PIGF, la familia
PDGF, Ia familia de factor de crecimiento de fibroblasto (FGF, por sus siglas en
inglés), ligandos TIE (sigla en inglés de "tirosina quinasa con dominios de tipo
inmunoglobulina y de tipo EGF (factor de crecimiento epidérmico)")
(Angiopoyetinas, ANGPT1, ANGPT2), TIE1, TIE2, efrinas, Bv8, ligando 4 de tipo
Delta (DLL4), Del-1, factores de crecimiento de fibroblasto: acidos (aFGF) y
basicos (bFGF), FGF4, FGF9, BMP9, BMP10; folistatina, factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF, por sus siglas en inglés), GM—CSF (sigla en
inglés dé “factor estimulante de colonias de granulocitos—macréfagos”), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF, por sus siglas en inglés)/ factor de diseminacién
(SF, por sus siglas en inglés), interleuquina—8 (IL-8), CXCL12, leptina, midquina,

neuropilinas, NRP1, NRP2, factor de crecimiento placentario, factor de crecimiento
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celular endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF, por sus siglas en inglés),
factor de crecimiento derivado de plaquetas, en especial, PDGF-BB, PDGFR-alfa
o PDGFR-beta, pleiotrofina (PTN), progranulina, proliferina, factor alfa de
crecimiento de transformacion (TGF—alfa, por sus siglas en inglés), factor beta de
crecimiento de transformacion (TGF—-beta), factor-alfa de necrosis tumoral (TNF-
alfa, por sus siglas en inglés), Alk1, CXCR4, Notch1, Notch4, Sema3A, Sema3C,
Sema3dF, Robo4, etc. Ademas incluyen factores que favorecen la angiogénesis,
tales como ESM1 y Perlecan. Asimismo, incluyen factores que aceleran la
curacion de heridas tales como la hormona de crecimiento, factor—| de crecimiento
de tipo insulinico (IGF-I, por sus siglas en inglés), VIGF, factor de crecimiento
epidérmico (EGF), dominio de tipo EGF, multiple 7 (EGFL7), CTGF y miembros de
su familia, y TGF-alfa y TGF-beta. Ver, por ejemplo, las referencias de Klagsbrun
y D'Amore (1991): Annu. Rev. Physiol., 53: 217-39; Streit y Detmar (2003),
Oncogene 22: 3172-3179; Ferrara & Alitalo (1999), Nature Medicine 5 (12): 1359-
1364; Tonini et al. (2003): Oncogene 22: 6549-6556 (por ejemplo, la Tabla 1 lista
factores angiogénicos conocidos); y Sato (2003), Int. J. Clin. Oncol., 8: 200-206.
Un "agente antiangiogénico" o “inhibidor angiogénico" se refiere a un agente
de peso molecular pequefio, un polinucledtido (que incluye, por ejemplo, un ARN
inhibidor (ARNi o ARNSsi)), un polipéptido, una proteina aislada, una proteina
recombinada, un anticuerpo, o sus conjugados o proteinas de fusion, que inhibe la
angiogenesis, vasculogénesis, o la permeabilidad vascular indeseables, ya sea en
forma directa, ya sea en forma indirecta. Debe entenderse que el agente
antiangiogénico incluye aguellos agentes que se unen a la actividad angiogénica
del factor angiogénico o su receptor, y la bloguean. Por ejemplo, un agente
antiangiogénico es un anticuerpo u otro antagonista para un agente angiogénico,
como se define con anterioridad, por ejemplo, anticuerpos para VEGF-A o para el
receptor de VEGF-A (por ejemplo, el receptor KDR o el receptor Fit—1),
inhibidores anti-PDGFR (sigla en inglés de "receptor de factor de crecimiento
derivado de plaqueta”), moléculas pequefias que bloquean la sefalizacion del
receptor de VEGF (por ejemplo, PTK787/ZK2284, SU6668, SUTENT®/SU11248

(sunitinib malato), AMG706, o aquellos descriptos, por ejemplo, en la Solicitud de

21
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Patente Internacional WO 2004/113304). Los agentes antiangiogénicos incluyen,
sin limitacion, los siguientes agentes: inhibidores de VEGF tales como un
antagonista especifico de VEGF, inhibidor de EGF, inhibidores de EGFR (sigla en
inglés de "receptor de factor de crecimiento epidérmico"), Erbitux® (cetuximab,
ImClone Systems, Inc., Branchburg, N.J.), Vectibix® (panitumumab, Amgen,
Thousand Qaks, CA), inhibidores de TIE2, inhibidores de IGF1R, inhibidores de
COX-II (ciclooxigenasa I1), inhibidores de MMP-2 (metaloproteinasa de matriz 2) y
MMP-9 (metaloproteinasa de matriz 9), CP-547,632 (Pfizer Inc., NY, USA),
Axitinib (Pfizer Inc.; AG-013736), ZD-6474 (AstraZeneca), AEE788 (Novartis),
AZD-2171), VEGF Trap (Regeneron/Aventis), Vatalanib (también conocido como
PTK-787, ZK-222584. Novartis & Schering A G), Macugen (pegaptanib
octasodico, NX-1838, EYE-001, Pfizer Inc./Gilead/Eyetech), IM862 {Cytran Inc. of
Kirkland, Wash., USA); y angiozima, una ribozima sintética de Ribozyme (Boulder,
Colo.) y Chiron (Emeryville, Calif.), y sus combinaciones. Otros inhibidores de la
angiogénesis abarcan trombospondina 1, trombospondina 2, colageno IV y
colageno XVII. Los inhibidores de VEGF se revelan en las Patentes de los
Estados Unidos Nros. 6.534.524 y 6.235.764, ambas, incorporadas en su totalidad
para todos los propésitos. Los agentes antiangiogénicos ademas incluyen
inhibidores de la angiogénesis nativos, por ejemplo, angiostatina, endostatina, etc.
Ver, por ejemplo, las referencias de Klagsbrun and D’Amore (1991), Annu. Rev.
Physiol., 53. 217-39; Streit and Detmar (2003), Oncogene 22. 3172-3179 (por
ejemplo, la Tabla 3, que lista ila terapia antiangiogénica en melanoma maligno);
Ferrara & Alitalo (1999), Nature Medicine 5 (12): 1359-1364; Tonini et al. (2003),
Oncogene, 22: 6549-6656 (por ejemplo, la Tabla 2, que lista factores
antiangiogénicos conocidos), y Sato (2003), Int. J. Clin. Oncol. 8: 200-206 (por
gjemplo, la Tabla 1, que lista agentes antiangiogénicos utilizados en ensayos
clinicos).

El término “terapia antiangiogénica” se refiere a una terapia atil para la
inhibicion de la angiogénesis, que comprende la administracién de un agente

antiangiogénico.
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E! “Kd” o “valor Kd” para un anticuerpo anti-VEGF de acuerdo con esta
invencion, en una realizacién, se mide por medio de un ensayo de unién de VEGF
radiomarcado (RIA, por sus siglas en inglés) efectuado con la version Fab del
anticuerpo y una molécula VEGF, como se describe por medio del siguiente
ensayo que mide la afinidad de unidén de solucién de Fab para VEGF, o mediante
el equilibrio de Fab con una concentracion minima de molécula VEGF(109)
marcada con ('2l) en presencia de una serie de valoracién de VEGF no marcado,
luego la captura de VEGF ligado con una placa revestida con anticuerpo anti—Fab
(Chen, et al. (1999), J. Mol Biol, 293: 865-881). A fin de establecer las
condiciones para el ensayo, se revisten placas de microvaloracion (Dynex) durante
la noche con 5 ug/ml de un anticuerpo anti-Fab de captura (Cappel Labs) en
carbonato de sedio, 50 mM (pH 9,6), y posteriormente, se bloguean con albimina
de suero bovino al 2% (p/v) en PBS durante dos a cinco horas, a temperatura
ambiente (aproximadamente 23°C). En una placa no adsorbente (Nunc #269620),
se mezclan 100 pM o 26 pM de ['?IVEGF(109) con diluciones seriales de un Fab
de interés (por ejemplo, Fab—12, en la referencia de Presta ef al. (1997): Cancer
Res., 57. 4593-4599). El Fab de interés luego se incﬁba durante la noche; sin
embargo, la incubacién puede continuar durante un periodo de 65 horas, a fin de
garantizar el logro de equilibrio. A continuacién, las mezclas se transfieren a la
placa de captura para la incubaciéon a temperatura ambiente durante una hora.
Luego se remueve la solucion, y la placa se lava ocho veces con Tween—20 al
0,1% en PBS. Una vez secadas las placas, se agregan 150 ul/receptaculo de
centellante (MicroScint—20; Packard), y las placas se someten a recuento en un
contador gamma Topcount (Packard) durante diez minutos. Las concentraciones
de cada Fab que proporcionan menos del 20%, o igual al 20%, de unién maxima
se seleccionan para el uso en ensayos de unidén competitiva. De acuerdo con otra
realizacion, se mide el Kd o valor Kd usando ensayos de resonancia de plasmén
de superficie, empleando un instrumento BIACORE™=2000, o un instrumento
BIACORE™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ), a 25°C, con chips CM5 de
molécula blanco inmovilizada hVEGF(8-109) a ~10 unidades de respuesta (UR).

Brevemente, se activan chips biosensores de dextrano carboximetilado (CMS5,
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BlAcore Inc., con N—etil-N'-(3~dimetilaminopropil)—carbodiimida clorhidrato (EDC)
y N-hidroxisuccinimida (NHS), de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se
diluye VEGF humano con acetato de sodio, 10 mM, pH 4,8, a 5 ug/ml, antes de la
inyeccion con un caudal de 5 pl/minuto, a fin de lograr aproximadamente 10
unidades de respuesta (UR) de proteina acoplada. Luego de la inyeccién de VEGF
humano, se inyecta etanolamina, 1 M, de manera de bloquear los grupos no
reaccionados. Para las mediciones de cinética, se inyectan diluciones dobles
sucesivas de Fab (0,78 nM a 500 nM) en PBS con 0,05% de Tween-20 (PBST
(sigla en inglés de "solucién salina regulada con fosfato con Tween 20") a 25°C,
con un caudal de aproximadamente 25 pl/min. Se calculan los indices de
asociacion (ken) ¥ los indices de disociacion (ko) usando un simple modelo de
union Langmuir de uno a uno (BIACORE® Evaluation Software version 3.2),
mediante la adaptacion simultdnea de los sensogramas de asociacion y de
disociacion. Se calcula la constante de disociacion de equilibrio (Kd) como la
relacion Kenfkon. Ver, por ejemplo, la referencia de Chen, Y. et al. (1999): J. Mol.
Biol., 293: 865-881. Si el indice de asociacion excede 10° M~ S™" por el ensayo
de resonancia de plasmon de superficie anterior, entonces puede determinarse el
indice de asociacidbn usando una técnica de apagado fluorescente que mide el
incremento o la disminucion de la intensidad de emision de fluorescencia
(excitacién = 295 nm; emision = 340 nm; pase de banda de 16 nm) a 25°C, de un
anticuerpo anti-VEGF, 20 nM (forma Fab), en PBS, pH 7,2, en presencia de
concentraciones crecientes de la forma corta de VEGF humano (8-109) o VEGF
de ratén, medido en un espectrometro, tal como un espectrofotébmetro equipado
con flujo de detencion (Aviv Instruments), o un espectrofotébmetro 8000-series
SLM-AMINCO (ThermoSpectronic) con una probeta agitada. Pueden efectuarse
ensayos de union similares para la determinacion del Kd de un anticuerpo o Fab
anti—a5B1 usando a5p1 como el blanco.

De acuerdo con la presente solicitud, un sujeto por ser tratado es un
mamifero (por ejemplo, humane, primate no humano, rata, ratén, vaca, caballo,
cerdo, oveja, cabra, perro, gato, etc.). El sujeto puede ser un paciente clinico, un

voluntario de ensayo clinico, un animal experimental, etc. Puede sospecharse que
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el sujeto tiene cancer, una enfermedad inmunitaria, o cualquier otra enfermedad
que presente angiogéenesis anormal, o puede sospecharse que el paciente
presente riesgo de dichas enfermedades; o el paciente puede haber sido
diagnosticado con cancer, una enfermedad inmunitaria o cualquier otra
enfermedad que tenga angiogénesis anormal. Muchos métodos de diagnéstico de
cancer, enfermedad inmunitaria o cualquier otra enfermedad que presente
angiogénesis anormal, y la delineacién clinica de dichas enfermedades, se
conocen en el arte. De acuerdo con una realizacién, el sujeto por ser tratado de
acuerdo con esta invencion es un humano.

La “angiogénesis anormal” se produce cuando crecen nuevos vasos
sanguineos en forma excesiva o de otro modo inapropiado (por ejemplo, la
ubicacion, el tiempo, el grado o el inicio de la angiogénesis son indeseados desde
el punto de vista médico) en una enfermedad, o de modo tal que se produce una
enfermedad. En algunos casos, ia angiogénesis excesiva, descontrolada o de otro
modo inapropiada se produce cuando hay crecimiento de nuevos vasos
sanguineos que contribuye al empeoramiento de la enfermedad, o causa una
enfermedad, tal como en el caso del cancer, especialmente, tumores sdélidos
vascularizados y tumores metastasicos (que incluyen cancer de colon, cancer de
pulmén (en especial, cancer de pulmén de células pequefias) o cancer de
prostata); enfermedades causadas por la neovascularizacion ocular,
especialmente, ceguera diabética, retinopatias, retinopatia diabética primaria, o
degeneracion macular relacionada con la edad, neovascularizacién coroidal (CNV,
por sus siglas en inglés), edema macular diabético, miopia patolégica, enfermedad
de von Hippel-Lindau, histoplasmosis del ojo, oclusidén venosa retiniana central
(CRVO, por sus siglas en inglés), neovascularizacion corneal, neovascularizacién
retiniana y rubeosis; soriasis, artritis soridsica, hemangioblastoma tal como
hemangioma; enfermedades renales inflamatorias, tales como glomerulonefritis,
en especial, glomerulonefritis mesangioproliferativa, sindrome urémico hemoilitico,
nefropatia diabética o nefroesclerosis hipertensiva; diversas enfermedades
inflamatorias, tales como artritis, en especial, artritis reumatoide, enfermedad

intestinal  inflamatoria, soriasis, sarcoidosis, arterioesclerosis arterial y
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enfermedades que se producen luego de trasplantes; endometriosis 0 asma
crénica, y mas de setenta afecciones adicionales. Los nuevos vasos sanguineos
pueden alimentar los tejidos enfermos, destruir tejidos normales y, en el caso del
cancer, los nuevos vasos pueden permitir el escape de las células tumorales hacia
el torrente sanguineo, y su alojamiento en otros érganos (metastasis tumorales).
La presente invencidon contempla el tratamiento de aquellos pacientes que
presentan riesgo de manifestar las enfermedades mencionadas anteriormente.

La “permeabilidad vascular anormal" se produce cuando el flujo de liquidos,
moléculas (por ejemplo, iones y nutrientes) y células (por ejemplo, linfocitos) entre
los compartimientos vasculares y extravasculares es excesivo 0 de otro modo
inapropiado (por ejemplo, la ubicacion, el tiempo, grado o inicio de la
permeabilidad vascutar son indeseados desde el punto de vista médico) en una
enfermedad, o causa una enfermedad. La permeabilidad vascular anormal puede
conducir a la excesiva 0 de otro modo inapropiada “pérdida” de iones, agua,
nutrientes o células a fravés de la vasculatura. En algunos casos, la excesiva,
descontrolada o de otro modo inapropiada permeabilidad vascular o pérdida
vascular exacerba o induce enfermedades que incluyen, por ejemplo, edema
asociado con tumores, por ejemplo, tumores cerebrales; ascitis asociada con
enfermedades malignas; sindrome de Meigs; inflamacién pulmonar; sindrome
nefrético, derrame pericardico, derrame pleural; permeabilidad asociada con
enfermedades cardiovasculares, por ejemplo, la afeccidbn como consecuencia de
infarto de miocardio y accidente cerebrovascular, y similares. La presente
invencion contempla el tratamiento de aquellos pacientes que han manifestado las
enfermedades y los trastornos asociados con |la pérdida o permeabilidad vascular
anormal, o que presentan riesgo de manifestar dichas enfermedades y trastornos.

Otros pacientes que son candidatos para recibir los anticuerpos o
polipéptidos de esta invencion manifiestan 0 se encuentran en riesgo de
manifestar la proliferacion anormal de tejido fibrovascular, acne rosacea, sindrome
de inmunodeficiencia adquirida, oclusién arterial, queratitis atépica, ulceras
bacterianas, enfermedad de Bechet, tumores portados por la sangre, enfermedad

obstructiva de la carétida, neovascularizacién coroidal, inflamacion crénica,
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desprendimiento de retina crénico, uveitis crénica, vitritis cronica, uso excesivo de
lentes de contacto, rechazo de injerto corneal, neovascularizacién corneali,
neovascularizacion de injerto corneal, enfermedad de Crohn, enfermedad de
Eales, queratoconjuntivitis epidémica, Ulceras fungicas, infecciones de herpes
simple, infecciones de herpes zoster, sindromes de hiperviscosidad, sarcoma de
Kaposi, leucemia, degeneracion lipida, enfermedad de Lyme, queratdlisis
marginal, Ulcera de Mooren, infecciones micobacterianas diferen‘tes de lepra,
miopia, enfermedad neovascular ocular, fosas épticas, sindrome de Osler-Weber
(Osler-Weber—Rendu), artrosis, enfermedad de Paget, pars planitis, penfigoide,
filectenulosis, poliarteritis, complicaciones poslaser, infecciones protozoarias,
pseudoxantoma elastico, queratoconjuntivitis seca por pterigion, queratotomia
radial, neovascularizacién retiniana, retinopatia de prematuro, fibroplasias
retrolentales, sarcoide, escleritis, anemia de célula falciforme, sindrome de
Sogren, tumores solidos, enfermedad de Stargarts, enfermedad de Steven's
Johnson, queratitis limbica superior, sifilis, lupus sistémico, degeneracion marginal
de Terrien, toxoplasmosis, traumatismo, tumores de sarcoma de Ewing, tumores
de neuroblastoma, tumores de osteosarcoma, tumores de retinoblastoma, tumores
de rabdomiosarcoma, colitis ulcerosa, oclusion venosa, deficiencia de vitamina A y
sarcoidosis de Wegeners; angiogénesis indeseadas asociadas con diabetes,
enfermedades parasitarias, curaciéon anormal de heridas, hipertrofia luego de la
cirugia, lesién o traumatismo, inhibicién del crecimiento de cabello, inhibicion de la
ovulacion y formacién del cuerpo luteo, inhibicién de la implantacion e inhibicion
del desarrolio embrionario en el Gtero.

Las terapias antiangiogénicas son U(tiles en el tratamiento general de
rechazo de injertos, inflamacidon pulmonar, sindrome nefrético, preeclampsia,
derrame pericardico, tal como aquel asociado con pericarditis, y derrame pleural,
enfermedades y trastornos caracterizados por la pérdida o permeabilidad vascular
indeseable, por ejemplo, edema asociado con tumores que incluyen, por ejempio,
tumores cerebrales, ascitis asociadas con enfermedades malignas, sindrome de

Meigs, inflamacién pulmonar, sindrome nefrético, derrame pericardico, derrame
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pleural, permeabilidad asociada con enfermedades cardiovasculares tales como la
afeccion luego de infarto de miocardio y accidente cerebrovascular y similares.

Otras enfermedades dependientes de la angiogénesis de acuerdo con esta
invencion incluyen angiofibroma (sangre anormal de los vasos que son propensos
al sangrado), glaucoma neovascular (crecimiento de vasos sanguineos en el 9jo),
malformaciones arteriovenosas (comunicacién anormal entre arterias y venas), no
union de fracturas (fracturas que no sanaran), placas ateroesclerdticas
(endurecimiento de las arterias), granuloma piogénico (lesion de la piel comun
compuesta por vasos sanguineos), esclerodermia (una forma de enfermedad del
tejido conectivo), hemangioma (tumor compuesto por vasos sanguineos), tracoma
(principal causa de ceguera en el tercer mundo), articulaciones hemofilicas,
adhesiones vasculares y cicatrices hipertréficas (formacién cicatricial anormal).

De acuerdo con la presente solicitud, el término “tratamiento” (y sus
variaciones gramaticales, como "tratar") se refiere a la administracién de un
compuesto 0 de una composicién farmacéutica con propositos profilacticos o
terapeuticos. El "tratamiente de una enfermedad” o el uso para el "tratamiento
terapéutico" se refiere a la administracion de tratamiento a un sujeto que ya sufre
de una enfermedad, a fin de mejorar la afeccion del sujeto. Los efectos deseables
del tratamiento incluyen, sin limitacion, la prevencion de la recurrencia de la
enfermedad, el alivio de los sintomas, la disminucién de cualquier consecuencia
patoldgica directa o indirecta de la enfermedad, la prevencion de metastasis, la
disminucion del indice de avance de la enfermedad, el alivio o la paliacién de la
enfermedad, y la remisién, o el mejor prondstico. En algunas realizaciones, los
anticuerpos de la invencién se usan para demorar el desarrollo de una
enfermedad, o para disminuir el avance de una enfermedad. Preferentemente, se
diagnostica que el sujeto sufre de una enfermedad que tiene angiogénesis
anormal, sobre la base de la identificacidon de cualquiera de los sintomas
caracteristicos que se describen a continuacién, o el uso de los métodos de
diagnostico que se describen en esta solicitud. La "prevencion de enfermedad” se
refiere al tratamiento profilactico de un sujeto que adn no ha enfermado, pero que

es sensible a una enfermedad o presenta riesgo de manifestar una enfermedad
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particular. Preferentemente, se determina que un sujeto presenta riesgo de
manifestar una enfermedad que tiene angiogénesis anormal empleando los
meétodos de diagndstico que se describen en la presente solicitud.

La expresion “tratar o aliviar” significa el alivio de una afeccién o de los
sintomas de la afeccién antes o después de su inicio. En comparacién con un
control no tratado equivalente, dicho alivio o grado de tratamiento es por lo menos
5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% & 100%, medido por
cualquier técnica convencional.

Los términos “recurrencia” o “recaida” se refieren al retorno de un tipo de
cancer o de una enfermedad luego de la evaluacion clinica de la desaparicién de
la enfermedad. Un diagnéstico de metastasis distante o recurrencia local puede
considerarse una recaida.

E! término “resistente” se refiere a la resistencia o a la falta de respuesta de
una enfermedad o afeccion a un tratamiento (por ejemplo, la cantidad de células
plasmaticas neoplasicas incrementa aun cuando se proporciona tratamiento). En
ciertas realizaciones, el término “resistente” se refiere a la resistencia o a la faita
de respuesta a cualquier tratamiento previo que incluye, sin limitacién, antagonista
de VEGF, agentes antiangiogénicos y tratamientos quimioterapéuticos. En ciertas
realizaciones, el término “resistente” se refiere a una falta de respuesta intrinseca
de una enfermedad o afeccién a cualquier tratamiento previo, que comprende un
antagonista de VEGF, agentes antiangiogénicos o tratamiento de quimioterapia.
En ciertas realizaciones, el antagonista de VEGF es un anticuerpo anti-VEGF.

El término “recaida” se refiere a la regresion de la enfermedad del paciente
nuevamente a su estado de enfermedad anterior, especialmente, el retorno de los
sintomas luego de una recuperacion aparente o recuperacién parcial. En ciertas
realizaciones, el estado de recaida se refiere al proceso de retorno o al retorno a
la enfermedad antes del tratamiento previo, que incluye, sin limitacion, antagonista
de VEGF, agentes antiangiogénicos o tratamiento de quimioterapia. En ciertas
realizaciones, el estado de recaida se refiere al proceso de retorno o al retorno a
la enfermedad luego de una fuerte respuesta inicial a una terapia contra el cancer,

que comprende un antagonista de VEGF, agentes antiangiogénicos y tratamientos



25

quimioterapeuticos. En ciertas realizaciones, el antagonista de VEGF es un
anticuerpo anti—VEGF.

El término “terapia complementaria® se refiere al tratamiento proporcionado
después de la terapia primaria, habitualmente, la cirugia. La terapia
complementaria para el cancer o la enfermedad puede incluir terapia inmunitaria,
quimioterapia, terapia de radiacién o terapia hormonal.

El término f‘terapia de mantenimiento” se refiere al nuevo tratamiento
programado que se proporciona a fin de ayudar a mantener los efectos de un
tratamiento previo. La terapia de mantenimiento a menudo se proporciona a fin de
ayudar a mantener el cancer en remisién, o prolongar una respuesta a una terapia
especifica, sin consideracién del avance de la enfermedad.

El término “cancer invasivo” se refiere al cancer que se ha diseminado mas
alla de la capa de tejido donde se inicié, hacia los tejidos circundantes normales.
Los tipos de cancer invasivos pueden ser metastasicos o no metastasicos.

El término “cancer no invasivo” se refiere a cancer de etapa muy temprana,
0 a cancer que no se ha diseminado mas alla del tejido de origen.

El término “sobrevida libre de avance”, en oncologia, se refiere al periodo
de tiempo durante el tratamiento y después del tratamiento, en que el cancer no
crece. La sobrevida libre de avance incluye el periodo de tiempo en que los
pacientes han experimentado una respuesta completa o una respuesta parcial, al
igual que el periodo de tiempo en que los pacientes han experimeniado la
enfermedad estable.

El término “enfermedad progresiva”’, en oncologia, puede hacer referencia
al crecimiento de un tumor de mas del 20 por ciento desde el inicio de tratamiento
-0 bien debido a un incremento en la masa, o a una diseminacién en el tumor.

Un "trastorno” es cualquier afeccién que se beneficiard con el tratamiento
del anticuerpo, por ejemplo, en mamiferos que sufren de angiogénesis anormal o
que necesitan profilaxis contra la angiogénesis anormal (angiogénesis excesiva,
inapropiada o descontrolada) o la pérdida o permeabilidad vascular anormal. Esto
incluye enfermedades y trastornos crénicos y agudos que abarcan aquellas

afecciones patolégicas que predisponen al mamifero al trastorno en cuestion.
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Ejemplos no limitativos de trastornos por tratar en esta solicitud incluyen tumores
malignos y benignos; enfermedades malignas no leucémicas y linfoides; trastornos
neuronales, gliales, astrociticos, hipotalamicos y otros trastornos glandulares,
trastornos macrofagicos, epiteliales, estromales y blastocélicos; y trastornos
inflamatorios, angiogénicos e inmunologicos.

Los términos "cancer” y "neoplasico" describen o se refieren a la afeccion
fisiolégica en mamiferos, tipicamente caracterizada por el crecimiento celular no
regulado. Ejemplos de tipos de cancer incluyen, sin limitacién, carcinoma, linfoma,
blastoma, sarcoma y leucemia. Ejemplos mas particulares de dichos tipos de
cancer incluyen cancer de célula escamosa, glioblastoma, cancer cervical, cancer
de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer
de colon, cancer colorrectal, carcinoma endometrial, carcinoma de la glandula
salivar, cancer de riiién, cancer renal, cancer de prostata, cancer de vulva, cancer
tiroideo, carcinoma hepatico, cancer de cabeza y cuello, cancer rectal, cancer
colorrectal, cancer de pulmén, que incluye cancer de pulmén de células pequefias,
cancer de pulmdn de células no pequefas, adenocarcinoma del pulmén vy
carcinoma escamoso del pulmén, cancer de celula escamosa (por ejemplo, cancer
de celula escamosa epitelial), cancer de prostata, cancer del peritoneo, cancer
hepatocelular, cancer gastrico 0 estomacal, que incluye cancer gastrointestinal,
cancer pancreatico, glioblastoma, retincblastoma, astrocitoma, tecomas,
arrenoblastomas, hepatoma; enfermedades malignas hematolégicas que incluyen
linfoma no hodgkiniano (NHL), mieloma multiple y enfermedades hematolégicas
agudas; carcinoma endometrial o uterino, endometriosis, fibrosarcomas,
coriocarcinoma, carcinoma de las glandulas salivares, cancer de la vulva, cancer
tiroideo, carcinomas esofagicos, carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma
peniano, carcinoma nasofaringeo, carcinomas laringeos, sarcoma de Kaposi,
melanoma, carcinomas cutaneos, schwanoma, oligodendroglioma,
neuroblastomas, rabdomiosarcoma, sarcoma osteogénico, liomiosarcomas,
carcinomas del tracto urinario, carcinomas tiroideos, tumor de Wilm, al igual que
linfoma de células B (que incluye linfoma no hodgkiniano (NHL) folicular/de bajo

grado; NHL linfocitico pequefio (SL, por sus siglas en inglés); NHL folicular/de

oy
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grado intermedio; NHL difuso de grado intermedio; NHL inmunoblastico de alto
grado; NHL linfoblastico de alto grado; NHL de célula no disociada pequefia de
alto grado; NHL de tipo enfermedad voluminosa; linfoma de célula epitelial; linfoma
relacionado con sida; y macroglobulinemia de Waldenstrom), leucemia linfocitica
crénica (CLL, por sus siglas en inglés); leucemia linfoblastica aguda (ALL, por sus
siglas en ingles); fricoleucemia; leucemia mieloblastica crénica; y trastorno
linfoproliferativo postrasplante (PTLD, por sus siglas en inglés), al igual que la
proliferacién vascular anormal asociada con facomatosis, y sindrome de Meigs.

El término "tumor", de acuerdo con esta solicitud, se refiere a todo
crecimiento celular y toda proliferacién neoplasicos, malignos o benignos, y a
todas las celulas y los tejidos preneoplasicos y neoplasicos.

El término “composicién antineoplasica” o “agente antineoplasico” se refiere
a una composicion Util en el tratamiento de cancer, que comprende por o menos
un agente terapéutico activo, por ejemplo, un “agente antineoplasico”. Ejemplos de
agentes terapéuticos (agentes antineoplasicos) incluyen, sin limitacién, por
ejemplo, agentes quimioterapéuticos, agentes inhibidores del crecimiento, agentes
citotéxicos, agentes utilizados en terapia de radiacién, agentes antiangiogénicos,
agentes apoptoticos, agentes contra la tubulina y otros agentes para el tratamiento
del cancer, tales como anticuerpos anti-HER-2, anticuerpos anti-CD20, un
antagonista del receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR, segln su
sigla en inglés) (por ejemplo, un inhibidor de tirosina quinasa), inhibidor de
HER1/EGFR (por ejemplo, erlotinib (Tarceva™), inhibidores de factores de
crecimiento derivados de plaquetas (por ejemplo, Gleevec™ (Imatinib mesilato}),
un inhibidor de COX-2 (por ejemplo, celecoxib), interferones, citoquinas,
antagonistas (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) que se unen a uno 0 mas
de los siguientes blancos: ErbB2, ErbB3, ErbB4, PDGFR-beta, BAFF, BR3,
APRIL, BCMA o receptores VEGF, TRAIL/Apo2, y otros agentes bioactivos y
quimicos organicos, etc. Se contemplan también en esta invencion las
combinaciones de los anteriores.

Un "agente inhibidor del crecimiento”, utilizado en la presente solicitud, se

refiere a un compuesto o una composicion que inhibe el crecimiento o la
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proliferacién de una célula, ya sea in vitro, ya sea in vivo. Por lo tanto, el agente
inhibidor del crecimiento puede ser un agente que reduce de manera significativa
el porcentaje de células en fase S. Ejemplos de agentes inhibidores del
crecimiento incluyen agentes que bloguean el avance del ciclo celular {en un lugar
diferente de la fase S), tales como agentes que inducen la detencién de G1 y la
detencién de la fase M. Los bloqueadores clasicos de la fase M incluyen las vincas
(vincristina y vinblastina), TAXOL® y los inhibidores de la topoisomerasa |l tales
como doxorrubicina, epirrubicina, daunorrubicina, etoposida y bleomicina. Dichos
agentes que detienen G1 también se vuelcan a la detencion de la fase S, por
ejemplo, agentes alquilantes de ADN tales como tamoxifeno, prednisona,
dacarbazina, mecloretamina, cisplatino, metotrexato, 5-fluoruracilo y ara-C.
Puede hallarse informacion adicional en la referencia de Mendelsohn e Israel,
eds., The Molecular Basis of Cancer, Capitulo 1, titulada "Regulacion del ciclo
celular, oncogenes y farmacos antineoplasicos”, de Murakami et al. (W. B.
Saunders, Philadelphia, 1995), especialmente, en la p. 13.

E! término "agente citotoxico”, de acuerdo con esta solicitud, se refiere a un
agente que inhibe o previene la funcién de células, o causa la destruccion de
celulas. El termino tiene el propésito de incluir isétopos radiactivos (por ejemplo,
1™, 1" ¥® y Re') agentes inhibidores del crecimiento, agentes
quimioterapéuticos y toxinas tales como toxinas enzimaticamente activas de
origen bacteriano, fungico, de plantas o animal, o sus fragmentos.

Un "agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico atil en el
tratamiento del cancer. Ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes
alquilantes tales como tiotepa y CYTOXAN® ciclofosfamida; sulfonatos de alquilo
tales como busulfano, improsulfano y piposulfano; aziridinas tales como
benzodopa, carboquona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas,
que incluyen altretamina, trietilenmelamina, trietilenfosforamida,
trietilentiofosforamida y trimetilomelamina; acetogeninas (en especial, bulatacina y
bulatacinona); una camptotecina (que incluye el analogo sintético topotecano);
briostatina; calistatina; CC—-1085 (que incluye sus analogos sintéticos de

adozelesina, carzelesina y bizelesina); criptoficinas (en particular, criptoficina 1 y

oo
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criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (que incluye los analogos sintéticos KW-—
2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictiina; espongistatina;
mostazas de nitrdgeno tales como clorambucil, clornafazina, clorofosfamida,
estramustina, ifosfamida, mecloretamina, mecloretamina o6xido clorhidrato,
melfalano, novembichina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de
uracilo; nitrosoureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,
nimustina y ranimnustina; antibidticos tales como los antibidticos enediina (por
ejemplo, caliqueamicina, en especial, caliqueamicina gamma1! y caliqueamicina
omegal1 (ver, por ejemplo, la referencia de Angew, Chem. Intl. Ed. Engl., 33. 183~
186 (1994)); dinemicina, que incluye dinemicina A; bifosfonatos, tales como
clodronato; una esperamicina, al igual que el cromdéfore neocarzinostatina y
cromoforos antibidticos de cromaproteina enediina relacionados); aclacinomisinas,
actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina,
detorrubicina, 6—diazo—5—oxo—-L—-norleucina, doxorrubicina ADRIAMYCIN® (que
incluye  morfolino-doxorrubicina,  cianomorfolino—doxorrubicina,  2-pirrolino—
doxorrubicina y desoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina,
marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C, acido micofendlico,
nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina,
rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina,
zorrubicina; antimetabolitos tales como metotrexato y S-fluoruracilo (5-FU);
analogos de acido fdlico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina,
trimetrexato; anélogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina,
tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina,
6—-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina,
floxuridina; andrégenos tales como calusterona, dromostanolona propionato,
epitiostanol, mepitiostano, testolactona, agentes antiadrenérgicos tales como
aminoglutetimida, mitotano, trilostano; abastecedores de acido félico tales como
acido frolinico, aceglatona; aldofosfamida glicésido; acido aminclevulinico;
eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno: edatraxato; defofamina;

demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etoglucid;
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nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidainina; maitansinoides tales como
maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina;
pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxantrona; &acido podofilinico; 2-
etilhidrazida; procarbazina; complejo polisacarido PSK® (JHS Natural Products,
Eugene, OR); razoxano; rizoxina; sizofirano; espirogermanio; acido tenuazonico;
triaziquona; 2,2',2'-triclorotrietilamina; tricotecenos (en especial, toxina T-2,
verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; vindesina; dacarbazina;
manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabinosida (“Ara—
C"); ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, por ejemplo, paclitaxel TAXOL® (Bristol-
Myers Squibb Oncology, Princeton, N. J.), ABRAXANTEM libre de croméforo,
formulacién de nanoparticulas disefiada con albumina, de paclitaxe! (American
Pharmaceutical Partners, Schaumberg, 1llinois) y docetaxel TAXOTERE® (Rhtne—
Poulenc Rorer, Antony, France); cloranbucil; GEMZAR® gemcitabina; 6-
tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos de platino tales como cisplatino
y carboplatino; vinblastina; platino; etoposida (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona;
vincristina; NAVELBINE® vinorrelbina: novantrona; teniposida; edatrexato;
daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; irinotecano (Camptostar, CFT-
11) (que incluye el régimen de tratamiento de irinotecano con 5—FU vy
leucovirina); inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluormetilornitina (DMFO);
retinoides tales como &acido retinoico, capecitabine; combrestatina; leucovirina
(LV), oxaliplatino, que incluye el regimen de tratamiento de oxaliplatino (FOLFOX);
inhibidores de PKC-alfa, Raf, H-Ras y EGFR (por ejemplo, erlotinib (TarcevaTM))
que reducen la proliferacibn celular; y sales, acidos o derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

Los agentes quimioterapéuticos ademas incluyen agentes antihormonales
que actian de manera de regular o inhibir la accién de las hormonas sobre
tumores, tales como antiestrogenos y moduladores selectivos del receptor de
estrogeno (SERM, por sus siglas en inglés), que incluyen, por ejemplo, tamoxifeno
(que incluye NOLVADEX® tamoxifeno), raloxifeno, droloxifeno, 4-
hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY117018, onapristona y FARESTON-

toremifeno; inhibidores de la aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que
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regulan la produccién de estrégeno en las glandulas suprarrenales, por gjemplo,
4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, MEGASE® megestrol acetato, AROMASIN®
exemestano, formestanio, fadrozol, RIVISOR® vorozol, FEMARA® letrozol y
ARIMIDEX® anastrozol, y antiandrégenos tales como flutamida, nilutamida,
bicalutamida, leuprolida y goserrelina; al igual que troxacitabina (un anélogo de
1,3—dioxolano nucledsido citosina); oligonucledtidos antisentido, en particular,
aquellos que inhiben la expresion de genes en vias de sefializacién que participan
en la proliferacion celular anormal, por ejemplo, PKC-alfa, Raf y H-Ras; ribozimas
tales como un inhibidor de la expresion de VEGF (por ejemplo, ANGIOZYME®
ribozima) y un inhibidor de la expresién de HERZ; vacunas, tales como vacunas de
terapia geénica, por ejemplo, vacuna ALLOVECTIN®, vacuna LEUVECTIN® y
vacuna VAXID®; PROLEUKIN® rlL-2; LURTOTECAN® inhibidor de la
topoisomerasa 1; ABARELIX® rmRH; vinorrelbina y esperamicinas (ver Patente de
los Estados Unidos Nro. 4.675.187), y sales, acidos o derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

El término "profarmaco”, de acuerdo con la presente solicitud, se refiere a
un precursor 0 una forma derivada de un agente farmacéuticamente activo (por
ejemplo, una molécula pequefia) que es menos citotdxico para las células
enfermas, en comparacién con el farmaco original, y que es capaz de ser
enzimaticamente activado o convertido en la forma original mas activa. Ver, por
ejemplo, las referencias de Wilman, "Prodrugs in Cancer Chemotherapy”,
Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting Belfast (1986);
y Stella et al, "Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery",
Directed Drug Delivery, Borchardt et al., (ed.), pp. 247-267, Humana Press (1985).
Los profarmacos de esta invencidon incluyen, sin limitacion, profarmacos que
contienen fosfato, profarmacos que contienen tiofosfato, profarmacos que
contienen sulfato, profarmacos que contienen péptidos, profarmacos modificados
con D-aminoacidos, profarmacos glicosilados, profarmacos que contienen -
lactamicos, profarmacos que contienen fenoxiacetamida opcionalmente sustituida
o profarmacos que contienen fenilacetamida opcionaimente sustituida,

profarmacos de S5—fluorcitosina y otros profarmacos de 5—fluoruridina que pueden
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ser convertidos en el farmaco libre citotdoxico mas activo. Ejemplos de farmacos
citotdxicos que pueden derivarse hasta una forma de profarmaco para el uso en
esta invencion incluyen, sin limitacién, aquellos agentes quimioterapéuticos que se
describen con anterioridad.

El término "aislado”, utilizado para describir los diversos polipéptidos que se
revelan en esta solicitud, significa polipeptido que ha sido identificado y separado,
y/o recuperado de una célula o de un cultivo de células a partir del cual fue
expresado. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales
que, habitualmente, interferiran con los usos de diagnéstico o terapéuticos para el
polipéptido, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinaceos o no
proteinaceos. En ciertas realizaciones, el polipéptido sera purificado: (1) hasta un
grado suficiente para obtener por lo menos 15 residuos de secuencia de
aminoacidos N-terminal o interna mediante el uso de un secuenciador de taza
giratoria; o (2) hasta homogeneidad, por medio de SDS—-PAGE, en condiciones
reductoras o no reductoras, usando azul de Coomassie, 0, preferentemente,
tincion de plata. Los polipéptidos aislados incluyen polipéptido in situ dentro de
células recombinadas, ya que no se presentara por lo menos un componente del
entorno natural del polipéptido. Sin embargo, cominmente, el polipéptido aislado
sera preparado por medio de al menos una etapa de purificacion.

Un acido nucleico codificador de polipéptido “aislado” u otro acido nucleico
codificador de polipéptido es una molécula de acido nucleico que es identificada y
separada de por lo menos una molécula de acido nucleico contaminante con la
cual se asocia cominmente en la fuente natural del acido nucleico codificador de
polipéptido. Una molécula de acido nucleico codificador de polipéptido aislada se
presenta en una forma o configuracidon diferente de aquellas halladas en la
naturaleza. Las moléculas de acido nucleico codificador de polipéptido aisladas,
por lo tanto, se distinguen de la molécula de acido nucleico codificador de
polipéptido especifica tal como se presenta en las células naturales. Sin embargo,
una molécula de acido nucleico codificador de polipéptido aislada incluye
moléculas de acido nucleico codificador de polipéptido contenidas en células que

comunmente expresan el polipéptido, donde, por ejemplo, la molécula de acido
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nucleico se presenta en una ubicacién cromosdémica diferente de aquella de las
células naturales.

El término "secuencias de control” se refiere a secuencias de ADN
necesarias para la expresién de una secuencia codificadora funcionalmente ligada
en un organismo huésped particular. Las secuencias de control adecuadas para
procariotos, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente, una secuencia de
operador, y un sitio de unién de ribosoma. Se sabe que las células eucariotas
utilizan promotores, sefiales de poliadenilacion y mejoradores.

El acido nucleico esta "funcionalmente ligado" cuando se coloca en una
relacién funcional con respecto a otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el
ADN para una presecuencia o un lider de secrecién esta funcionalmente ligado a
ADN para un polipéptido, si es expresado como una preproteina que participa en
la secrecion del polipéptido; un promotor o mejorador esta funcionaimente ligado a
una secuencia codificadora si afecta la transcripcidn de la secuencia; o un sitio de
unién de ribosoma esta funcionalmente ligado a una secuencia codificadora si se
ubica de manera de facilitar la traduccion. En general, el término “funcionalmente
ligado” significa que las secuencias de ADN ligadas son contiguas, y, en el caso
de un lider de secrecidén, son contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los
mejoradores no necesariamente deben ser contiguos. La unién se logra por medio
de la ligacién en sitios de restriccion convenientes. Si dichos sitios no existen, se
usan adaptadores de oligonucledtidos sintéticos o conectores, de acuerdo con la
practica convencional.

Las “condiciones rigurosas” o “condiciones de alta rigurosidad”, como se
definen en esta solicitud, pueden identificarse como aquellas que: (1) emplean
baja concentracidn idnica y alta temperatura para el lavado, por ejemplo, cloruro
de sodio, 0,015 M/citrato de sodio, 0,0015 M/0,1% de dodecil sulfato sodico, a
50°C; (2) emplean, durante la hibridacién, un agente desnaturalizante, tal como
formamida, por ejemplo, 50% (v/v) de formamida con 0,1% de aibamina de suero
bovino/0,1% de Ficoll/0,1% de polivinilpirrolidona/regulador de fosfato de sodio, 50
mM, a pH 6,5, con cloruro de sodio, 760 mM, citrato de sodio, 75 mM, a 42°C; o

(3) utilizan la hibridacion durante la noche en una solucidn que emplea 50% de
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formamida; 5 x SSC (NaCl, 0,75 M; citrato de sodio, 0,075 M); fosfato de sodio, 50
mM (pH 6,8); 0,1% de pirofosfato sédico; 5 x solucion de Denhardt; ADN de
esperma de salmén sonicado (50 pg/ml); 0,1% de SDS; y sulfato de dextrano al
10%, a 42°C, con un lavado de 10 minutos a 42°C en 0,2 x SSC (cloruro de
sodio/citrato de sodio), seguido de un lavado de 10 minutos de alta rigurosidad
que consiste en 0,1 x SSC con EDTA a 55°C.

Las secuencias de aminoacidos que se describen en esta solicitud son
secuencias de aminoacidos contiguas, a menos que se establezca lo contrario.

De acuerdo con la presente solicitud, el término "inmunoadhesina” designa
moléculas de tipo anticuerpo que combinan la especificidad de unién de una
proteina heterdloga (una "adhesina") con las funciones efectoras de dominios
constantes de inmunoglobulina. Estructuraimente, las inmunoadhesinas
comprenden una fusién de una secuencia de aminoacidos con la especificidad de
union deseada, que es diferente del reconocimiento de antigeno y el sitio de unién
de un anticuerpo (es decir, es "heteréloga"), y una secuencia de dominio constante
de inmunoglobulina. La parte de adhesina de una molécula de inmunoadhesina
tipicamente es una secuencia de aminoacidos contiguos que comprende por lo
menos el sitio de union de un receptor o un ligando —tal como un VEGFR o un
ligando de fibronectina. La secuencia de dominio constante de inmunoglobulina en
la inmunoadhesina puede obtenerse de cualquier inmunoglobulina, tal como los
subtipos 1gG—1, IgG-2, IgG-3 o 1gG—4, IgA (que incluye IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD,
o IlgM. Los pepticuerpos, que a menudo comprenden una secuencia derivada de la
seleccion de exhibicion de fagos de secuencias que se unen de manera especifica
a un blanco fusionado a una porcion F¢ de una inmunoglobulina, pueden
considerarse inmunoadhesinas en la presente solicitud.

El término "anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio, y especificamente,
cubre, por gjemplo, anticuerpos monoclonales simples (que incluyen anticuerpos
agonistas, antagonistas y neutralizantes), composiciones de anticuerpos con
especificidad poliepitdpica, anticuerpos policlonales, antianticuerpos de cadena
simple, y fragmentos de anticuerpos (ver a continuacién), siempre que se unan de

manera especifica a un polipéptido native o exhiban una actividad inmunolégica o
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actividad biolégica de esta invencion. De acuerdo con una realizacién, el
anticuerpo se une a una forma oligbmera de una proteina blanco, por ejemplo, una
forma trimérica. De acuerdo con ofra realizacion, el anticuerpo se une de manera
especifica a una proteina, cuya unién puede ser inhibida por un anticuerpo
monoclonal de esta invencién (por ejemplo, un anticuerpo depositado de esta
invencion, etc.). La frase “fragmento funcional o analogo” de un anticuerpo es un
compuesto que tiene una actividad biologica cualitativa en comun con un
anticuerpo al cual se refiere. Por ejemplo, un fragmento funcional o analogo de un
anticuerpo de esta invencidén puede ser aquel que se une de manera especifica a
VEGF o a581. En una realizacion, el anticuerpo puede prevenir o sustancialmente
reducir la capacidad de un VEGF para inducir la proliferacion celular.

Un anticuerpo "aislado" es aquel que ha sido identificado y separado, o
recuperado, de un componente de su entorno natural. Los componentes
contaminantes de su entorno natural son materiales que interfieren con los usos
de diagndstico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas,
hormonas y otros solutos proteinaceos © no proteinaceos. En algunas
realizaciones, un anticuerpo sera purificado: (1) hasta mas del 95% en peso de
anticuerpo, segln lo determinado por el método de Lowry, y con mayor
preferencia, hasta mas del 99% en peso; (2) hasta un grado suficiente para
obtener por lo menos 15 residuos de secuencia de aminoacidos N-terminales o
internos mediante el uso de un secuenciador de taza giratoria; o (3) hasta
homogeneidad, por medio de SDS-PAGE, en condiciones reductoras o no
reductoras, usando azul de Coomasie, o preferentemente, tincion de plata. El
anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ dentro de células recombinadas, ya
que no se presentard por lo menos un componente del entorno natural del
anticuerpo. Sin embargo, comunmente, el anticuerpo aislado se preparara por
medio de al menos una etapa de purificacion.

La unidad de anticuerpo basica de cuatro cadenas es una glicoproteina
heterotetramera compuesta por dos cadenas livianas (L) idénticas y dos cadenas
pesadas (H) idénticas (un anticuerpo IgM consiste en 5 de la unidad basica

heterotetramera junto con un polipéptido adicional denominado cadena J, y por lo
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tanto, contiene 10 sitios de unidn de antigeno, mientras que los anticuerpos IgA
secretados pueden polimerizarse para formar ensambles polivalentes que
comprenden 2-5 de las unidades basicas de 4 cadenas junto con la cadena J). En
el caso de 1gG, la unidad de 4 cadenas tiene generalmente alrededor de 150.000
daltones. Cada cadena L esta ligada a una cadena H por medic de un enlace de
disulfuro covalente, mientras que las dos cadenas H estan ligadas entre si por uno
0 mas enlaces de disulfuro, de acuerdo con el isotipo de cadena H. Cada cadena
H y L ademas tiene puentes de disulfuro de intracadena regularmente espaciados.
Cada cadena H tiene, en el término N, un dominio variable (VR), seguido de tres
dominios constantes (Cy) para cada una de las cadenas a y v, y cuatro dominios
Ch, para los isotipos p y €. Cada cadena L tiene, en el término N, un dominio
variable (V| ) seguido de un dominio constante (C.), en su otro extremo. El V| esta
alineado con el VH, y el C|_ esta alineado con el primer dominio constante de la
cadena pesada (CH1). Se cree que residuos de aminoacidos particulares forman
una interfaz entre los dominios variables de cadena liviana y de cadena pesada. El
emparejamiento de un VH y un V|_ forma un sitio de unién de antigeno individual.
Para la estructura y las propiedades de las diferentes clases de anticuerpos, ver,
por ejemplo, la referencia titulada: BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY, 8th edition,
Daniel P. Stites, Abba |. Terr and Tristram G. Parslow (eds.), Appleton & Lange,
Norwalk, CT, 1994, p. 71 and Chapter 6.

La cadena L de cualquier especie de vertebrado puede asignarse a uno de
dos tipos claramente distintos, denominados kappa y lambda, sobre la base de las
secuencias de aminoacidos de sus dominios constantes. De acuerdo con la
secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas (CR),
las inmunoglobulinas pueden asignarse a diferentes clases o isotipos. Hay cinco
clases de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, que tienen cadenas pesadas
designadas q, 9, y, £ y |, respectivamente. Las clases y y a se dividen asimismo
en subclases, sobre la base de diferencias relativamente menores en la funcién y
secuencia de CH, por ejemplo, los humanos expresan las siguientes subclases:

IgG1, 1gG2, 19G3, 1gG4, IgA1 e IgA2.
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El término "variable" se refiere al hecho de que ciertos segmentos de los
dominios variables difieren extensamente en su secuencia, entre los anticuerpos.
El dominio V media la unidon de antigeno, y define la especificidad de un
anticuerpo particular para su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no
se distribuye en forma pareja a través del tramo de 110 aminoacidos de los
dominios variables. En cambio, las regiones V consisten en tramos relativamente
invariables denominados regiones de marco (FR, por sus siglas en inglés) de 15~
30 aminoacidos, separados por regiones mas cortas de variabilidad extrema
denominadas “regiones hipervariables”, donde, cada una, tiene 9-12 aminoacidos
de longitud. Los dominios variables de cadenas livianas y pesadas nativas
comprenden, cada uno, cuatro FR, y adoptan en gran medida una configuracién
de lamina beta, conectados por tres regiones hipervariables, que forman anillas
que conectan la estructura de lamina beta, y en algunos casos, forman parte de
ella. Las regiones hipervariables en cada cadena se mantienen juntas en estrecha
proximidad por las FR, y con las regiones hipervariables de la otra cadena,
contribuyen a la formacion del sitio de unién de antigeno de los anticuerpos (ver la
referencia de Kabat ef al., SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST,
5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)).
Los dominios constantes no participan directamente en |a unién de un anticuerpo a
un antigeno, sino que exhiben diversas funciones efectoras, tales como la
participacion del anticuerpo en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC).

El término "regién hipervariable”, utilizado en la presente solicitud, se refiere
a los residuos de aminoacidos de un anticuerpo que son responsables de |a unién
de antigeno. La regién hipervariable comprende, en general, residuos de
aminoacidos de una "region de determinacién de complementariedad” o "CDR"
(por ejemplo, alrededor de los residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en ia
VL, y alrededor de 31-35B (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3), en la VH (en una
realizacion, H1 es alrededor de 31-35); Kabat ef al., supra, y/o aquellos residuos

de una “anilla hipervariable” (por ejemplo, los residuos 26-32 (1), 50-52 (L2} y

a2
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891-96 (L3), en la V|, y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3), en la V4; Chothia
and Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)).

A lo largo de la presente memoria descriptiva y de las reivindicaciones, se
usa generalmente la numeracion de Kabat cuando se hace referencia a un residuo
en el dominio variable (aproximadamente los residuos 1-107 de la cadena liviana,
y los residuos 1-113 de la cadena pesada) (por ejemplo, Kabat ef al., supra
(1991)). Se usa generalmente el “sistema de numeracién EU" o “indice EU”
cuando se hace referencia a un residuo en una region constante de cadena
pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, el indice EU informado en la referencia
de Kabat et al., supra (1991), incorporado expresamente en la presente solicitud a
modo de referencia). A menos que se establezca lo contrario en esta solicitud, las
referencias a los numeros de residuos en el dominio variable de los anticuerpos
significa la numeracion de residuos por el sistema de numeraciéon Kabat. A menos
que se establezca lo contrario en esta solicitud, las referencias a los nlimeros de
residuos en el dominio constante de los anticuerpos significa la numeracién de
residuocs por el sistema de numeracién EU.

El término "anticuerpo monoclonal”, de acuerdo con la presente solicitud, se
refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacion
son idénticos, excepto posibles mutaciones naturales que pueden presentarse en
cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, y
estan dirigidos contra un sitio antigénico individual. Asimismo, en contraste a las
preparaciones de anticuerpos policlonales que incluyen diferentes anticuerpos
dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal
esta dirigido contra un solo determinante en el antigeno. Ademas de su
especificidad, los anticuerpos monoclonales son convenientes en términos de que
pueden ser sintetizados sin contaminacién de otros anticuerpos. El modificador
"monoclonal” no debe interpretarse como la necesidad de la produccion del
anticuerpo por ningin método particular. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales Utiles en la presente invencion pueden prepararse por medio de la

metodologia de hibridoma, descripta por primera vez por Kohler et al., Nature, 256:
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495 (1975); o pueden prepararse usando métodos biotecnologicos en células
bacterianas, eucariotas, de animales o de plantas (ver, por ejemplo la Patente de
los Estados Unidos Nro. 4.816.567). Los "anticuerpos monoclonales" ademas
pueden aislarse de genotecas de anticuerpos de fagos usando las técnicas
descriptas en la referencia de Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991); Marks
et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991); o0 usando los métodos expuestos en los
Ejemplos que siguen.

Los anticuerpos monoclonales de la presente solicitud incluyen anticuerpos
"quiméricos”, donde una porcién de la cadena pesada y/o liviana es idéntica u
homdloga a las correspondientes secuencias en anticuerpos derivados de una
especie particular o que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpos
particular, mientras que el resto de la cadena és idéntica u homologa a las
correspondientes secuencias en anticuerpos derivados de otra especie o que
pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpos, al igual que fragmentos de
dichos anticuerpos, siempre que exhiban una actividad biolégica de esta invencién
(ver, por ejfemplo, Patente de los Estados Unidos Nro. 4.816.567; la referencia de
Morrison ef al,, PNAS. USA, 81: 68516855 (1984)). Los anticuerpos quiméricos
de interés en esta invencion incluyen anticuerpos "primatizados”, que comprenden
secuencias de union de antigeno de dominio variable derivadas de un primate no
humano (por ejemplo, cercopitécido, simio, etc.) y secuencias de regiéon constante
humanas. |

Un anticuerpo "maduradc para afinidad” es aquel con una o mas
alteraciones en una o mas de sus CDR, que logran una mejoria en la afinidad del
anticuerpo para el antigeno, en comparacidn con un anticuerpo progenitor que no
posee dichas alteraciones. Los anticuerpos madurados para afinidad preferidos
tendran afinidades nanomolares o aun picomolares para el antigeno blanco. Los
anticuerpos madurados para afinidad se producen mediante procedimientos
conocidos en el arte. Marks et al., Bio/Technology, 10: 779-783 (1992), describen
la maduracién para afinidad por medio de la mezcla de dominios VH y VL. La
mutagénesis de azar de residuos de marco y/o CDR es descripta por: Barbas et

al.. PNAS USA, 91: 3809-3813 (1994); Schier et al., Gene, 169: 147-155 (1995);



40

Yelton et al.,, J. Immunol. 155. 1994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154
(7): 33109 (1995); y Hawkins et al, J. Mol. Biol., 226: 889~-896 (1992).

Un anticuerpo de "blogueo" ¢ un anticuerpo "antagonista" es aquel que
inhibe o reduce la actividad bioldgica del antigeno al que se une. Por ejemplo, los
anticuerpos de bloqueo o anticuerpos antagonistas anti-a5f1 inhiben de manera
parcial o completa la angiogénesis, mediante la unién a a5p1.

Un "anticuerpo agonista" es un anticuerpo que mejora © aumenta la
actividad biolégica del antigeno al que se une. Por ejemplo, los anticuerpos
agonistas anti-a5B1 mejoran la angiogénesis mediante la unién a a5p1.

Un anticuerpo “intacto” es aquel que comprende un sitio de unidn de
antigeno al igual que un C|_ y por lo menos dominios constantes de cadena
pesada, CH1, CH2 y CH3. Los dominios constantes pueden ser dominios
constantes de secuencia nativa (por ejemplo, dominios constantes de secuencia
nativa humana) o sus variantes de secuencia de aminoacidos. Preferentemente, el
anticuerpo intacto tiene una o mas funciones efectoras.

Los "fragmentos de anticuerpos" comprenden una porcidn de un anticuerpo
intacto, preferentemente, la regién variable o de unién de antigeno del anticuerpo
intacto. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab',
F(ab')2 y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales (ver Patente de los Estados Unidos
Nro. 5.641.870, Ejemplo 2; Zapata et al., Protein Eng. 8 (10): 1057-1062 [1995));
moléculas de anticuerpos de cadena simple; y anticuerpos multiespecificos
formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

La expresion "anticuerpos lineales" se refiere generalmente a los
anticuerpos descriptos en la referencia de Zapata et al, Protein Eng., 8 (10):
1057-1062 (1995). En resumen, estos anticuerpos comprenden un par de
segmentos Fd in tandem (VH-CH1-VH-CH1) que, junto con polipéptidos de
cadena liviana complementaria, forman un par de regiones de unién de antigeno.
Los anticuerpos lineales pueden ser biespecificos 0 monoespecificos.

La digestidon de papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos de
unién de antigeno idénticos, denominados fragmentos "Fab", y un fragmento “Fc”

residual, una designacion que refleja la capacidad para cristalizarse facilmente. El
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fragmento Fab consiste en una cadena L entera junto con el dominio de regién
variable de la cadena H (V) y el primer dominio constante de una cadena pesada
(CH1). Cada fragmento Fab es monovalente con respecto a la unién de antigeno,
es decir, tiene un solo sitio de unién de antigeno. El tratamiento de pepsina de un
anticuerpo produce un solo fragmento F(ab')y grande que corresponde
aproximadamente a dos fragmentos Fab unidos por disulfuro que tienen actividad
de unién de antigeno divalente, y que aun es capaz de entrecruzamiento con
antigeno. Los fragmentos Fab' difieren de los fragmentos Fab por tener algunos
residuos adicionales en el término carboxi del dominio CH1, que incluyen una o
mas cisteinas de la region de bisagra del anticuerpo. Fab'—SH es la designacion,
en esta solicitud, para Fab' donde los residucs cisteina de los dominios constantes
portan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab") originalmente
fueron producidos como pares de fragmentos Fab' que tenian entre ellos cisteinas
de bisagra. Se conocen asimismo otros acoplamientos quimicos de fragmentos de
anticuerpos.

E! fragmento Fc comprende las porciones carboxi-terminales de ambas
cadenas H mantenidas juntas por disulfuros. Las funciones efectoras de los
anticuerpos son determinadas por secuencias en la regién Fc, donde esta region
también es también la parte reconocida por receptores F¢ (FCcR) hallados en
ciertos tipos de células.

Una “region Fc variante” comprende una secuencia de aminoacidos que
difiere de aquella de una region Fc de secuencia nativa en virtud de por lo menos
una "modificacion de aminoacido", como se define en esta solicitud.
Preferentemente, la regién Fc variante tiene por 1o menos una sustitucion de
aminoacido en comparacién con una regién Fc de secuencia nativa, o con la
regién Fc de un polipéptido progenitor, por ejemplo, de alrededor de una a
alrededor de diez sustituciones de aminoacidos, y preferentemente, de alrededor
de una a alrededor de cinco sustituciones de aminoacidos en una regién Fc de
secuencia nativa, o en la regién Fc del polipéptido progenitor. En una realizacion,
la regiéon Fc variante de la presente solicitud poseera por lo menos alrededor de

80% de homologia, por lo menos alrededor de 85% de homologia, por lo menos
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alrededor de 90% de homologia, por lo menos alrededor de 95% de homologia, o
por lo menos alrededor de 99% de homologia con respecto a una regiéon Fc de
secuencia nativa. De acuerdo con otra realizacion, la regién Fc variante de la
presente solicitud poseera por lo menos aproximadamente 80% de homologia, por
lo menos aproximadamente 85% de homologia, por lo menos aproximadamente
90% de homologia, por lo menos aproximadamente 95% de homologia, o por lo
menos aproximadamente 99% de homologia con respecto a una regién Fc de un
polipéptido progenitor.

El término "polipéptido que comprende region Fc" se refiere a un
polipéptido, tal como un anticuerpo o una inmunoadhesina (ver definiciones a
continuacion), que comprende una regién Fc. La lisina C—terminal (residuo 447 de
acuerdo con el sistema de numeracién EU) de la regién Fc puede removerse, por
ejemplo, durante la purificacion del polipéptido, o por medio del disefio
recombinado del acido nucleico que codifica el polipéptido. En consecuencia, una
composicién que comprende polipéptidos, que incluyen anticuerpos, que tienen
una region Fc de acuerdo con esta invencion puede comprender poblaciones de
polipéptidos con todos los residuos K447 removidos, poblaciones de polipéptidos
sin residuos K447 removidos, o poblaciones de polipéptidos que tienen una
mezcla de polipéptidos con el residuo K447 y sin el residuo K447.

"Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio de unién y
reconocimiento de antigeno completo. Este fragmento consiste en un dimero de
un dominio de regién variable de cadena pesada y uno de cadena liviana en
asociacion estrecha, no covalente. Del plegado de estos dos dominios emanan
seis anillas hipervariables (3 anillas de céda cadena H y L) que contribuyen los
residuos de aminoacidos para la unién de antigeno y confieren especificidad de
unién de antigeno al anticuerpo. Sin embargo, aun un solo dominio variable (o la
mitad de un Fv que comprende solo tres CDR especificas para un antigeno) tiene
la capacidad de reconocer y unir antigeno, si bien con una menor afinidad que el
sitio de unién entero.

Los "Fv de cadena simple", también abreviados como "scFv" o "sFv", son

fragmentos de anticuerpos que comprenden los dominios VH y VL de anticuerpo,
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conectados en una sola cadena de polipéptido. Preferentemente, el polipéptido de
sFv ademas comprende un conector de polipéptido entre los dominios VH y VL, lo
que permite que el SFv forme la estructura deseada para la unidén de antigeno.
Para una resefia de sFv, ver las referencias de Pluckthiin, en The Pharmacology
of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., (Springer-Verlag,
New York, 1994), pp. 269-315; Borrebaeck, 1995, infra.

El término "diacuerpos” se refiere a fragmentos de anticuerpos pequenios
preparados mediante la construccidén de fragmentos sFv (ver el parrafo
precedente) con conectores cortos (alrededor de 5-10 residuos) entre los
dominios Vuy Vi, de modo de lograr el emparejamiento de intercadena, si bien no
de intracadena, de los dominios V, a fin de obtener un fragmento bivalente, es
decir, fragmento que tiene dos sitios de union de antigeno. Los diacuerpos
biespecificos son heterodimeros de dos fragmentos sFv de “"cruce", donde los
dominios V4 y Vi de los dos anticuerpos se presentan en diferentes cadenas de
polipéptidos. Los diacuerpos se describen en mayor detalle, por ejemplo, en los
documentos EP 404.097; WO 93/11161; y en la referencia de Hollinger et al.
PNAS USA, 90: 6444-6448 (1993).

Los anticuerpos "humanizados” son formas de anticuerpos no humanos
(por ejemplo, de roedores) que son anticuerpos quiméricos que contienen
secuencia minima derivada del anticuerpo no humano. En su mayoria, los
anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor)
donde los residuos de una region hipervariable del receptor son reemplazados por
residuos de una regidon hipervariable de una especie no humana (anticuerpo
donante), tal como ratén, rata, conejo o primate no humano, que tiene la
especificidad, afinidad y capacidad de anticuerpo deseadas. En algunos casos, los
residuos de regiébn de marco (FR) de la inmunoglobulina humana son
reemplazados por correspondientes residuos no humanos. Asimismo, los
anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en
e! anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se
realizan a fin de refinar adicionalmente el comportamiento del anticuerpo. En

general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente la totalidad de
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por lo menos uno, y habitualmente, dos, dominios variables, donde la totalidad, o
sustancialmente la totalidad de las anillas hipervariables corresponden a aqueilas
de una inmunoglobulina no humana, y todas o sustancialmente todas las FR son
aquellas de una secuencia de inmunoglobulina humana. Ei anticuerpo humanizado
ademas comprendera, opcionalmente, por lo menos una porcion de una regién
constante de inmunoglobulina (Fc), habitualmente, aquella de una
inmunoglobulina humana. Para mayores detalles, ver las referencias de Jones et
al., Nature, 321. 522-525 (1986); Riechmann et al.: Nature, 332: 323-329 (1988);
y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596 (1992).

Un "anticuerpo dependiente de la especie” es un anticuerpo que tiene una
afinidad de union mas fuerte para un antigeno de una primera especie de
mamifero, que para un homoélogo de dicho antigeno de una segunda especie de
mamifero. Normalmente, el anticuerpo dependiente de la especie se "une de
manera especifica” a un antigeno humano (es decir, tiene un valor de afinidad de
unién (Kd) no superior a alrededor de 1 x 10~ M, no superior a alrededor de 1 x
10, o no superior a alrededor de 1 x 107 M), si bien tiene una afinidad de unién
para un homélogo del antigeno de una segunda especie de mamifero no humana
que es por lo menos aproximadamente 50 veces, por lo menos aproximadamente
500 veces o por lo menos aproximadamente 1000 veces mas débil que su afinidad
de unién para el antigeno humano. El anticuerpo dependiente de la especie puede
ser de cualquiera de los diversos tipos de anticuerpos que se definen con
anterioridad, si bien, preferentemente, es un anticuerpo humanizado o humano.

En dichas realizaciones, el alcance de union del polipéptido, anticuerpo,
antagonista 0 de la composicibn a una proteina "no blanco” sera inferior a
aproximadamente 10% de la unién del polipéptido, anticuerpo, antagonista ¢ de la
composicion a su proteina blanco particular, segin lo determinado por el analisis
de clasificacidn celular activado por fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés)
o por la radioinmunoprecipitacion (RIA, por sus siglas en inglés). Con respecto a la
union de un polipéptido, anticuerpo, antagonista o una composicion a una
molécula blanco, el término "unién especifica” 0 "se une de manera especifica a",

0 "es especifico para" un polipéptido particular o un epitopo en un blanco de

)



polipéptido particular significa la unién que es mensurablemente diferente de una
interaccién no especifica. La unién especifica puede medirse, por ejemplo,
mediante la determinacion de la union de una molécula en comparacién con la
union de una molécula de control, que, en general, es una molécula de estructura
similar que no tiene actividad de unién. Por ejemplo, la unidén especifica puede
determinarse por medio de la competicion con una molécula de control que es
similar al blanco, por ejemplo, un exceso de blanco no marcado. En este caso, la
unién especifica se indica si la unién del blanco marcado a una sonda es inhibida
competitivamente por el exceso de blanco no marcado. El término "union
especifica” o "se une de manera especifica a", o "es especifico para" un
polipéptido particular o un epitopo en un blanco de polipéptido particular, de
acuerdo con esta solicitud, puede ser exhibido, por ejemplo, por una molécula que
tiene un Kd para el blanco de por lo menos aproximadamente 107 M, por lo
menos aproximadamente 107° M, por lo menos aproximadamente 10° M, por lo
menos aproximadamente 10~ M, por lo menos aproximadamente 107°M, por lo
menos  aproximadamente 10° M; alternativamente, por lo menos
aproximadamente 107 M, por lo menos aproximadamente 10~ M, por lo menos
aproximadamente 1072 M o mas. En una realizacion, el término "uni6n especifica"
se refiere a la unién donde una molécula se une a un polipéptido particular o
epitopo en un polipéptido particular sin la unién sustancial a cualquier otro
polipéptido o epitopo de polipéptido.

Las "funciones efectoras" de anticuerpo se refieren a aquellas actividades
bioclégicas atribuibles a [a regiébn Fc (una regidn Fc de secuencia nativa o una
regién F¢ variante de secuencia de amincacidos) de un anticuerpo, y varian con el
isotipo de anticuerpo. Ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: la
union C1q y la citotoxicidad dependiente de complemento; la unién de receptor Fc¢;
la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC, por sus
siglas en ingles); la fagocitosis; la regulacidbn descendente de receptores de
superficie celular; y la activacion de células B. Una "region Fc de secuencia nativa”
comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a la secuencia de aminoacidos

de una regidbn Fc hallada en la naturaleza. Ejemplos de secuencias Fc se
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describen, por ejemplo, sin limitacién, en la referencia de Kabat et al, supra
(1991).

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos”, u
"homologia”, con respecto a las secuencias de anticuerpos y polipéptidos;
identificadas en esta invencién se define como el porcentaje de residuos de
aminoacidos en una secuencia candidata que son idéenticos a los residuos de
aminoacidos en el polipéptido comparado, luego de la alineacion de las
secuencias considerando cualquier sustituciébn conservadora como parte de la
identidad de secuencia. La alineacion, para los propositos de determinar el
porcentaje de identidad de secuencia de aminoéacidos, puede lograrse de diversas
maneras, que se encuentran dentro de la experiencia del arte, por ejemplo,
usando programas informaticos de libre disponibilidad tales como los programas
BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en el arte pueden
determinar los parametros apropiados para la alineacion de secuencias, que
incluyen cualquier algoritmo necesario para lograr la maxima alineacion sobre la
longitud total de las secuencias comparadas. Sin embargo, para los propdsitos de
la presente invencién, los valores de porcentaje de identidad de secuencia de
aminoacidos son generados usando el programa informatico de comparacion de
secuencias ALIGN-2. El programa informatico de comparacidn de secuencias
ALIGN-2 fue disefiado por Genentech, Inc., y se ha presentado el cédigo de
fuente con documentacién del usuario en la Oficina de Copyright de los Estados
Unidos de América, Washington D. C., 20559, donde se encuentra registrado bajo
el Registro U. S. Copyright Nro. TXU510087. El programa ALIGN-2 es de libre
acceso al publico en Genentech, Inc., South San Francisco, California. El
programa ALIGN-2 debe ser compilado para el uso en un sistema operativo UNIX,
preferentemente, UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de comparacion de
secuencias son establecidos por el programa ALIGN-2 y no varian.

Los términos "receptor Fc" ¢ "FcR" se usan para describir un receptor que
se une a la regién Fc de un anticuerpo. En una realizacion, un FcR de esta
invencion es aquel que se une a un anticuerpo IgG (un receptor gamma) e incluye

receptores de las subclases FcyRI, FeyRIl y FeyRII, que incluyen variantes alélicas
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y, alternativamente, formas empalmadas de dichos receptores. Los receptores
FeyRll incluyen FceyRIIA (un "receptor activador”) y Fe¢yRIIB (un “receptor
inhibidor"), que tienen secuencias de aminoacidos similares que difieren
principaimente en sus dominios citopldsmicos. El receptor activador FcyRIIA
contiene un motivo de activacién a base de tirosina de inmunorreceptor (ITAM, por
sus siglas en inglés) en su dominio citoplasmico. El receptor inhibidor FcyRIIB
contiene un motivo de inhibicién a base de tirosina de inmunorreceptor (ITIM, por
sus siglas en inglés) en su dominio citoplasmico (ver la resefia de Daéron, Annu.
Rev. Immunol. 15: 203--234 (1997)). El término comprénde alotipos, tales como
alotipos de FCyRIIIA: FcyRIlIA-Phe158, FcyRIIIA-Val158, FcyRIIA-R131 vy
FcyRIIA-H131. Los FcR son resefiados en las referencias de Ravetch y Kinet,
Annu. Rev. Immunol., 9; 457-92 (1991); Capel et al., Immunomethods, 4. 25-34
(1994); y de Haas ef al.,, J. Lab. Clin. Med., 126: 330—41 (1995). Otros FcR, que
incluyen aquellos por ser identificados en el futuro, estan contemplados por el
término "FcR" en esta solicitud. El término ademas comprende el receptor neonato
FcRn, que es responsable de la transferencia de IgG maternas al feto (Guyer et
al., J. Immunol., 117: 587 (1976), y Kim ef al., J. Immunol., 24: 249 (1994)).

El término "FcRn" se refiere al receptor Fc neonato (FcRn). FcRn es
estructuralmente similar al complejo de histocompatibilidad mayor (MHC, por sus
siglas en inglés), y consiste en una cadena V unida en forma no covalente a 32—
microglobulina. Las multiples funciones del receptor Fc neonato FcRn son
resefiadas en la referencia de Ghetie y Ward (2000). Annu. Rev. Immunol., 18,
739-766. FcRn cumple un rol en el suministro pasivo de inmunoglobulinas IgG de
madre a hijo, y en la regulaciéon de las concentraciones séricas de 1gG. FcRn
puede actuar como un receptor de rescate, mediante la unién y el transporte de
lgG pinocitosadas en forma intacta, tanto dentro de las células como a través de
ellas, y su rescate de una via degradante por defecto.

El documento WO 00/42072 (Presta) y la referencia de Shields et al., J.
Biol. Chem. 9 (2): 6591-6604 (2001) describen variantes de anticuerpos con
mayor o menor unién a FcR. Los contenidos de dichas publicaciones se

incorporan especificamente en la presente solicitud a modo de referencia.
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El “"dominio CH1" de una regién Fc de IgG humana (también denominado
“C1" de dominio “H1") habitualmente se extiende desde alrededor del aminoéacido
118 hasta alrededor del aminoacido 215 (sistema de numeracién EU).

La “regién de bisagra’ se define generalmente como un framo que se
extiende desde Glu216 hasta Pro230 1gG1 humana (Burton, Molec. Immunol., 22:
161-206 (1985)). Las regiones de bisagra de ofros isotipos de IgG pueden
alinearse con la secuencia IgG1 mediante la colocaciéon del primer y el Gltimo
residuos cisteina que forman enlaces S-S de intercadena pesada, en las mismas
posiciones.

La "region de bisagra inferior" de una regidn F¢ normaimente se define
como el tramo de residuos inmediatamente C—terminal con respecto a la region de
bisagra, es decir, los residuos 233 a 239 de la region Fc. En informes previos, la
union de FcR se atribuia generalmente a los residuos de aminoacidos en la region
de bisagra inferior de una region Fc de 1gG.

El “dominio CH2" de una regién Fc de IgG humana (también denominado
“C2" de dominio “H2") habitualmente se extiende desde alrededor del aminoacido
231 hasta alrededor del aminoacido 340. El dominio CH2 es de caracter unico, en
términos de que no esta cercanamente emparejado con otro dominio. En cambio,
se interponen dos cadenas de carbohidrato ramificadas N-ligadas, entre los dos
dominios CH2 de una molécula de IgG nativa intacta. Se cree que el carbohidrato
puede proporcionar un sustituto para el emparejamiento de dominio—dominio, y
ayudar a la estabilizacion del dominio CH2. Ver 1a referencia de Burton, Molec.
Immunol., 22: 161-206 (1985).

El “dominio CH3" (también denominado dominio “C2” 0 “H3”) comprende el
tramo de residuos C—terminales con respecto a un dominio CH2 en una region Fc
(es decir, desde alrededor del residuo de aminoacido 341 hasta el extremo C—
terminal de una secuencia de anticuerpo, tipicamente, en el residuo de aminoéacido
446 6 447 de una IgG).

Una "regidn Fc funcional” posee una "funcion efectora" de una regioén Fc de
secuencia nativa. Ejemplos de "funciones efectoras” incluyen la unién de C1q; ia

citotoxicidad dependiente de complemento; la union de receptor Fc; la
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citotoxicidad mediada por célula dependiente de anticuerpo (ADCC), la fagocitosis;
la regulacién descendente de receptores de superficie celular (por ejemplo,
receptor de célula B (BCR, por sus siglas en inglés)), etc. Dichas funciones
efectoras requieren generalmente la combinacién de la region Fc con un dominio
de unién (por ejemplo, un dominio variable de anticuerpo), y pueden evaluarse
usando diversos ensayos, por ejemplo, como se describen en |la presente solicitud.

El "C19" es un polipeptido que incluye un sitio de unidn para la regién Fc de
una inmunoglobulina. C1q junto con dos serina proteasas, C1r y C1s, forma el
complejo C1, el primer componente de la via de citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC). C1q humano puede obtenerse en el mercado, por ejemplo,
en Quidel, San Diego, CA.

El término "dominio de unién" se refiere a la regién de un polipéptido que se
une a otra molécula. En el caso de un FcR, el dominio de unién puede comprender
una porcion de una cadena de polipéptido de este (por ejemplo, su cadena alfa),
gue es responsable de la unién de una regién Fc. Un dominio de unién util es el
dominio extracelular de una cadena alfa de FcR.

Un anticuerpo o pepticuerpo con una Fc de IgG variante con "alterada"
afinidad de unién FcR o actividad ADCC es aquel que tiene o bien mayor o menor
actividad de union de FcR (por ejemplo, FcyR o FcRn) o actividad ADCC, en
comparacién con un polipéptido progenitor o con un polipéptido que comprende
una regién Fc de secuencia nativa. La Fc variante que "exhibe mayor unién" a un
FcR se une por lo menos a un FcR con mayor afinidad (por ejemplo, menor Kd
aparente o valor IC50) que el polipéptido progenitor ¢ una Fc de 1gG de secuencia
nativa. De acuerdo con algunas realizaciones, el aumento en la unidn en
comparaciéon con un polipéptido progenitor es de alrededor de 3 veces,
preferentemente, alrededor de 5, 10, 25, 50, 60, 100, 150, 200, 250, 300, 350,
400, 450, 6 500 veces, o de alrededor del 25% a 1000% de mayor unidn. La
variante de polipéptido que "exhibe menor unién" a un FcR se une a por lo menos
un FcR con menor afinidad {por ejemplo, mayor Kd aparente o mayor valor IC50)

que un polipéptido progenitor. La disminucién en la unién en comparaciéon con un
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polipéptido progenitor puede ser de alrededor del 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, o mas de disminucién en la union.

La "citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo” o "ADCC"
se refiere a una forma de citotoxicidad en la cual lg secretada unida a receptores
Fc (FcR) presentes en ciertas células citotéxicas (por eilemplo, linfocitos citoliticos
naturales (NK), neutréfilos y macréfagos) permite que estas células efectoras
citotoxicas se unan especificamente a una célula bianco que porta antigeno, y a
continuacién, maten la célula blanco con citotoxinas. Los anticuerpos "atacan” a
las células citotoxicas, y son absolutamente necesarios para dicha muerte. Las
células primarias para la mediacion de ADCC, linfocitos citoliticos naturales,
expresan solo FcyRIl, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FeyRIl y
FcyRIIl. La expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3,
pagina 464, de la referencia de Ravetch y Kinet: Annu. Rev. Immunol., 9. 457-92
(1991). A fin de evaluar la actividad ADCC de una molécula de interés, puede
efectuarse un ensayo de ADCC in vitro, tal como aquel descripto en las Patentes
de los Estados Unidos Nros. 5.500.362 6 5.821.337; o en los Ejemplos expuestos
a continuacion. Las células efectoras Gtiles para dichos ensayos incluyen células
mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés) y linfocitos
citoliticos naturales (NK). Alternativa o adicionalmente, la actividad ADCC de la
molécula de interés puede ensayarse in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal
como aquel revelado en la referencia de Clynes ef al. PNAS, 95; 652-656 (1998).

El polipéptido que comprende una region Fc variante que “exhibe mayor
ADCC" o media la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo
(ADCC) en presencia de células efectoras humanas en forma mas eficaz que un
polipéptido que tiene Fc de IgG de tipo silvestre o un polipéptido progenitor es
aquel que, in vitro o in vivo, es sustancialmente mas eficaz en la mediacién de
ADCC, cuando las cantidades de polipéptido con regién Fc variante y el
polipéptido con regidn F¢ de tipo silvestre (o el polipéptido progenitor) en el ensayo
son esencialmente iguales. En general, dichas variantes seran identificadas
usando el ensayo de ADCC in vitro, como se revela en esta solicitud, si bien se

contemplan otros ensayos o métodos para la determinacion de la actividad ADCC,
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por ejemplo, en un modele animal, etc. En una realizacién, la variante preferida es
de alrededor de 5 veces a alrededor de 100 veces, por ejemplo, de alrededor de
25 a alrededor de 50 veces mas eficaz en la mediacién de ADCC, en comparacion
con la Fc de tipo silvestre (o polipéptido progenitor).

La “citotoxicidad dependiente de complemento” o “CDC” se refiere a la lisis
de una célula blanco en presencia de complemento. La activacion de la via de
complemento clasica se inicia mediante la unién del primer componente del
sistema de complemento {C1q) a anticuerpos (de la subclase apropiada), que
estan unidos a su antigeno cognado. A fin de evaluar la activacion de
complemento, puede efectuarse un ensayo de CDC, por ejemplo, como se
describe en la referencia de Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods, 202.
163 (1996).

Las variantes de polipéptido con secuencias alteradas de aminoacidos de
regidn Fc y mayor ¢ menor capacidad de unidén C1q se describen en la Patente de
los Estados Unidos Nro. 6.194.551 y en el documentc WO 1899/51642. Los
contenidos de dichas publicaciones de patente se incorporan especificamente en
esta solicitud a modo de referencia. Ver, ademas, la referencia de Idusogie et al. J.
Immunol., 164: 4178-4184 (2000).

Las "células efectoras humanas” son leucocitos que expresan uno © mas
FcR y realizan funciones efectoras. De acuerdo con una realizacién, las células
expresan por lo menos FeyRIll y realizan funciones efectoras ADCC. Ejemplos de
leucocitos humanos que median ADCC incluyen células mononucleares de sangre
periférica (PBMC, por sus siglas en inglés), linfocitos citoliticos naturales (NK, por
sus siglas en inglés), monocitos, células T citotéxicas y neutrdfilos,
preferentemente, PBMC y células NK. Las células efectoras pueden ser aisladas
de una fuente nativa, por ejemplo, de sangre o PBMC, como se describe en esta
solicitud.

LLos métodos para la medicién de la unién a FcRn son conocidos (ver, por
ejemplo, las referencias de Ghetie, 1997; Hinton, 2004). La unién a FcRn humano
in vivo y la semivida sérica de polipéptidos de unién de alta afinidad de FcRn

humano pueden ensayarse, por ejemplo, en ratones transgenicos 0 en estirpes
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celulares humanas transfectadas que expresan FcRn humano, ¢ en primates a los
cuales se administran los polipéptidos de Fc variante. En una realizacion,
especificamente, los anticuerpos anti<a5p1 de la invencién que tienen una Fc de
IgG variante exhiben mayor afinidad de unién para FcRn humano, en comparacién
con un polipeptido que tiene Fc de IgG de tipo silvestre, de al menos 2 veces, al
menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 50 veces, al menos 60 veces, al
menos 70 veces, al menos 80 veces, al menos 100 veces, al menos 125 veces, al
menos 150 veces mayor. En una realizacidén especifica, la afinidad de union para
FcRn humano se incrementa alrededor de 170 veces.

Para la afinidad de uniébn a FcRn, en una realizacién, el EC50 o Kd
aparente (a pH 6,0) del polipéptido es inferior a 1 uM, mas preferentemente,
inferior o igual a 100 nM, mas preferentemente, inferior o igual a 10 nM. En una
realizacién, para la mayor afinidad de unién a FcyRIIl (F158; es decir, isotipo de
baja afinidad), el EC50 o Kd aparente es inferior o igual a 10 nM, y para FcyRIlI
(V158; isotipo de alta afinidad), el EC50 o Kd aparente es inferior ¢ igual a 3 nM.
De acuerdo con otra realizacion, una reducciéon en la unién de un anticuerpo a un
receptor Fc en relacion con un anticuerpo de control (por gjemplo, el anticuerpo
Herceptin®) puede considerarse significativa en relacién con el anticuerpo de
control si la relacion de los valores de las absorbancias en los puntos medios de
las curvas de unién de anticuerpo de ensayo y anticuerpo de control (por gjemplo,
A450 nm(anticuerpo)/A450 nmicontrol Ab) ) €S Inferior o igual a 40%. De acuerdo con otra
realizacién, un incremento en la unién de un anticuerpo a un receptor Fc en
relacién con un anticuerpo de control (por ejemplo, el anticuerpo Herceptin®)
puede considerarse significativa en relacion con el anticuerpo de contro! si la
relaciéon de los valores de las absorbancias en los puntos medios de las curvas de
unién de anticuerpo de ensayo y anticuerpo de control (por ejemplo,
A450 nm(anticuerpo) 4450 nmicontrol Aby ) €8 superior o igual a 125%.

Un "polipéptido progenitor" o “anticuerpo progenitor” es un polipéptido o
anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la cual surgieron el
anticuerpo © polipéptido variante y contra la cual el anticuerpo o polipéptido

variante se compara. Tipicamente, el anticuerpo progenitor o polipeptido
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progenitor carece de una o mas de las modificaciones de regién Fc reveladas en
esta solicitud, y difiere en la funcién efectora en comparacién con una variante de
polipéptido como se revela en esta solicitud. El polipéptido progenitor puede
comprender una region Fc de secuencia nativa o una regiébn Fc con
modificaciones de secuencia de aminoacidos preexistentes (tales como adiciones,
deleciones o sustituciones).

Los anticuerpos de esta invencién pueden derivarse a partir de la exhibicion
de fagos. De acuerdo con esta solicitud, "genoteca” se refiere a una pluralidad de
secuencias de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, o los acidos nucleicos
que codifican estas secuencias, donde las secuencias son diferentes en la
combinacion de aminoacidos variantes que se introducen en estas secuencias, de
acuerdo con los métodos de la invencion.

La "exhibicién de fagos" es una técnica por la cual se exhiben polipéptidos
variantes como proteinas de fusién, a por lo menos una porcién de proteina de
cobertura sobre la superficie de fagos, por ejemplo, fagos filamentosos, particulas.
Una utilidad de la exhibicion de fagos se encuentra en el hecho de que pueden
clasificarse en forma rapida y eficaz grandes genotecas de variantes de proteinas
aleatorizadas , a fin de identificar aquellas secuencias que se unen a un antigeno
blanco con aita afinidad. La exhibicién de genotecas de péptidos y proteinas en
fagos se ha utilizado para la identificacion sistematica de millones de polipéptidos
para la identificacion de aquellos con propiedades de union especifica. Se han
utilizado métodos de exhibicion de fagos polivalentes para la exhibicion de
peptidos aleatorios pequerios y proteinas pequenas a través de fusiones o bien al
gen lll o al gen VIl de fagos filamentosos. Wells y Lowman, Curr. Opin. Struct.
Biof., 3: 355-362 (1992), y referencias alli citadas. En una exhibicién de fagos
monovalentes, se fusiona una genoteca de proteinas o péptidos a un gen Ill 0 una
porcion de este, y se expresa en bajas concentraciones en presencia de proteina
de gen lll de tipo silvestre, de modo que las particulas de fagos exhiban una copia
o ninguna de las proteinas de fusion. Los efectos de afinidad son reducidos en
relacidén con fago polivalente, de modo que la clasificacion es sobre la base de la

afinidad de ligando intrinseca, y se usan vectores fagémidos, que simplifican las
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manipulaciones de ADN. Lowman y Wells, Methods: A companion to Methods in
Enzymology, 3. 205-0216 (1991).

Un "fagémido" es un vector plasmido que tiene un origen de replicacion
bacteriano, por ejemplo, Co1E1, y una copia de una regién intergénica de un
bacteriéfago. El fagémido puede usarse en cualquier bacteriéfago conocido, por
ejemplo, bacteriéfago filamentoso y bacteriéfago lambdoide. Ademas, el plasmido
contendra generalmente un marcador de seleccion para la resistencia a
antibidtico. Los segmentos de ADN clonados en estos vectores pueden
propagarse como plasmidos. Cuando se proveen células que albergan estos
vectores, con todos los genes necesarios para la produccion de particulas de
fagos, el modo de replicacion del plasmido cambia a la replicacion en circulo
rodante, a fin de generar copias de una hebra del ADN plasmido y particulas de
fagos de paquete. El fagémido puede formar particulas de fagos infecciosas o no
infecciosas. Este término incluye fagémidos que contienen un gen de proteina de
cobertura de fago, o su fragmento, ligado a un gen de polipéptido heterdlogo como
una fusién de gen, de modo que e! polipéptido heterdlogo es exhibido sobre la
superficie de la particula de fago.

El término "vector de fago" significa una forma replicadora de doble hebra
de un bacteriéfago, que contiene un gen heterélogo y es capaz de replicacién. El
vector de fago tiene un origen de replicacién de fago que permite la replicaciéon de
fago y la formacion de particula de fago. Preferentemente, el fago es un
bacteriéfago filamentoso, tal como un fago M13, fl, fd, Pf3 o uno de sus derivados,
o un fago lambdoide, tal como lambda, 21, phi80, phi81, 82, 424, 434, etc. 0 uno
de sus derivados.

Las modificaciones covalentes de polipéptidos, tales como pepticuerpos,
inmunoadhesinas, anticuerpos y péptidos cortos, se incluyen dentro del alcance de
esta invencién. Un tipo de modificacién covalente incluye la reaccién de residuos
de aminoacidos blanco de un polipéptido, con un agente de derivacion organico
que es capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o los residuos
N- o C-terminales del polipéptido. La derivacién con agentes bifuncionales es util,

por ejemplo, para el entrecruzamiento del polipéptido con una superficie o matriz
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de soporte insoluble en agua, para el uso en el método de purificacién de
anticuerpos, y viceversa. Los agentes de entrecruzamiento utilizados cominmente
incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2—feniletano, glutaraldehido, ésteres de
N-hidroxi-succinimida, por ejemplo, ésteres con acido 4-azidosalicilico,
imidoésteres homobifuncionales, que incluyen ésteres de disuccinimidilo tales
como 3,3'-ditiobis—(succinimidil-propionato}, maleimidas bifuncionales tales como
bis—=N-maleimido-1,8—octano y agentes tales como metil-3—{(p—azidofenil)—
ditio]propioimidato.

Otras modificaciones incluyen la desamidacion de residuos glutaminilo y
asparaginilo hasta los correspondientes residuos glutamilo y aspartilo,
respectivamente; la hidroxilacién de prolina y lisina; la fosforilacién de grupos
hidroxilo de residuos de serilo y treonilo; la metitacién de los grupos a—amino de
cadenas laterales de lisina, arginina e histidina [T. E. Creighton, Proteins:
Structure and Molecular Properties, W. H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-
86 (1983)]; la acetilacién de la amina N-terminal; y la amidacion de cualquier
grupo carboxilo C—terminal.

Otras modificaciones incluyen la conjugacién de toxinas con los
antagonistas, como maitansina y maitansinoides, caligueamicina y otros agentes
citotéxicos.

Otro tipos de modificacion covalente del polipéptido comprende la union del
polipeptido a uno de una diversidad de polimeros no proteinaceos, por ejemplo,
polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol o polioxialquilenos, de 1a manera expuesta
en las Patentes de los Estados Unidos Nros. 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144;
4.670.417; 4.791.192 6 4.179.337.

El polipéptido de la presente invencion ademas puede ser maodificado, si es
conveniente, de modo de formar una molécula quimérica que comprende el
polipéptido fusionado a otro, polipéptido heterélogo o una secuencia de
aminoacidos (por gjemplo, inmunocadhesinas o pepticuerpos).

En una realizacién, dicha moléecula quimérica comprende una fusién del
polipéptido con un dominio de transduccion de proteina que dirige el polipéptido

para el suministro a diversos tejidos, y mas en particular, a través de la barrera
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hematoencefalica, usando, por ejemplo, el dominio de transduccion de proteina de
la proteina TAT del virus de inmunodeficiencia humana (Schwarze et al., 1999,
Science 285: 1569-72), |

En otra realizacién, dicha molécula quimérica comprende una fusién del
polipéptido con un polipéptido de marca que provee un epitopo al cual puede
unirse selectivamente un anticuerpo antimarca. La marca de epitopc generalmente
se coloca en el término amino o carboxilo del polipéptido. La presencia de dichas
formas marcadas con epitopo del polipéptido puede detectarse usando un
anticuerpo contra el polipéptido de marca. Ademas, la provisién de la marca de
epitopo permite que el polipéptido sea rapidamente purificado por medio de la
purificacion de afinidad, usando un anticuerpo antimarca u otro tipo de matriz de
afinidad que se une a la marca de epitopo. Se conocen en el arte diversos
polipeptidos de marca y sus respectivos anticuerpos. Ejemplos incluyen las
marcas de polihistidina (poli-His) o poli-histidina—glicina (poli-His—gly; el
polipéptido de marca HA de la influenza y su anticuerpo 12CA5 [Field ef al., Mol.
Cell. Biol., 8: 2159-2165 (1988)]; la marca c-myc y los anticuerpos 8F9, 3C7,
6E10, G4, B7 y 9E10 para dicha marca [Evan et al., Molecular and Cellular
Biology, 5: 3610-3616 (1985)]; y la marca de glicoproteina D del virus de herpes
simple (gD) y su anticuerpo [Paborsky et al., Protein Engineering, 3 (6); 547-553
(1890)]. Otros polipéptidos de marca incluyen el péptido Flag [Hopp et al,
BioTechnology, 6: 1204-1210 (1988)]; el péptido de epitopo KT3 [Martin et al.,
Science, 255: 192-194 (1992)]; un péptido de epitopo de a-tubulina [Skinner et
al., J. Biol. Chem., 266: 15163-15166 (1991)]; y la marca de péptido de proteina
10 del gen T7 [Lutz—Freyermuth ef al., PNAS USA, 87: 6393-6397 (1990)].

En una realizacién alternativa, la molécula quimérica puede comprender
una fusion del polipéptido con una inmunoglobulina o una regién particular de una
inmunoglobulina. Para una forma bivalente de la molécula quimérica (por ejemplo,
una "inmunoadhesina"), dicha fusién podria ser a la regién Fc de una molécula
I9G. Las fusiones Ig de esta invencion incluyen polipéptidos que comprenden
aproximadamente los residuos 94-243, los residuos 33-53 o los residuos 33-52, o

solos dichos residuos, de humano, en lugar de por lo menos una region variable
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dentro de una molecula Ig. En una realizacidbn particular, la fusién de
inmunoglobulina incluye la bisagra, CH2 y CH3, o la bisagra, regiones CH1, CH2 y
CH3 de una molécﬁla IgG1. Para la produccion de fusiones de inmunoglobulina,
ver, ademas, la Patente de los Estados Unidos Nro. 5.428.130.

La invencidbn provee métodos y composiciones para la inhibicion o
prevencion del crecimiento tumoral de recaida o el crecimiento de células
neoplasicas de recaida. En diversas realizaciones, un cancer es crecimiento
tumoral de recaida o crecimiento de células neoplasicas de recaida cuando la
cantidad de células neoplasicas no ha sido significativamente reducida, o ha
incrementado, o el tamario del tumor no se ha reducido en forma significativa, o ha
incrementado, o cuando fracasa cualquier reduccion adicional de tamario o de la
cantidad de células neoplasicas. La determinacion del tipo de células neoplasicas,
a decir, crecimiento tumoral de recaida o crecimiento de células neoplasicas de
recaida, puede efectuarse o bien in vivo 0 in vitro, por cualquier método conocido
en el arte para el ensayo de la eficacia de tratamiento en células neoplasicas. Un
tumor resistente al'tratamiento anti-VEGF es un ejemplo de un crecimiento
tumoral de recaida.

Una "cantidad eficaz" de un polipéptido, anticuerpo, antagonista o de una
composicién como se describe en esta solicitud es una cantidad suficiente para
llevar a cabo un propésito especificamente establecido. Una "cantidad eficaz”
puede determinarse empiricamente, y por métodos conocidos que se relacionan
con el propésito establecido.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de
un anticuerpo, polipéptido, o antagonista de esta invencién, eficaz para "tratar” una
enfermedad o un trastorno en un mamifero (paciente). En el caso del cancer, la
cantidad terapéuticamente eficaz del farmaco puede reducir la cantidad de células
neoplasicas, puede reducir el tamafo del tumor o su peso; inhibir (es decir,
disminuir hasta cierto alcance y, preferentemente, detener) la infiltracicn de células
neoplasicas en érganos periféricos; inhibir (es decir, disminuir hasta cierto alcance
y, preferentemente, detener) la metastasis tumoral; inhibir, hasta cierto alcance, el

crecimiento tumoral; y aliviar hasta cierto alcance uno o mas de los sintomas
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asociados con el cancer. Hasta el punto en que el farmaco puede prevenir el
crecimiento o matar células neoplasicas existentes, el farmaco puede ser
citostatico o citotéxico. En una realizacién, la cantidad terapéuticamente eficaz es
una cantidad inhibitoria del crecimiento. En otra realizacién, la cantidad
terapeuticamente eficaz es una cantidad que extiende |a sobrevida de un paciente.
En otra realizacién, la cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad que
mejora la sobrevida de un paciente libre de avance.

En el caso de la curacién de heridas, el término "cantidad eficaz" o
"cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un farmaco, eficaz
para acelerar o mejorar la curacion de heridas en un sujeto. Una dosis terapéutica
es una dosis que exhibe un efecto terapéutico en el paciente, y una dosis
subterapéutica es una dosis que no exhibe un efecto terapéutico en el paciente
tratado.

Una “herida crénica” se refiere a una herida que no sana. Ver, por ejemplo,
la referencia de Lazarus et al, "Definitions and guidelines for assessment of
wounds and evaluation of healing", Arch. Dermatol., 130: 489-93 (1994). Las
heridas cronicas incluyen, sin limitacion, Ulceras arteriales, Ulceras diabéticas,
ulceras de presion, ulceras venosas, etc. Una herida aguda puede avanzar hasta
una herida crdnica. Las heridas agudas incluyen, sin limitacién, heridas causadas,
por ejemplo, por lesiones térmicas, traumatismo, cirugia, extirpacién de cancer de
piel extenso, infecciones bacterianas y flngicas profundas, vasculitis,
esclerodermia, pénfigo, necrolisis epidérmica toxica, etc. Ver, por ejemplo, la
referencia de Buford, Wound Healing and Pressure Sores, HealingWell.com,
publicada el 24 de octubre de 2001. Una "herida normal" se refiere a una herida
que transita una reparacion de curacion de herida normal.

Una "cantidad inhibitoria del crecimiento" de un polipéptido, anticuerpo,
antagonista o de una composicién de esta invencion es una cantidad capaz de
inhibir el crecimiento de una célula, en especial, una célula tumoral, por ejemplo,
neoplasica, o bien in vitro o in vivo. Una "cantidad inhibitoria del crecimiento” de un
polipéptido, anticuerpo, antagonista o una composicion de esta invencion, para los

propositos de inhibir el crecimiento de células neoplasicas, puede determinarse
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empiricamente y por métodos conocidos ¢ por medio de los ejemplos que se
proveen en esta solicitud.

Una "cantidad citotdxica” de un polipéptido, anticuerpo, antagonista o de
una composicion de esta invencion es una cantidad capaz de causar la
destruccion de una celula, en especial, una célula tumoral, por ejemplo,
neoplasica, o bien in vifro o in vivo. Una "cantidad citotéxica" de un polipéptido,
anticuerpo, antagonista o de una composicion de esta invencion, para los
propésitos de inhibir el crecimiento de células neoplasicas, puede determinarse
empiricamente y por métodos conocidos en el arte.

Una "enfermedad autoinmunitaria”, en esta solicitud, es una enfermedad o
un trastorno que surge de los propios tejidos del individuo, y se dirige contra ellos,
0 una manifestacién cosegregada de dicha enfermedad o dicho trastorno, o
afeccién resultante de ellos. Ejemplos de enfermedades o trastornos
autoinmunitarios incluyen, sin limitacion, artritis (artritis reumatoide tal como artritis
aguda, artritis reumatoide crénica, artritis gotosa, artritis gotosa aguda, artritis
inflamatoria crénica, artritis degenerativa, artritis infecciosa, artritis de Lyme, artritis
proliferativa, artritis soriasica, artritis vertebral y artritis reumatoide de inicio juvenil;
artrosis; artritis crénica progrediente, artritis deformante, poliartritis crénica
primaria, artritis reactiva y espondiloartritis anquilosante); enfermedades de la piel
hiperproliferativas inflamatorias, soriasis tal como soriasis plaquetaria, soriasis en
gotas, soriasis pustular y soriasis de las ufas, dermatitis, que incluye dermatitis de
contacto, dermatitis de contacto crénica, dermatitis alérgica, dermatitis de contacto
alérgica, dermatitis herpetiforme y dermatitis atopica; sindrome de hiper—IgM x—
ligado; urticaria, tal como urticaria idiopatica crénica, que incluye urticaria
autoinmunitaria cronica; polimiositis/dermatomiositis, dermatomiositis juvenil,
necrolisis epidérmica téxica, esclerodermia (que incluye esclerodermia sistémica),
esclerosis, tal como esclerosis sistémica, esclerosis multiple (EM) tal como EM
espino—-optica, EM progresiva primaria y EM de recaida y remisién; esclerosis
sistémica progresiva, ateroesclerosis, arterioesclerosis, esclerosis diseminada y
esclerosis ataxica; enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) (por ejemplo,

enfermedad de Crohn, colitis, tal como caolitis ulcerante, colitis ulcerosa, colitis
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microscopica, colitis colagenosa, colitis poliposa, enterocolitis necrosante y colitis
transmural, y enfermedad intestinal autoinmunitaria); piodermia gangrenosa,
eritema nudoso, colangitis esclerosante primaria, epiescleritis); sindrome de
insuficiencia respiratoria, que incluye el sindrome de insuficiencia respiratoria del
adulto o agudo (ARDS, por sus siglas en inglés); meningitis; inflamacion de la
totalidad o parte de la Gvea; iritis, coroiditis; un trastorno hematologico
autoinmunitario; espondiloartritis reumatoide, pérdida de cabello repentina,
enfermedades mediadas por IgE, tales como anafilaxis y rinitis alérgica y atépica,
encefalitis, tal como encefalitis de Rasmussen y encefalitis limbica o del tronco
encefalico; uveitis, tal como uveitis anterior, uveitis anterior aguda, uveitis
granulomatosa, uveitis no granulomatosa, uveitis facoantigénica, uveitis posterior,
o uveitis autoinmunitaria; glomerulonefritis (GN) con sindrome nefrético o sin
sindrome nefrético, tal como glomerulonefritis crénico o agudo, tal como GN
primaria, GN mediade por la inmunidad, GN membranosa (nefropatia
membranosa), GN membranosa idiopatica, GN proliferativa membranosa (MPGN,
por sus siglas en inglés), que incluye GN tipo | y tipo I, y GN de rapido avance;
afecciones alérgicas, reaccion alérgica; eccema, que incluye eccema alérgico o
atopico; asma, tal como asma bronquial y asma autoinmunitaria; afecciones que
involucran la infiltraciébn de células T y respuestas inflamatorias crénicas;
enfermedad inflamatoria pulmonar crénica, miocarditis autoinmunitaria; deficiencia
de adhesién leucocitaria; lupus eritematoso sistémico (LES) o lupus sistémico de
eritema, tal como LES cutaneo, lupus eritematoso cutaneo subagudo, sindrome de
lupus del neonato (NLE, por sus siglas en inglés), lupus eritematoso diseminado,
lupus (que incluye nefritis, cerebritis, pediatrico, no renal, discoide, alopecia),
diabetes sacarina de inicio juvenil (tipo 1), que incluye diabetes sacarina
insulinodependiente (IDDM) pediatrica, diabetes sacarina de inicio en el adulto
(diabetes tipo Il), diabetes autoinmunitaria, diabetes insipida idiopatica, respuestas
inmunitarias asociadas con la hipersensibilidad aguda y demorada mediada por
citoquinas y linfocitos T, tuberculosis, sarcoidosis, granulomatosis, gque incluye
granulomatosis linfomatoide, granulomatosis de Wegener, agranulocitosis,

vasculitis, que incluye vasculitis (que incluye vasculitis de los vasos grandes (por
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ejemplo, polimialgia reumatica y arteritis de células gigantes (de Takayasu)),
vasculitis de los vasos medianos (que incluye la enfermedad de Kawasaki y
poliarteritis nudosa), poliarteritis microscdpica, vasculitis del SNC, vasculitis
necrosante, cutaneo o de hipersensibilidad, vasculitis necrosante sistémica, y
vasculitis asociada con ANCA (sigla en inglés de "autoanticuerpos citoplasmicos
antineutrdfilos"), tal como vasculitis o sindrome de Churg-Strauss (CSS, por sus
siglas en inglés)); arteritis temporal, anemia aplasica, anemia aplasica
autoinmunitaria, anemia positiva de Coombs, anemia de Diamond Blackfan,
anemia hemolitica 0 anemia hemolitica inmunitaria que incluye anemia hemolitica
autoinmunitaria (AIlHA, por sus siglas en inglés), anemia perniciosa, enfermedad
de Addison, anemia eritrocitaria pura o aplasia (PRCA, por sus siglas en inglés),
deficiencia de Factor VIII, hemofilia A, neutropenia autoinmunitaria, pancitopenia,
leucopenia, enfermedades que involucran diapédesis leucocitaria, trastornos
inflamatorios del SNC, sindrome de lesién de dérganos multiples, por ejemplo,
aquellos secundarios a la septicemia, al traumatismo o a la hemorragia;
. enfermedades mediadas por el complejo de antigeno—anticuerpo; enfermedad de
la membrana basal antiglomerular; sindrome de anticuerpo antifosfolipido; neuritis
alérgica, enfermedad de Bechet o Behcet; sindrome de Castleman, sindrome de
Goodpasture, sindrome de Reynaud, sindrome de Sjogren, sindrome de Stevens—
Johnson; penfigoide, tal como penfigoide ampolloso y penfigoide cutaneo; pénfigo
(que incluye pénfigo vulgar, pénfigo foliaceo, pénfigo penfigoide de la membrana
mucosa y pénfigo eritematoso); poliendocrinopatias autoinmunitarias; enfermedad
o sindrome de Reiter; nefritis de complejo inmunitario, nefritis mediada por
anticuerpos, neuropatia crénica, tal como polineuropatias de IgM o neuropatia
mediada por IgM; trombocitopenia (tal como la desarrollada por pacientes de
infarto de miocardio), que incluye plrpura trombocitopénica trombética (TTP, por
sus siglas en inglés) y trombocitopenia autoinmunitaria o mediada por la
inmunidad, tal como puarpura trombocitopénica idiopatica (ITP, por sus siglas en
inglés), que incluye ITP cronica o aguda; enfermedades autoinmunitarias de los
testiculos y los ovarios, que incluyen orquitis y ovaritis autoinmunitarias,

hipotiroidismo  primario,  hipoparatiroidismo, enfermedades  endrocrinas



autoinmunitarias, que incluyen tiroiditis, tal como ftiroiditis autoinmunitaria,
enfermedad de Hashimoto, tiroiditis crénica (tirioditis de Hashimoto), o tiroiditis
subaguda, enfermedad tiroidea autcinmunitaria, hipotiroidismo idiopatico,
enfermedad de Grave, sindromes poliglandulares, tales como sindromes
poliglandulares autoinmunitarios (¢ sindromes de endocrinopatia poliglandular),
sindromes  paraneoplasicos, que incluyen sindromes paraneoplasicos
neuroldgicos tales como el sindrome miasténico de Lambert-Eaton o sindrome de
Eaton-Lambert, sindrome de hombre o persona rigida; encefalomielitis, tales
como encefalomielitis alérgica o encefalomielitis de alergia y encefalimielitis
alérgica experimental (EAE), miastenia grave, degeneracion cerebelar,
neuromiotonia, opsoclono o sindrome de mioclono opsoclono (OMS, por sus
siglas en inglés), y neuropatia sensorial, sindrome de Sheehan, hepatitis
autoinmunitaria, hepatitis cronica, hepatitis lupoide, hepatitis de células gigantes,
hepatitis activa crénica o hepatitis activa crénica autoinmunitaria; neumonitis
intersticial linfoide, bronquiolitis obliterante (no trasplante) comparada con NSIP
(sigla en inglés de "neumonia intersticial no especifica”"); sindrome de Guillain—
Barré, enfermedad de Berger (nefropatia de IgA), nefropatia de IgA idiopatica,
dermatosis de IgA lineal, cirrosis biliar primaria, neumonocirrosis, sindrome de
enteropatia autoinmunitaria, enfermedad celiaca, celiéquia, estomatits celiaca
(enteropatia del gluten), estomatitis resistente, estomatitis idiopatica;
crioglobulinemia, esclerosis lateral amilotréfica (ELA; enfermedad de Lou Gehrig),
arteriopatia coronaria, enfermedad del oido internc autoinmunitaria (AIED, por sus
siglas en inglés) o pérdida de la audicion autoinmunitaria, sindrome de mioclono
opsoclono (OMS, por sus siglas en inglés), policondritis tal como policondritis
resistente o de recaida; proteinosis alveolar pulmonar, amiloidosis, escleritis; una
linfocitosis no neoplasica, una linfocitosis primaria, que incluye linfocitosis de
célula B monoclonal (por ejemplo, gammopatia monoclonal benigna y gamopatia
monoclonal de significacion indeterminada, MGUS, por sus siglas en inglés);
neuropatia periférica, sindrome paraneoplasico, canalopatias tales como epilepsia,
migrafia, arritmia, trastornos musculares, sordera, ceguera, paralisis periddica y

canalopatias del SNC; autismo, miopatia inflamatoria, glomeruloesclerosis
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segmental focal (FSGS, por sus siglas en inglés), oftalmopatia endocrina,
uveorretinitis, coriorretinitis; trastorno hepatolégico autoinmunitario; fibromialgia,
insuficiencia endocrina multiple, sindrome de Schmidt, suprarrenalitis, atrofia
gastrica, demencia presenil, enfermedades desmielinizantes tales como
enfermedades desmielinizantes autoinmunitarias; nefropatia diabética, sindrome
de Dressler; alopecia circunscrita, sindrome CREST (calcinosis, fendmeno de
Raynaud, dismotilidad esofagica, esclerodactilia y telangiectasia), infertilidad
autoinmunitaria masculina y femenina, enfermedad del tejido conectivo mixta,
enfermedad de Chagas, fiebre reumatica, aborio recurrente, pulmén del
campesino, eritema multiforme, sindrome poscardiotomia, sindrome de Cushing,
neumopatia de los avicultores, angiitis granulomatosa alérgica, angiitis linfocitica
benigna, sindrome de Alport, alveolitis, tal como alveolitis alérgica y alveolitis
fibrosante; enfermedad pulmonar intersticial, reaccion de transfusion, lepra,
malaria, leishmaniosis, quipanosomiasis, esquistosomiasis, ascariosis,
aspergilosis, sindrome de Sampter, sindrome de Caplan, dengue, endocarditis,
fibrosis endomiocardica, fibrosis pulmonar intersticial difusa, fibrosis pulmonar
intersticial, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis quistica, endoftalmitis, eritema
elevado diutino, eritroblastosis fetal, fascitis eosinéfila, sindrome de Shulman,
sindrome de Felty, filariasis, ciclitis, tal como ciclitis crénica, ciclitis heterocrénica,
iridociclitis o ciclitis de Fuch; purpura de Henoch—Schonlein, infeccion del virus de
la inmunodeficiencia humana (HIV), infeccidon de ecovirus, miocardiopatia,
enfermedad de Alzheimer, infeccién de parvovirus, infeccién del virus de la
rubéola, sindromes posvacunacion, infeccion de rubéola congénita, infeccidn del
virus de Epstein—Barr, paperas, sindrome de Evan, insuficiencia gonadal
autoinmunitaria, corea de Sydenham, nefrits posestreptocdcica, tromboangitis
obliterante, tirotoxicosis, tabes dorsal, corioiditis, polimiaigia de células gigantes,
oftalmopatia endocrina, neumonitis hipersensible crénica, queratoconjuntivitis
seca, queratoconjuntivitis epidemica, sindrome nefritico idiopatico, nefropatia de
cambio minimo, lesion de reperfusion isquéemica y familiar benigna, autoinmunidad
retiniana, inflamacién de las articulaciones, bronquitis, enfermedad de las vias

respiratorias obstructiva crénica, silicosis, aftas, estomatitis aftosa, trastornos
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arterioesclerdticos, espermiogénesis, hemolisis autoinmunitaria, enfermedad de
Boeck, crioglobulinemia, contractura de Dupuytren, endoftalmia facoanafilactica,
enteritis alérgica, eritema nudoso leproso, paralisis facial idiopatica, sindrome de
fatiga cronica, fiebre reumatica, enfermedad de Hamman-Rich, pérdida de la
audicidbn sensoneural, hemoglobinuria paroxismatica, hipogonadismo, ileitis
regional, leucopenia, mononucleosis infecciosa, mielitis transversal, mixedema
idiopatico primario, nefrosis, oftalmia simpatica, orquitis granulomatosa,
pancreatitis, polirradiculitis aguda, piodermia gangrenosa, tiroiditis de Quervain,
atrofia esplénica adquirida, infertilidad debido a anticuerpos antiespermatozoarios,
timoma no maligno, vitiligo, SCID (sindrome en inglés de "inmunodeficiencia
combinada severa") y enfermedades asociadas con el virus de Epstein—Barr,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida), enfermedades parasitarias tales
como lesihmaniosis, sindrome de choque téxico, envenenamiento por alimentos,
afecciones que involucran la infiltracion de células T, deficiencia de adhesion
leucocitaria, respuestas inmunitarias asociadas con hipersensibilidad aguda y
demorada mediada por citoquinas y linfocitos T, enfermedades que involucran
diapédesis leucocitaria, sindrome de lesién de 6rgancs multiples, enfermedades
mediadas por el complejo de antigeno—anticuerpo, enfermedad de la membrana
basal antiglomerular, neuritis alérgica, poliendocrinopatias autoinmunitarias,
ovaritis, mixedema primario, gastritis atrofica autoinmunitaria, oftaimia simpatica,
enfermedades reumaticas, enfermedad del tejido conectivo mixta, sindrome
nefrotico, insulitis, insuficiencia poliendocrina, neuropatia periférica, sindrome
poliglandular autoinmunitario tipe |, hipoparatiroidismo idiopatico de inicio en el
adulto (AOIH, por sus siglas en inglés), alopecia total, miocardiopatia dilatada,
epidermdlisis ampollosa adquirida (EBA, por sus siglas en inglés),
hemocromatosis, miocarditis, sindrome nefrético, colangitis esclerosante primaria,
sinusitis purulenta o no purulenta, sinusitis aguda o crénica, sinusitis etmoide,
frontal, maxilar o esfendide, un trastorno relacionado con los eosindfilos, tal como
eosinofilia, eosinofilia de infiltracion pulmonar, sindrome de eosinofilia-mialgia,
sindrome de Loffler, neumonia eosinofilica crénica, eosinofilia pulmonar tropical,

aspergilosis bronconeuménica, aspergiloma, o granulomas que contienen



eosindfilos, anafilaxia, espondiloartritis seronegativas, enfermedad autoinmunitaria
poliendocrina, colangitis esclerosante, esclerética, epiesclerética, candidiasis
mucocutanea cronica, sindrome de Bruton, hipogammaglobulinemia transitoria de
la infancia, sindrome de Wiskott-Aldrich, ataxia telangiectasia, trastornos
autoinmunitarios asociados con la enfermedad del colageno, reumatismo,
enfermedad neurolégica, trastorno de reperfusion isquémica, reduccién en la
respuesta de [a tensién arterial, disfuncion vascular, aneurisma, lesion de tejido,
isquemia cardiovascular, hiperalgesia, isquemia cerebral y enfermedad que
acompana la vascularizacion, ftrastornos de hipersensibilidad alérgica,
glomerulonefritis, lesion de reperfusién, lesion de reperfusién de tejido miocardico
u otros tejidos, dermatosis con componentes inflamatorios agudos, meningitis
purulenta aguda, u otros trastornos inflamatorios del sistema nervioso central,
sindromes asociados con transfusion de granulocitos, toxicidad inducida por
citoquinas, inflamacién grave aguda, inflamacién resistente al tratamiento cronica,
pielitis, neumonocirrosis, retinopatia diabética, trastorno diabético de ias arterias
de grueso calibre, hiperplasia endoarterial, Ulcera péptica, valvulitis vy
endometriosis.

El término “deteccién” tiene el propésito de incluir la determinacion de la
presencia o ausencia de un agente, o la cuantificacién de la cantidad de un
agente. En consecuencia, el término se refiere al uso de los materiales, las
composiciones y los métodos de la presente invencion para determinaciones
cualitativas y cuantitativas. En general, la técnica particular utilizada para la
deteccion no es decisiva para la practica de la invencion.

Por ejemplo, la “deteccion”, de acuerdo con la invencion, puede incluir; la
observacion de la presencia 0 ausencia de producto génico a5, un producto
genico B1 (por ejemplo, moléculas de ARNm), o un polipéptido a5 o a5p1; un
cambio en los niveles de un polipéptido a5 o a581 o de la cantidad ligada a un
blanco, un cambio en la funcién/actividad biolégica de un polipéptido a5 o a51.
En algunas realizaciones, la “deteccién” puede incluir la deteccion de los niveles
de ab o a5B1 de tipo silvestre (por ejemplo, los niveles de polipéptidos 0 ARNm).

La deteccién puede comprender la cuantificacién de un cambio (por ejemplo, un



incremento 0 una disminucion) de cualquier valor de por lo menos
aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, o mas, en comparacion con
un control. La deteccién puede incluir la cuantificacién de un cambio de cualquier
valor de por lo menos aproximadamente 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6
veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 0 mas, por ejemplo, 20 veces, 30
veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces 0
mas.

El término “marca", empleado en la presente solicitud, se refiere a una
composicién o un compuesto detectable que se conjuga directa o indirectamente
al anticuerpo. La merca puede ser, en si misma, detectable (por ejemplo, marcas
de radioisétopos 0 marcas fluorescentes) o, en el caso de una marca enzimatica,
puede catalizar la alteracion quimica de un compuesto sustrato o una composicion

que es detectable.

N



lll. Anticuerpos anti—a5p1.

Se proveen en esta solicitud anticuerpos que pueden unirse a a5@1 humana
e inhibir en forma competitiva la unién del anticuerpo anti-a5g1 18C12 a a5p1
humana. Por lo tanto, una realizacidon de la invenciébn provee anticuerpos que
comprenden una secuencia liviana variable (VL) expuesta en cualquiera de SEC.
ID. NROS.: 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, y una secuencia pesada variable (VH) expuesta en
cualquiera de SEC. ID. NROS.: 9, 10, 11, 12, 13 6 14. Se contemplan ademas las
formas humanas o quiméricas (que incluyen, por ejemplo, humanizadas) de los
anticuerpos anti—a5p1 que se describen en esta solicitud.

De acuerdo con una realizacién, el anticuerpo se une a a5pf1 humana con
un valor Kd entre 500 nM y 1 pM. En ciertas realizaciones, un anticuerpo
proporcionado en esta solicitud tiene una constante de disociacion (Kd) de =1 pM,
<100 nM, £10nM, <1 nM, 20,1 nM, 20,01 nM, o £ 0,001 nM (por ejemplo, 1078
M o menos, por ejemplo, de 10° M a 107" M; por ejemplo, de 10°M a 107" M),
De acuerdo con otra realizacion, el anticuerpo no se une a aV3 o aVp5 o aVp1.
De acuerdo con otra realizacion, el anticuerpo comprende una secuencia Fc de
una IgG humana, por ejemplo, IgG1 humana o IgG4 humana. En otra realizacion,
una secuencia Fc se ha alterado o cambiado de otro modo de modo que carece
de la funcion efectora de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC),
a menudo, relacionada con su union a receptores Fc (FcR). Hay muchos ejemplos
de cambios o0 mutaciones en secuencias Fc que pueden alterar la funcidn efectora.
Por ejemplo, el documente WO 00/42072 y la referencia de Shields et al., J. Biol.
Chem. 9 (2): 6591-6604 (2001) describen variantes de anticuerpos con mayor o
menor unién a FcR. Los contenidos de dichas publicaciones se incorporan
especificamente en esta solicitud, a modo de referencia. El anticuerpo puede
presentarse en forma de un fragmento Fab, Fab’, F(ab),, Fv de cadena sim'p1e
(scFv), un fragmento Fv; un diacuerpo, y un anticuerpo lineal. Ademas, el
anticuerpo puede ser un anticuerpo multiespecifico que se une a a531 y es un
antagonista de a5B1, si bien se une ademas a uno o mas blancos e inhibe su
funciéon (por ejemplo, VEGF), o puede ser un anticuerpo multiespecifico que se

une a dos o mas sitios diferentes en a5B1. El anticuerpo puede conjugarse a un
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agente terapéutico (por ejemplo, un agente citotoxico, un radioisétopo y un agente
quimioterapéutico) o una marca para la deteccion de a5B1 en muestras de
pacientes, o in vivo, por medio de imagenes (por ejemplo, radicisétopo, colorante
fluorescente y enzima).

Se contemplan ademas, las moléculas de acido nucleico que codifican los
anticuerpos anti-a5B1, vectores de expresion que comprenden moléculas de
acido nucleico que codifican uno o ambos dominios variables, y células que
comprenden las moléculas de acido nucleico. Estos anticuerpos pueden usarse en
las terapias que se describen en esta solicitud, a fin de detectar proteina a5p1 en
muestras de pacientes (por ejemplo, usando FACS, inmunohistoquimica (IHC),
ensayos ELISA) o en pacientes.

A. Anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse, por ejemplo, usando
métodos de hibridoma, tales como aquellos descriptos por Kohler y Milstein,
Nature, 256: 495 (1975), pueden prepararse por medio de métodos de ADN
recombinado (Patente de los Estados Unidos Nro. 4.816.567), o pueden
producirse por los métodos que se describen en esta solicitud, en los Ejemplos
que siguen. En un método de hibridoma, un hamster, ratdén u otro animal huésped
apropiado se inmuniza tipicamente con un agente de inmunizacién (por ejemplo,
un polipéptido a5, B1, o a5B1 solo 0 en combinacion con‘ un portador adecuado), a
fin de producir linfocitos que producen o son capaces de producir anticuerpos que
se uniran de manera especifica al agente de inmunizacion. Alternativamente, los
linfocitos pueden inmunizarse in vitro.

El agente de inmunizacion tipicamente incluird un polipéptido o una proteina
de fusién de la proteina de interés, 0 una composicién que comprende la proteina.
En general, se usan o bien linfocitos de sangre periférica ("PBL", por sus siglas en
inglés), si se desean células de origen humano, o se usan células del bazo o
células de los nodos linfaticos, si se desean fuentes mamiferas no humanas. Los
linfocitos entonces se fusionan con una estirpe celular inmortalizada usando un
agente de fusion adecuado, tal como polietilenglicol, a fin de formar una célula de

hibridoma. Goding, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE (New York:

¥
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Academic Press, 1986), pp. 59-103. Las estirpes celulares inmortalizadas
habitualmente son células de mamiferos transformadas, en particular, células de
mieloma de origen roedor, bovino y humano. Habitualmente, se emplean estirpes
celulares de mieloma de raton o rata. Las células de hibridoma pueden cultivarse
en un medio de cultivo adecuado que, preferentemente, contiene una o mas
sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células no
fusionadas, inmortalizadas. Por ejemplo, si las células progenitoras carecen de la
enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio
de cultivo para los hibridomas tipicamente incluird hipoxantina, aminopterina y
timidina ("medio HAT"), donde dichas sustancias previenen el crecimiento de
células deficientes en HGPRT.

Las estirpes celulares inmortalizadas preferidas son aquellas que se
fusionan en forma eficaz, sostienen la expresion estable de alto nivel de
anticuerpo por las células productoras de anticuerpo seleccionadas, y son
sensibles al medio, tal como medio HAT. Las estirpes celulares inmortalizadas
mas preferidas son lineas de mieloma murinas, que pueden obtenerse, por
ejemplo, en el Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California y la
American Type Culture Collection (Coleccién de Cultivos de Tipo Norteamericano),
Manassas, Virginia. Las estirpes celulares de heteromieloma de raton y humano y
de mieloma humano también se han descripto para la produccién de anticuerpos
monoclonales humanos Kozbor, J. Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur ef al.,
MONOCLONAL ANTIBODY PRODUCTION TECHNIQUES AND APPLICATIONS (Marcel Dekker,
Inc.: New York, 1987) pp. 51-63.

El medio de cultivo en el cual se cultivan las células de hibridoma entonces
puede ensayarse a fin de determinar la presencia de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra el polipéptido. La especificidad de uniéon de anticuerpos
monoclonales producidos por las células de hibridoma puede determinarse por
medio de la inmunoprecipitacion o por medio de un ensayo de unidn in vitro, tal
como el radioinmunocensayo (RIA) o el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima

(ELISA). Dichas técnicas y ensayos se conocen en el arte. La afinidad de unién
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del anticuerpo monoclonal, por ejemplo, puede determinarse por medio del
analisis Scatchard de Munson and Pollard, Anal. Biochem., 107: 220 (1980).

Después de identificar las células de hibridoma deseadas, los clones
pueden subclonarse por medio de procedimientos de dilucién de limitacion, y
pueden cultivarse pdr métodos convencionales. Goding, supra. El medio de cultivo
adecuado para este propoésito incluye, por ejemplo, medio de Eagle modificado de
Dulbecco y RPMI-1640. Alternativamente, las ceélulas de hibridoma pueden
cultivarse in vivo como ascitis, en un mamifero.

Los anticuérpos monoclonales secretados por los subclones pueden ser
aislados o purificados del medio de cultivo o el fluido ascitico por medic de
procedimientos de purificacién de inmunoglobulina convencionales, tales como
proteina A-Sepharose, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis de gel,
dialisis ¢ cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos monoclonales ademas pueden prepararse por medio de
métodos de ADN recombinado, tales como aquellos descriptos en la Patente de
los Estados Unidos Nro. 4.816.567. E| ADN codificador de los anticuerpos
monoclonales de la invencién puede ser aislado sin dificultad y secuenciado
usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas de
oligonuclettidos que son capaces de unirse en forma especifica a genes que
codifican las cadenas pesada y liviana de anticuerpos murinos). Las células de
hibridoma de la invencion sirven como una fuente preferida de dicho ADN. Una
vez aislado, el ADN puede ser colocado en vectores de expresion, que luego son
transfectados en células huéspedes tales como células COS de simio, células de
ovario de hamster chino (CHO), o células de mieloma que no producen de otro
modo proteina inmunoglobulina, a fin de obtener la sintesis de anticuerpos
monoclonales en las células huéspedes recombinadas. El ADN ademas puede ser
modificado, por ejemplo, mediante la sustitucidn con la secuencia codificadora
para los dominios constantes humanos de cadena pesada y liviana, en lugar de
las secuencias murinas homdélogas (Patente de los Estados Unidos Nro.
4.816.567; Morrison ef al., supra), o mediante la unién covalente a la secuencia

codificadora de inmunoglobulina, de la totalidad o parte de la secuencia
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codificadora para un polipeptido no inmuncglobulina. Con dicho polipéptido no
inmunoglobulina pueden sustituirse los dominios constantes de un anticuerpo de la
invencion, o pueden sustituirse los dominios variables de un sitio de combinacion
de antigeno de un anticuerpo de la invencion, de manera de crear un anticuerpo
bivalente quimérico.

Los anticuerpos pueden ser anticuerpos monovalentes. Los métodos para
la preparacién de anticuerpos monovalentes son conocidos en el arte. Por
ejemplo, un método involucra la expresién recombinada de cadena liviana de
inmunoglobulina y cadena pesada modificada. La cadena pesada es truncada
generalmente en cualquier punto en la regidn Fc de modo de evitar el
entrecruzamiento de cadena pesada. Alternativamente, los residuos cisteina
pertinentes son sustituidos con otro residuo de aminoacido, o son deleteados de
manera de evitar el entrecruzamiento.

Los métodos in vifro también se usan para la preparacidn de anticuerpos
monovalentes. La digestion de anticuerpos para ta produccidon de sus fragmentos,
en particular, fragmentos Fab, puede efectuarse usando, sin limitacion, tecnicas
conocidas en el arte.

B. Anticuerpos humanos.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en esta solicitud es
un anticuerpo humano. Los anticuerpos humanos pueden producirse usando
diversas técnicas conocidas en el arte. Los anticuerpos humanos se describen
generalmente en la referencia de van Dik y van de Winkel, Curr. Opin.
Pharmacol., 5. 368~74 (2001), y Lonberg, Curr. Opin. Immunol., 20: 450-459
(2008).

Los anticuerpos humanos pueden prepararse mediante la administracion de
un inmundégenc a un animal transgénico que ha sido modificado para producir
anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables
humanas en respuesta a la estimulacioén antigénica. Dichos animales tipicamente
contienen la totalidad o una porcién de los Joci (lugares) de inmunoglobulina
humana, que reemplazan los foci de inmunoglobulina enddgena, o que se

presentan en forma extracromosomica ¢ integrada aleatoriamente en los



cromosomas del animal. En dichos ratones transgénicos, los foci de
inmunoglobulina enddgena han sido generalmente inactivados. Para una resefa
de los métodos para la obtencion de anticuerpos humanos de animales
transgénicos, ver la referencia de Lonberg, Nat. Biotech., 23: 1117-1125 (2005).
Ver, ademas, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nros. 6.075.181 y
6.150.584, que describen la tecnologia XENOMOUSE™: Patente de los Estados
Unidos Nro. 5.770.429, que describe la tecnoiogia HuMAB®; Patente de los
Estados Unidos Nro. 7.041.870, que describe la tecnologia K-M MOUSE®; y
Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos Nro. 2007/0061900,
que describe la tecnologia VELOCIMOUSE®). Las regiones variables humanas de
anticuerpos intactos generados por dichos animales pueden modificarse
adicionalmente, por ejemplo, mediante la combinacién con una region constante
humana diferente.

Los anticuerpos humanos pueden prepararse ademas por medio de
metodos sobre la base de hibridoma. Se han descripto estirpes celulares de
mieioma humano y de heteromieloma de ratén y humano para la producciéon de
anticuerpos monoclonales humanos. (Ver, por ejemplo, Kozbor, J. Immunol., 133;
3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); y Boerner et al., J.
Immunol., 147: 86 (1991)). Los anticuerpos humanos generados por medio de la
tecnologia de hibridoma de células B humanas se describen también en la
referencia de Li et al, PNAS. USA, 103: 3557-3562 (2006). Los métodos
adicionales incluyen aquellos descriptos, por ejemplo, en la Patente de los
Estados Unidos Nro. 7.189.826 (que describe la produccién de anticuerpos IgM
humanos monoclonales de estirpes celulares de hibridoma) y Ni, Xiandai
Mianyixue, 26 (4): 265-268 (2006) (que describe hibridomas de humano-
humano). La tecnologia de hibridoma humano (tecnologia Trioma) también se
describe en la referencia de Volimers y Brandiein, Histology and Histopathology,
20 (3): 927-937 (2005), y Vollmers y Brandlein, Methods and Findings in
Experimental and Clinical Pharmacology, 27 (3): 185-91 (2005).
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Los anticuerpos humanos pueden ser generados también por medio del
aislamiento de secuencias de dominio variable de clon Fv seleccionadas de
genotecas de exhibicion de fagos derivadas de humanos. Dichas secuencias de
dominio variable entonces pueden combinarse con un dominio constante humano
deseado. Las técnicas para la seleccidén de anticuerpos humanos de genotecas de
anticuerpos se describen a continuacion.

C. Anticuerpos derivados de genotecas.

Los anticuerpos de la invencidon pueden aislarse por medio de la
identificacién sistematica de genotecas de combinacién a fin de establecer
anticuerpos con la actividad o las actividades deseadas. Por ejemplo, se conocen
en el arte una diversidad de métodos para la generacién de genotecas de
exhibicion de fagos y la identificacion sistematica de dichas genotecas a fin de
establecer anticuerpos que posean las caracteristicas de unidn deseadas. Dichos
métodos son resefados, por ejemplo, en la referencia de Hoogenboom et al., en
Methods in Molecular Biology, 178: 1-37 (O'Brien ef al, ed., Human Press,
Totowa, NJ, 2001) y son descriptos adicionalmente, por ejemplo, en la referencia
de McCafferty ef al., Nature, 348: 552-554; Clackson ef al., Nature, 352; 624628
(1991); Marks ef al, J. Mol Biol, 222: 5681-597 (1992); Marks y Bradbury, en
Methods in Molecular Biology, 248: 161-175 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ,
2003); Sidhu et al., J. Mol. Biocl. 338 (2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol.
340 (5). 1073-1093 (2004); Fellouse, PNAS USA, 101 (34). 12467-12472 (2004);
y Lee et al., J. Immunol. Methods, 284 (1-2): 119-132 (2004).

En ciertos métodos de exhibicion de fagos, se clonan en forma separada
repertorios de genes VH y VL por medio de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), y se recombinan en forma aleatoria en genotecas de fagos, que
luego pueden someterse a la identificacion sistematica a fin de establecer fago de
union de antigeno, como se describe en la referencia de Winter et al., Ann. Rev.
fmmunol., 12. 433-455 (1994). Los fagos habitualmente exhiben fragmentos de
anticuerpos, o bien como fragmentos Fv de cadena simple (scFv) o como
fragmentos Fab. Las genotecas de fuentes inmunizadas proporcionan anticuerpos

de alta afinidad al inmunégeno, sin la necesidad de construccion de hibridomas.



Alternativamente el repertorio original puede clonarse (por ejemplo, de humano) a
fin de proporcionar una sola fuente de anticuerpos a un amplio rango de no
autoantigenos, y también, autoantigenos, sin ninguna inmunizacién, como lo
describen Griffiths et al.,, EMBO J., 12: 725-734 (1993). Finalmente, las genotecas
originales también pueden prepararse en forma sintética, mediante la clonacién de
segmentos de genes V no redispuestos de células madre, y el uso de cebadores
de PCR que contienen secuencia aleatoria, a fin de codificar las regiones CDR3
altamente variables y lograr la redisposicion in vitro, como lo describen
Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). Las publicaciones de
patente que describen genotecas de fagos de anticuerpos humanos incluyen, por
ejemplo: Patente de los Estados Unidos Nro. 5.750.373 y Publicaciones de
Patente de los Estados Unidos Nros. 2005/0079574, 2005/0119455,
2005/0266000, 2007/0117126, 2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936 y
2009/0002360.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos aislados de genotecas de
anticuerpos humanos se consideran anticuerpos humanos o fragmentos de
anticuerpos humanos, en esta solicitud.

D. Anticuerpos quiméricos y humanizados.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en esta solicitud es
un anticuerpo quimérico. Ciertos anticuerpos quiméricos se describen, por
ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos Nro. 4.816.567; y en la referencia de
Morrison ef al., PNAS USA, 81: 6851-6855 (1984)). En un ejemplo, un anticuerpo
quimerico comprende una region variable no humana (por ejemplo, una regién
variable derivada de ratén, rata, hamster, conejo, o primate no humano, tal como
mono) y una region constante humana. En un ejemplo adicional, un anticuerpo
quimérico es un anticuerpo “con cambio de clase”, en el cual la clase o subclase
ha sido cambiada de aquella del anticuerpo progenitor. Los anticuerpos quiméricos
incluyen sus fragmentos de unién de antigeno.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo
humanizado. Habitualmente, un anticuerpo no humano es humanizado a fin de

reducir la inmunogenicidad en humanos, y a la vez, retener la especificidad y la



afinidad del anticuerpo no humano progenitor. Generalmente, un anticuerpo
humanizado comprende uno o mas dominios variables donde las HVR, por
ejemplo, CDR (o sus porciones), derivan de un anticuerpo no humano, y las FR (o
sus porciones) derivan de secuencias de anticuerpos humanos. Un anticuerpo
humanizado opcionalmente comprendera por lo menos una porcién de una region
constante humana. En algunas realizaciones, algunos residuos FR en un
anticuerpo humanizado estan sustituidos con residuos correspondientes de un
anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo del cual derivan los residuos
HVR), por ejemplo, a fin de restaurar o mejorar la afinidad o especificidad de
anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados y los métodos para su preparacién son
resefiados, por ejemplo, en la referencia de Almagro y Fransson, Front. Biosci.,
13: 1619-1633 (2008), y son adicionalmente descriptos, por ejemplo, en las
referencias de Riechmann ef al., Nature, 332: 323-329 (1988); Queen et al., PNAS
USA, 86. 10029-10033 (1989); Patentes de los Estados Unidos Nros.
5.821.337; 7.527.791; 6.982.321 y 7.087.409; Kashmiri et al., Methods, 36: 25-34
(2005) (que describen el injerto de SDR (a—CDR)); Padlan, Mol. Immunol. 28:
489498 (1991) (que describe la “resuperficie”); DallAcqua et al., Methods, 36:
43-60 (2005) (que describe la “‘mezcla de FR"); y Osbourn et al., Methods, 36. 61-
68 (2005) y Klimka et al., Br. J. Cancer, 83. 252-260 (2000) (que describe el
enfoque de “seleccion guiada” para la mezcla de FR).

Las regiones de marco humanas que pueden usarse para la humanizacién
incluyen, sin limitacién: regiones de marco seleccionadas usando el método de
"mejor ajuste” (ver, por ejemplo, la referencia de Sims et al, J. Immunol., 151:
2296 (1993)), regiones de marco derivadas de la secuencia de consenso de
anticuerpos humanos de un subgrupo particular de regiones variables de cadena
liviana o pesada (ver, por ejemplo, las referencias de Carter et al., PNAS USA, 89:
4285 (1992); y Presta et al.,, J. Immunol., 151. 2623 (1993)), regiones de marco
maduras humanas (somaticamente mutadas) o regiones de marco de linea
germinal humanas (ver, por ejemplo, la referencia de Almagro y Fransson, Front.

Biosci., 13: 1619-1633 (2008)); y regiones de marco derivadas de la identificacion
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sistematica de genotecas FR (ver, por ejfemplo, Baca et al., J. Biol. Chem., 272:
10678-10684 (1997) y Rosok et al., J. Biol. Chem., 271: 22611-22618 (1996)).

E. Anticuerpos multiespecificos.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en esta solicitud es
un anticuerpo multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico. Los
anticuerpos multiespecificos son anticuerpos monoclonales que tienen
especificidades de unién para al menos dos sitios diferentes. En ciertas
realizaciones, una de las especificidades de union es para a5f1, y la otra es para
cualquier otro antigeno (por ejemplo, VEGF). En ciertas realizaciones, los
anticuerpos biespecificos pueden unirse a dos epitopos diferentes de a5@1. Los
anticuerpos biespecificos ademas pueden usarse a fin de localizar agentes
citotdoxicos en células que expresan a5B1. Los anticuerpos biespecificos pueden
prepararse como anticuerpos de longitud total o como fragmentos de anticuerpos.

Las técnicas para la preparacion de anticuerpos multiespecificos
comprenden, sin limitacién, la coexpresion de dos pares de cadena pesada-—
cadena liviana de inmunoglobulina que tienen diferentes especificidades (ver las
referencias de Milstein y Cuello, Nature, 305: 537 (1983)), WO 03/08829 vy
Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655 (1991)), y el disefio de “nudo en orificio” (ver,
por ejemplo, Patente de los Estados Unidos Nro. 5.731.168). Los anticuerpos
multiespecificos también pueden prepararse mediante el disefio de efectos de
conduccion electrostatica para la preparacion de moléculas heterodimeros de Fc
de anticuerpo (WO 2009/089004A1); el entrecruzamiento de dos o mas
anticuerpos o fragmentos (ver, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos Nro.
4.676.980, y referencia de Brennan ef al., Science, 229: 81 (1985)); el uso de
cierres de leucina (tramos de aminoacidos de 4 a 7 residuos de leucina, cada uno,
separado por 6 aminoacidos, adyacentes a un tframo de aminoacidos altamente
basicos, en algunas proteinas de unién de ADN) para producir anticuerpos
biespecificos {(ver, por ejemplo, las referencias de Kostelny ef al,, J. Iimmunol., 148
(5): 1547-1553 (1992)); el uso de tecnologia de "diacuerpos” para la preparacion
de fragmentos de anticuerpos biespecificos (ver, por ejemplo, la referencia de

Hollinger et al., PNAS USA, 90: 6444-6448 (1993)); v el uso de dimeros de Fv de
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cadena simple (sFv) (ver, por ejemplo, la referencia de Gruber et al., J. Immunol.,
152: 5368 (1994)); y la preparacion de anticuerpos triespecificos como se
describe, por ejemplo, en la referencia de Tutt et al., J. immunol., 147: 60 (1991).

Los anticuerpos disefiados con tres 0 mas sitios de unidon de antigeno
funcionales, que incluyen “anticuerpos pulpo”, se incluyen también en la presente
solicitud (ver, por ejemplo, US 2006/0025576A1).

El anticuerpo o fragmento de la presente solicitud ademas comprende un
“Fab de Accién Dual” o “DAF”, que comprende un sitio de union de antigeno que
se une a a5B1 al igual que otro antigeno diferente (ver, por ejemplo, US

2008/0069820).



F. Variantes de anticuerpos.

En ciertas realizaciones, se contemplan variantes de secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos provistos en esta solicitud. Por ejemplo, puede ser
conveniente mejorar la afinidad de unidn y otras propiedades biolégicas del
anticuerpo. Las variantes de secuencias de aminoacidos de un anticuerpo pueden
prepararse mediante la introduccién de modificaciones apropiadas en la secuencia
de nucledtidos que codifica el anticuerpo, o por medio de la sintesis de péptidos.
Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones, inserciones y
sustituciones de residuos dentro de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo.
Puede efectuarse cualguier combinacién de delecion, insercion y sustitucion, a fin
de lograr la construccion final, siempre que la consfruccidn final posea las

caracteristicas deseadas, por ejemplo, unién de antigeno.

1. Variantes de sustitucion, insercion y delecién.

En ciertas realizaciones, se proveen variantes de anticuerpos que tienen
una o mas sustituciones de aminoacidos. Los sitios de interés para la mutagénesis
de sustitucién incluyen las HVR y FR. Las sustituciones conservadoras se
muestran en la Tabla 1, con el encabezado "sustituciones conservadoras". Se
proveen cambios mas sustanciales en la Tabla 1, con el encabezado
"sustituciones ejemplares”, y como se describe adicionalmente a continuacién en
referencia a las clases de cadenas laterales de aminoacidos. Las sustituciones de
aminoacidos pueden introducirse en un anticuerpo de interés, y los productos
pueden someterse a la identificacion sistematica a fin de detectar una actividad
deseada, por ejemplo, unidon de antigeno retenida o mejorada, menor

inmunogenicidad, o mejor ADCC o CDC.



TABLA 1
Residuo original Sustituciones ejemplares Sustituciones
preferidas

Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GiIn; Asn Lys
Asn (N) GIn; His; Asp, Lys; Arg GIn
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gin (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; GIn Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (8) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val {V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu

Los aminoacidos pueden agruparse de acuerdo con las propiedades de
cadenas laterales comunes:

(1) hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) neutros hidréfilos: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) residuos que afectan la orientacion de cadena: Gly, Pro;

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras acarrearan el intercambio de un

miembro de una de estas clases por otra clase.



Un tipo de variante de sustitucién supone la sustifucidon de uno ¢ mas
residuos de regidn hipervariable de un anticuerpo progenitor (por ejemplo, un
anticuerpo humano o humanizado). En general, las variantes resultantes
seleccionadas para el posterior estudio tendran modificaciones (por ejemplo,
mejoramientos) en ciertas propiedades bioldgicas (por ejemplo, mayor afinidad,
menor inmunogenicidad), en relacién con el anticuerpo progenitor, o habran
retenido sustancialmente ciertas propiedades biolégicas del anticuerpo progenitor.
Una variante de sustitucién ejemplar es un anticuerpo madurado para afinidad,
que puede ser generado, convenientemente, usando tecnicas de maduracion para
afinidad sobre la base de la exhibicion de fagos, tales como aquellas que se
describen en esta solicitud. Brevemente, uno o mas residuos HVR son mutados, y
los anticuerpos variantes son exhibidos en fagos y sometidos a la identificacion
sistematica a fin de detectar una aclividad biolégica particular (por ejemplo,
afinidad de unién).

Pueden efectuarse alteraciones (por ejemplo, sustituciones) en HVR, por
ejemplo, a fin de mejorar la afinidad de anticuerpo. Dichas alteraciones pueden
realizarse en "sitios calientes" de HVR, es decir, en residuos codificados por
codones que sufren la mutacién a alta frecuencia durante el proceso de
maduracién somatica (ver, por ejemplo, la referencia de Chowdhury, Methods Mol.
Biof., 207: 179-196 (2008)), y/o SDR (a—~CDR), donde la variante resultante VH o
VL es ensayada para establecer la afinidad de unién. La maduracién para afinidad
mediante la construccién y reseleccién a partir de genotecas secundarias se ha
descripto, por ejemplo, en la referencia de Hoogenbocom ef al., en Methods in
Molecular Biology, 178: 1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ,
(2001).) En algunas realizaciones de maduracién para afinidad, se introduce
diversidad en los genes variables seleccionados para maduracidén mediante
cualquiera de una diversidad de métodos (por ejemplo, la PCR propensa al error,
la mezcla de cadenas o la mutagenesis dirigida por oligonucledtido). Entonces se
crea una genoteca secundaria. Luego fa genoteca se somete a la identificacién
sistematica a fin de identificar cualquier variante de anticuerpo con la afinidad

deseada. Otro método para la introduccion de diversidad involucra enfoques



dirigidos a HVR, donde se aleatorizan varios residuos HVR (por ejempio, 4-6
residuos de una vez). Los residuos HVR involucrados en la unién de antigeno
pueden ser identificados especificamente, por ejemplo, usando mutagénesis de
barrido de alanina o modelado. A menudo, se apuntan CDR-H3 y CDR-L3 en
particular.

En ciertas realizaciones, pueden producirse sustituciones, inserciones o
deleciones dentro de una o mas HVR, siempre que dichas alteraciones no
reduzcan de manera sustancial la capacidad del anticuerpo para unirse a
antigeno. Por ejemplo, pueden efectuarse en HVR alteraciones conservadoras
(por ejemplo, sustituciones conservadoras como se proveen en esta solicitud) que
no reduzcan de manera sustancial la afinidad de unién. Dichas alteraciones
pueden encontrarse fuera de los "sitios calientes" de HVR o SDR. En ciertas
realizaciones de las secuencias variantes de VH y VL que se proveen
anteriormente, cada HVR o bien no es alterado, ¢ contiene no mas de una, dos o
tres sustituciones de aminoacidos.

Un método (til para la identificacion de residuos o regiones de un
anticuerpo que puede ser apuntado para [a mutagénesis se denomina
"mutagénesis de barrido de alanina", como lo describen Cunningham y Wells
(1989), Science, 244 1081-1085. En este método, se identifican un residuo o
grupo de residuos blanco (por ejemplo, residuos cargados tales como arg, asp,
his, lys y glu), y son reemplazados por un aminoacido neutro o negativamente
cargado (por ejemplo, alanina o polialanina), a fin de determinar si la interaccion
del anticuerpo con antigeno es afectada. Pueden introducirse otras sustituciones
en las regiones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las
sustituciones iniciales; alternativa o adicionalmente, una estructura de cristal de un
complejo de antigeno—anticuerpo para la identificacién de puntos de contacto
entre el anticuerpo y el antigeno. Dichos residuos de contacto y residuos vecinos
pueden ser apuntados o eliminados como candidatos para la sustitucion. Las
variantes pueden someterse a la identificacion sistematica, a fin de determinar si

contienen las propiedades deseadas.



Las inserciones de secuencias de aminodcidos incluyen fusiones amino y/o
carboxilo-terminales que varian en longitud de un residuo a polipéptidos que
contienen cieno o mas residuos, al igual que inserciones de intrasecuencia de
residuos de aminoacidos simples o multipies. Ejemplos de inserciones terminales
incluyen un anticuerpo con un residuo metionilo N—terminal. Otras variantes de
insercion de la molécula de anticuerpo incluyen la fusién ai término N o C del
anticuerpo, de una enzima (por ejemplo, para ADEPT) o un polipéptido que

aumenta la semivida sérica del anticuerpo.

2. Variantes de glicosilacion.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo provisto en esta solicitud es alterado
a fin de incrementar o disminuir el alcance al cual el anticuerpo es glicosilado. La
adicion o delecion de sitios de glicosilacién a un anticuerpo puede lograrse de
modo conveniente mediante la alteracion de la secuencia de aminoacidos de
manera de crear o eliminar uno ¢ mas sitios de glicosilacion.

Cuando el anticuerpo comprende una region Fc, puede alterarse el
carbohidrato unido a esta. Los anticuerpos nativos producidos por células
mamiferas tipicamente comprenden un oligosacarido ramificado, biantenario, que
generalmente esta unido por una conexion N a Asn297 del dominio CH2 de ia
region Fc. Ver, por ejemplo, la referencia de Wright et al, TIBTECH, 15: 26-32
(1997). El ocligosacérido puede incluir diversos carbohidratos, por ejemplo,
manosa, N—acetil glucosamina (GIcNAc), galactosa y acido sialico, al igual que
una fucosa unida a un GlcNAc en el “tallo” de la estructura de oligosacarido
biantenario. En algunas realizaciones, las modificaciones del oligosacarido en un
anticuerpo de la invencion pueden efectuarse a fin de crear vanantes de
anticuerpos con ciertas propiedades mejoradas.

En una realizacion, se proveen variantes de anticuerpos que tienen una
estructura de carbohidrato que carece de fucosa unida (directa o indirectamente) a
una regién Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en dicho anticuerpo puede ser
de 1% a 80%, de 1% a 65%, de 5% a 65% o de 20% a 40%. La cantidad de

fucosa se determina mediante el calculo de la cantidad promedio de fucosa dentro



de la cadena de azicar en Asn297, en relacion con la suma de todas las
glicoestructuras unidas a Asn 297 (por ejemplo, complejo, hibrido y estructuras de
alta manosa), medido por espectrometria de masa MALDI-TOF, como se
describe, por ejemplo, en el documento WO 2008/077546. Asn297 se refiere al
residuo asparagina ubicado aproximadamente en la posicidn 297 en la regién Fc
(numeracién Eu de residuos de region Fc¢); sin embargo, Asn297 también puede
ubicarse aproximadamente £ 3 aminoacidos cofriente ascendente o descendente
de la posicién 297, es decir, entre las posiciones 294 y 300, debido a variaciones
menores de secuencia en los anticuerpos. Dichas variantes de fucosilacion
pueden tener mejor funcién ADCC. Ver, por ejemplo, Publicaciones de Patente de
los Estados Unidos Nros. US 2003/0157108 (Presta, L.); US 2004/0093621
(Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Ejemplos de publicaciones relacionadas con
variantes de anticuerpos “defucosiladas” o “con deficiencia de fucosa” incluyen:
US 2003/0157108, WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614, US
2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704, US
2004/0110282; US 2004/0109865;, WO 2003/085119; WO 2003/084570; WO
2005/035586; WO 2005/035778; WO 2005/053742; WO 2002/031140; Okazaki et
al, J. Mol. Biol., 336:. 1239—1249. (2004); Yamane—Ohnuki et al. Biofech. Bioeng.
87. 614 (2004). Ejemplos de estirpes celulares capaces de producir anticuerpos
defucosilados incluyen células CHO Lec13 deficientes en fucosilacidén de proteina
(Ripka et al., Arch. Biochem. Biophys., 249: 533-545 (1986); Solicitud de Patente
de los Estados Unidos Nro. US 2003/0157108 A1, Presta, L; y WO 2004/056312
A1, Adams et al., en especial, en el Ejemplo 11), y estirpes celulares de noqueo
(knockout: inactivacion de genes especificos como modelo de enfermedad; una
mutante individual donde se ha reemplazado un solo gen funcional por una forma
no funcional del gen), tales como el gen alfa—1,6-fucosiltransferasa, FUTS, células
CHO de noqueo (ver, por ejemplo, la referencia de Yamane—Ohnuki et al. Biotech.
Bioeng., 87. 614 (2004), Kanda, Y. et al,, Biotechnol. Bioeng., 94 (4). 680-688
(2006); y WO 2003/085107).

Se proporcionan asimismo variantes de anticuerpos con oligosacaridos

biseccionados, por ejemplo, en los cuales un oligosacarido biantenario unido a la
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region Fc del anticuerpo es biseccionado por GicNAc. Dichas variantes de
anticuerpos pueden tener reducida fucosilacién y/o mejor funcion ADCC. Ejemplos
de dichas variantes de anticuerpos se describen, por ejemplo, en WO
2003/011878 (Jean—-Mairet ef al.); Patente de los Estados Unidos Nro. 6.602.684
(Umana et al); y US 2005/0123546 (Umana et al.). Se proporcionan ademas
variantes de anticuerpos con al menos un residuo de galactosa en el oligosacarido
unido a la regiéon F¢. Dichas variantes de anticuerpos pueden tener mejor funcién
CDC. Dichas variantes de anticuerpos se describen, por ejemplo, en WO
1997/30087 (Patel et al.); WO 1998/58964 (Raju, S.); y WO 1999/22764 (Raju, S.).

3. Variantes de reqion Fc.

En ciertas realizaciones, una o mas modificaciones de aminoacidos pueden
introducirse en la regién Fc de un anticuerpo proporcionado en esta solicitud, a fin
de generar asi una variante de region Fc, de manera de mejorar, por ejemplo, la
eficacia del anticuerpo en el tratamiento de una enfermedad o de un trastorno que
involucra la anormal angiogénesis, pérdida o permeabilidad vascular. La variante
de region Fc puede comprender una secuencia de region Fc humana (por ejemplo,
una region Fc humana IgG1, IgG2, IgG3 o 19G4) que comprende una modificacion
de aminoacido (por ejemplo, una sustitucién) en una o mas posiciones de
aminoacidos.

En ciertas realizaciones, la invencién contempla una variante de anticuerpo
que posee algunas, pero no todas las funciones efectoras, lo que la convierte en
un candidato deseable para aplicaciones en las cuales la semivida del anticuerpo
in vivo es importante, si bien ciertas funciones efectoras (tales como complemente
y ADCC) son innecesarias ¢ nocivas. Pueden conducirse ensayos de citotoxicidad
in vitro o in vivo a fin de confirmar la reduccion o el agotamiento de las actividades
CDC o ADCC. Por ejemplo, pueden conducirse ensayos de unidn de receptor Fc
(FcR) de manera de garantizar que el anticuerpo carece de unién FcyR (y en
consecuencia, probablemente carezca de actividad ADCC), si bien retiene la
capacidad de union FcRn. Las células primarias para la mediacién de ADCC, las
células NK, expresan Fc(RIll solo, mientras que los monocitos expresan Fc(RI,

Fc(Ril y Fe(RIIl. La expresiéon de FcR en células hematopoyéticas se resume en la
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Tabla 3 de la pagina 464 de la referencia de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol.
9: 457-92 (1991). Ejemplos no limitativos de ensayos /n vitro para [a evaluacion de
la actividad ADCC de una molécula de interés se describen en las Patentes de los
Estados Unidos Nros. 5.500.362 (ver, por ejemplo, las referencias de Hellstrom, [,
et al, PNAS USA, 83: 7059-7063 (1986)) y Hellstrom, | ef al., PNAS USA, 82:
1499-1502 (1985); y 5.821.337 (ver la referencia de Bruggemann, M. et al., J.
Exp. Med., 166: 1351-1361 (1987)). Alternativamente, pueden emplearse métodos
de ensayo no radiactivos (ver, por ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no radiactiva
ACTI™ para la citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA); y el
ensayo de citotoxicidad no radiactiva CYTOTOX 96%® (Promega, Madison, WI)).
Las células efectoras Utiles para dichos ensayos incluyen células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). De manera
alternativa o adicional, la actividad ADCC de la molécula de interés puede
evaluarse in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como aquel descripto en la
referencia de Clynes et al., PNAS USA, 95: 652656 (1998). Los ensayos de union
C1q también pueden efectuarse a fin de confirmar que el anticuerpo es incapaz de
unirse a C1q, y en consecuencia, carece de actividad CDC. Ver, por ejemplo,
ELISA de unibn C1g y C3c en el documento WO 2006/029879 y WO
2005/100402. Con la finalidad de evaluar la activacion de complemento, puede
efectuarse un ensayo de CDC (ver, por ejemplo, las referencias de Gazzano—
Santoro et al., J. Immunol. Methods, 202: 163 (1996); Cragg, M. S. et al., Blood,
101: 1045-1052 (2003); y Cragg, M. S. y M. J. Glennie, Blood, 103: 2738-2743
(2004)). La unién de FcRn y las determinaciones de aclaramiento/semivida in vivo
también pueden efectuarse usando métodos conocidos en el arte (ver, por
ejemplo, la referencia de Petkova, S. B. et al., Intl. Immunol. 18 (12): 1759-1769
(2006)).

Los anticuerpos con menor funcién efectora incluyen aquellos con
sustituciéon de uno o mas residuocs de regién Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329
(Patente de los Estados Unidos Nro. 6.737.056). Dichas mutantes de F¢ incluyen
mutantes de Fc con sustituciones en dos 0 mas de las posiciones de aminoacidos

265, 269, 270, 297 y 327, que incluyen la asi denominada mutante de Fc “DANA’
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con sustitucién de los residuos 265 y 297 a alanina (Patente de los Estados
Unidos Nro. 7.332.581).

Se encuentran descriptas ciertas variantes de anticuerpos con mayor o
menor unidon a FcR (ver, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos Nro.
6.737.056; WO 2004/056312, y Shields et al., J. Biol. Chem. 9 (2). 6591-6604
(2001)).

En ciertas realizaciones, una variante de anticuerpo comprende una regién
Fc con una o mas sustituciones de aminoacidos que mejoran ADCC, por ejemplo,
sustituciones en las posiciones 298, 333, y/o 334 de la regidn F¢ (numeracion de
residuos EU).

En algunas realizaciones, se hacen alteraciones en la region Fc que logran
la alterada (es decir, mayor 0 menor) unién de C1q y/o citotoxicidad dependiente
de complemento (CDC), por ejemplo, como se describe en la Patente de los
Estados Unidos Nro. 6.194.551, WO 99/51642, y en |a referencia de Idusogie et al.
J. Immunol., 164 4178—4184 (2000).

Pueden efectuarse mutaciones o alteraciones en las secuencias de region
Fc a fin de aumentar la unién de FcR (por ejemplo, FcgammaR, FcRn). De
acuerdo con una realizacidén, un anticuerpo de esta invencion tiene por lo menos
una funcién efectora alterada seleccionada del grupo que consiste en ADCC, CDC
y mayor unién de FcRn, en comparacion con una IgG nativa o un anticuerpo
progenitor. Ejemplos de varias mutaciones especificas dtiles se describen, por
ejemplo, en las referencias de Shields, R. L. ef al. (2001), JBC, 276 (6) 6591-
6604, Presta, L. G. (2002), Biochemical Society Transactions, 30 (4). 487-490; y
WO 00/42072. Los anticuerpos con mayores semividas y mayor uniéon al receptor
Fc neconato (FcRn), que es responsable de la transferencia de IgG maternos al
feto (Guyer et al., J. Immunol., 117: 587 (1976) y Kim et al., J. Immunol., 24: 249
(1994)), se describen en US 2005/0014934A1 (Hinton et al.). Dichos anticuerpos
comprenden una regidn F¢ con una o mas sustituciones, que aumentan la unién
de la region Fc a FcRn. Dichas variantes de Fc incluyen aguellas con sustituciones
en uno o mas de los residucs de la region Fc; 238, 256, 265, 272, 286, 303, 305,
307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 6 434, por

41



87

ejemplo, la sustitucion del residuo 434 de la region Fc (Patente de los Estados
Unidos Nro. 7.371.826).

Ver, ademas, la referencia de Duncan & Winter, Nature, 322: 738-40
(1988); Patente de los Estados Unidos Nro. 5.648.260; Patente de los Estados
Unidos Nro. 5.624.821; y WO 94/29351, que se refieren a otros ejemplos de

variantes de la regién Fc.

4. Variantes de anticuerpos disefiadas con cisteina.

En ciertas realizaciones, puede ser conveniente crear anticuerpos
disefados con cisteina, por ejemplo, “thioMAbs," en los cuales uno o mas residuos
de un anticuerpo estan sustituidos con residuos cisteina. En realizaciones
particulares, los residuos sustituidos se producen en sitios accesibles del
anticuerpo. Mediante la sustitucion de dichos residuos con cisteina, los grupos tiol
reactivos se posicionan de ese modo en sitios accesibles del anticuerpo, y pueden
usarse para la conjugacion del anticuerpo con otras porciones, tales como
porciones de farmaco o porciones de conector-farmaco, de modo de crear un
inmunoconjugado, tal como se describe en mayor detalle en la presente solicitud.
En ciertas realizaciones, puede sustituirse cualesquiera unc o mas de los
siguientes residuos, con cisteina: V205 (numeracién Kabat) de la cadena liviana;
A118 (numeracion EU) de la cadena pesada; y S400 (numeracion EU) de la region
Fc de cadena pesada. Los anticuerpos disefiados con cisteina pueden generarse
coma se describe, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos Nro.
7.521.541.

En algunas realizaciones, los residuos cisteina pueden introducirse en la
region Fc, de manera de permitir la formacidn de enlace de disulfuro de
intercadena en esta regiéon. El anticuerpo homodimero generado de este modo
puede tener mayor capacidad de internalizacion, o mayores capacidad de muerte
celular mediada por complemento y citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC). Ver las referencias de Caron et al., J. Exp. Med., 176: 1191-
1195 (1992), vy Shopes, J. Immunol., 148: 2918-2922 (1992). Los anticuerpos

homodimeros con mayor actividad antitumoral también pueden prepararse usando
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entrecruzadores heterobifuncionales, como se describe en la referencia de Wolff ef
al., Cancer Research, 53; 2560-2565 (1993). Alternativamente, puede disefarse
un anticuerpo que tenga regiones Fc duales, y en consecuencia, pueda poseer
mayores lisis de complemento y capacidades ADCC. Ver la referencia de

Stevenson et al., Anti—Cancer Drug Design, 3: 219-230 (1989).

5. Derivados de anticuerpos.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente
solicitud puede modificarse adicionalmente de manera de contener porciones no
proteinaceas adicionales conocidas en el arte y de facil disponibilidad. Las
porciones adecuadas para la derivacion del anticuerpo incluyen, sin limitacion,
polimeros solubles en agua. Ejemplos no limitativos de los polimeros solubles en
agua incluyen, sin limitacion, polietilenglicol (PEG), copolimeros de
etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico,
polivinilpirrolidona,  poli-1,3—dioxolano,  poli-1,3,6-trioxano, copolimerc de
etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos (o0 bien homopolimeros o copolimeros
de azar) y dextrano o poli(n—vinil pirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de
propilenglicol, copolimeros de éxido de polipropileno/éxido de etileno, polioles
polioxietilados (por ejemplo, glicerol), alcohol polivinilico y sus mezclas. El
polietilenglicol propionaldehido puede tener ventajas en la elaboracion, debido a
su estabilidad en agua. El polimero puede ser de cualquier peso molecular, y
puede ser ramificado o no ramificado. La cantidad de polimeros unidos al
anticuerpo puede variar, y si se unen mas de un polimero, estos pueden ser
moléculas iguales o diferentes. En general, la cantidad o el tipo de polimeros
utilizados para la derivaciéon puede determinarse sobre la base de consideraciones
gue incluyen, sin limitacion, las propiedades particulares o las funciones del
anticuerpo por mejorar, el uso del derivado de anticuerpo en una terapia en
condiciones definidas, etc.

En otra realizacion, se proveen conjugados de un anticuerpo y una porcion
no proteinacea que pueden calentarse selectivamente mediante la exposicién a la

radiacion. En una realizacion, la porcion no proteinacea es un nanotubo de carbon
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(Kam ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102: 11600-11605 (2005)). La radiacién
puede ser de cualquier longitud de onda, e incluye, sin limitacion, longitudes de
onda que no dafan células comunes, si bien calientan la porcién no proteinacea
hasta una temperatura a la cual las células préximas a la porcidén no proteinacea—
anticuerpo mueren.

F. Inmunoconjugados.

La invencidon ademas provee inmunoconjugados que comprenden un
anticuerpo anti—a5B1 de la presente invencion, conjugado con uno 0 mas agentes
citotdxicos, tales como farmacos © agentes quimioterapéuticos, agentes
inhibidores del crecimiento, toxinas (por ejemplo, toxinas de proteina, toxinas
enzimaticamente activas de origen bacteriano, fingico, de planta, ¢ animal, o sus
fragmentos), o is6topos radiactivos.

En una realizacion, un inmunoconjugado es un conjugado de anticuerpo—
farmaco (ADC, por sus siglas en inglés) en el cual se conjuga un anticuerpo con
uno o mas farmacos, que incluyen, sin limitacion, un maitansinoide (ver Patentes
de los Estados Unidos Nros. 5.208.020; 5.416.064 y Patente Europea EP
0 425 235 B1), una auristatina, tal como porciones de farmaco
monometilauristatina DE y DF (MMAE y MMAF) (ver Patentes de los Estados
Unidos Nros. 5635483, 5.780.588 y 7.498.298); una dolastatina; una
caligueamicina o su derivado (ver Patentes de los Estados Unidos Nros.
5.712.374; 5.714.586; 5.739.116, 5767.285; 5.770.701; 5.770.710; 5.773.001; y
5.877.296; Hinman et al., Cancer Res., 53. 3336-3342 (1993); y Lode et al,
Cancer Res., 58: 2925-2928 (1998)); una antraciclina, tal como daunomicina o
doxorrubicina (ver las referencias de Kratz et al., Current Med. Chem., 13: 477—-
523 (2006); Jeffrey et al., Bioorganic & Med. Chem. Letters, 16: 358-362 (2006);
Torgov et al., Bioconj. Chem., 16: 717-721 (2005); Nagy ef al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 97: 829-834 (2000); Dubowchik et al., Bicorg. & Med. Chem. Letters,
12: 1529-1532 (2002); King et al., J. Med. Chem., 45: 4336—4343 (2002); y
Patente de los Estados Unidos Nro. 6.630.579); metotrexato; vindesina; un taxano
tal como docetaxel, paclitaxel, larotaxel, tesetaxel y ortataxel, un tricoteceno; y

CC1065.
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En otra realizacién, un inmunoconjugade comprende un anticuerpo como se
describe en la presente solicitud conjugado con una toxina enzimaticamente activa
o su fragmento, que incluye, sin limitacién, toxina de difteria cadena A, fragmentos
activos no ligantes de foxina de difteria, cadena de exotoxina A (de Pseudomonas
aeruginosa), cadena de ricina A, cadena de abrina A, cadena de modeccina A,
alfa—sarcina, proteinas de Aleurifes fordii, proteinas de diantina, proteinas de
Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de momordica charantia,
curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina,
restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos.

En otra realizacién, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se
describe en esta solicitud conjugado con un atomo radiactivo para formar un
radioconjugado. Pueden obtenerse una diversidad de isétopos radiactivos para la
produccién de radioconjugados. Ejemplos incluyen A", 131 25 y%¢ Re!'%¢
Re'® sm'S Bi#'2, P2 pPb?'2 e isotopos radiactivos de Lu. Cuando el
radioconjugado se usa para la deteccion, puede comprender un atomo radiactivo
para estudios centellograficos, por ejemplo, t¢99m o 1123, o una marca espin, para
la imagen de resonancia magnetica nuclear (RMN) (también conocida como
imagen de resonancia magnética, IRM), tal como yodo-123 nuevamente, yodo—-
131, indio-111, flior-19, carbono—-13, nitrégeno-15, oxigeno—17, gadolinio,
manganeso o hierro. Los conjugados de un anticuerpo y agente citotéxico pueden
prepararse usando una diversidad de agentes de acoplamiento de proteinas
bifuncionales, tales como N-succinimidil-3—(2—piridilditiol) propionato (SPDP),
succinimidil-4—{N-maleimidometil) ciclohexano—1—carboxilato (SMCC),
iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil
adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidil suberato), aldehidos
(tales como glutaraldehido), compuestos bis—azido (tales como bis (p—
azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis—diazonio (tales como bis—(p—
diazoniobenzoil)—etilendiamina), diisocianatos (tales como tolueno 2,6-
diisocianato) y compuestos de flior bis—activos (tales como 1,5—difluor-2,4-
dinitrobenceno). Por ejemplo, puede prepararse una inmunotoxina de ricina como

se describe en la referencia de Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987). El acido
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1-isotiocianatobencil-3—metildietileno triaminapentaacético marcado con carbono
14 (MX-DTPA) es un agente quelante ejemplar para la conjugacién de
radionucledtido con el anticuerpo. Ver WO 94/11026. E! conector puede ser un
“conector disociable” que facilita ia liberacion de un farmaco citotéxico en la célula.
Por ejemplo, puede usarse un conector labil al acido, conector sensible a la
peptidasa, conector fotoldbil, conector de dimetilc o conector que contiene
disulfuro (Chari et al., Cancer Res., 52: 127-131 (1992); Patente de los Estados
Unidos Nro. 5.208.020).

Los inmunoconjugados o ADC de la presente invencion contemplan
expresamente, sin limitacion, conjugados preparados con reactivos de
entrecruzadores que incluyen, sin limitacién, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-
SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS,
sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo—-MBS, sulfo—SIAB, sulfo-SMCC y sulfo-SMPB, y
SVSB (succinimidil-{4—vinilsulfona)benzoato), que pueden obtenerse en el
mercado (por ejemplo, de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U. S. A).

G. Inmunoliposomas.

Los anticuerpos revelados en la presente solicitud ademas pueden
formularse como inmunocliposomas. Los liposomas que contienen el anticuerpo se
preparan por métodos conocidos en el arte, tales como los descriptos en la
referencia de Epstein et al., PNAS USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., PNAS
USA, 77: 4030 (1980), y Patente de los Estados Unidos Nros. 4.485.045 vy
4.544 545. Los liposomas con mayor tiempo de circulacién se revelan en la
Patente de los Estados Unidos Nro. 5.013.556.

Los liposomas particularmente Utiles pueden generarse por medio del
método de evaporacién de fase inversa, con una composicion lipida gque
comprende fosfatidilcolina, colestero! y fosfatidiletanolamina derivada con PEG
(PEG-PE). Los liposomas son extruidos a través de filtros de tamario de poro
definido, a fin de lograr liposomas con el didmetro deseado. Los fragmentos Fab'
del anticuerpo de la presente invencién pueden conjugarse con los liposomas
como se describe en la referencia de Martin et al., J. Biol. Chem., 257. 286-288

(1982) por medio de una reaccion de intercambio de disulfuro. Opcionalmente, un
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liposoma contiene un agente antineoplasico, un agente inhibidor del crecimiento, o
un agente quimioterapeutico (tal como doxorrubicina). Ver la referencia de

Gabizon et af., J. National Cancer Inst., 81 (19): 1484 (1989).

IV. Meétodos terapéuticos usando anticuerpos anti—a5p1.

Cualquiera de los anticuerpos anti—a5B1 provistos en esta solicitud puede
usarse en métodos terapéuticos. Se entiende que cualquiera de las formulaciones
o de los métodos terapeuticos que se describen en esta solicitud puede usarse
con un inmunoconjugado de la invencién, en lugar de un anticuerpo anti-a5#1, o
ademas de dicho anticuerpo.

En un aspecto, se provee un anticuerpo anti—a531 para el uso como un
medicamento. En otros aspectos, se provee un anticuerpo anti—a531 para el uso
en el tratamiento de enfermedades y trastornos que involucran la anormal
angiogénesis o pérdida o permeabilidad vascular, que incluyen, por ejemplo,
cancer, enfermedades oculares y trastornos inmunitarios (por ejemplo, trastornos
autoinmunitarios). En ciertas realizaciones, se provee un anticuerpo anti—a5p1
para el uso en un método de tratamiento. En ciertas realizaciones, la invencion
provee un anticuerpo anti—a5B31 para el uso en un método de tratamiento de un
individuo que tiene una enfermedad o un trastornc que involucra la anormal
angiogénesis o pérdida o permeabilidad vascular, que comprende la
administracioén al individuo, de una cantidad eficaz del anticuerpo anti—a5p1. En
una de dichas realizaciones, el método ademas comprende la administracion al
individuo, de una cantidad eficaz de por lo menos uno, dos, tres, cuatro o mas
agentes terapéuticos adicionales, que incluyen, por ejemplo, un agente
antiangiogénico, un agente antineoplasico, un agente inhibidor del crecimiento, o
un agente quimioterapéutico, tal como se describe en esta solicitud. En
realizaciones adicionales, la invencién provee un anticuerpo anti—a5@81 para e! uso
en la inhibicidn de la anormal angiogénesis y pérdida o permeabilidad vascular. En
ciertas realizaciones, la invencién provee un anticuerpo anti—a581 para el uso en
un método de inhibicién de la anormal angiogénesis y pérdida o permeabilidad

vascular en un individuo, que comprende la administracidén al individuo, de una



cantidad eficaz del anticuerpo anti-a5B1 de manera de inhibir la anormal
angiogénesis y pérdida o permeabilidad vascular. Un “individuo” de acuerdo con
cualquiera de las realizaciones anteriores, es, preferentemente, un ser humano.

En un aspecto adicional, la invencién provee el uso de un anticuerpo anti—
a5B1 en la elaboracién o preparacion de un medicamento. En una realizacion, el
medicamento es para el tratamiento de una enfermedad ¢ de un trastorno que
involucra la anormal angiogénesis yfo pérdida o permeabilidad vascular. En una
realizacion adicional, el medicamento es para el uso en un método de tratamiento
de una enfermedad o de un trastorno que involucra ia anormal angiogénesis y/o
pérdida o permeabilidad vascular, que comprende la administraciéon a un individuo
que tiene una enfermedad o un trastorno que involucra la anormal angiogénesis
y/o perdida o permeabilidad vascular, de una cantidad eficaz del medicamento. En
una de dichas realizaciones, el método ademas comprende la administracion al
individuo, de una cantidad eficaz de por lo menos uno, dos, tres, cuatro o mas
agentes terapéuticos adicionales que incluyen, por ejemplo, un agente
antiangiogénico, un agente antineoplasico, un agente inhibidor del crecimiento, o
un agente quimioterapéutico, como se describe en esta solicitud. En una
realizacion adicional, el medicamento es para la inhibicibn de la anormal
angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad vascular. En una realizacién adicional,
el medicamento es para el uso en un método de inhibicidon de la anormal
angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad vascular en un individuo, que
comprende la administracién al individuo, de una cantidad eficaz del medicamento
a fin de inhibir la anormal angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad vascular. Un
“individuo”, de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores, puede ser
un humano.

En un aspecto adicional, la invencién provee un método para el tratamiento
de una enfermedad o un trastorno que involucra la anormal angiogénesis y/o
pérdida o permeabilidad vascular. En una realizacion, el método comprende la
administracién a un individuo que tiene dicha enfermedad o dicho trastorno que
involucra la anormal angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad vascular, de una

cantidad eficaz de un anticuerpo anti~a5p1. En una de dichas realizaciones, el
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método ademas comprende la administracién, al individuo, de una cantidad eficaz
de por lo menos un agente terapéutico adicional, como se describe a continuacion.
Un “individuo”, de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores, puede
ser un humano.

En un aspecto adicional, la invencidn provee un método para la inhibicion
de la anormal angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad vascular en un individuo.
En una realizacidon, el metodo comprende la administracién al individuo, de una
cantidad eficaz de un anticuerpo anti-a5@1 a fin de inhibir la anormal angiogénesis
y/o pérdida o permeabilidad vascular. En una realizacién, un “individuo” es un
humano.

En un aspecto mas, la invencion provee formulaciones farmacéuticas que
comprenden cualquiera de los anticuerpos anti-a531 provistos en esta solicitud,
por ejemplo, para el uso en cualquiera de los métodos terapéuticos anteriores. En
una realizacion, una formulacién farmacéutica comprende cualquiera de los
anticuerpos anti~a5f31 provistos en esta solicitud y un portador aceptable para uso
farmacéutico. En ofra realizacion, una formulaciéon farmacéutica comprende
cualquiera de los anticuerpos anti-a581 provistos en esta solicitud y por lo menos
un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe en la presente
solicitud.

Las terapias de combinacion que se describen en esta solicitud abarcan la
administracion combinada (donde se incluyen dos, tres, cuatro 0 mas agentes
terapéuticos en las mismas o separadas formulaciones) y la administracion
separada, en cuyo caso, la administracién de! anticuerpo de la invencién puede
producirse antes o después de la administracion del agente terapéutico adicional o
del coadyuvante, o en forma simultanea con dicha administracién. Los anticuerpos
de la invencién ademas pueden usarse en combinacion con terapia de radiacién.

En ciertas realizaciones, un agente terapéutico adicional es un antagonista
de VEGF (por ejemplo, un anticuerpo ant—VEGF tal como bevacizumab). En
algunas realizaciones, los anticuerpos anti—a581 se administran en combinacion
con un antagonista de VEGF. El anticuerpo anti-a5@1 y el agente adicional (por

ejemplo, un antagonista de VEGF) pueden administrarse en forma conjunta o
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sucesiva. Alternativamente, el sujeto puede tratarse con el antagonista de VEGF, y
posteriormente, puede administrarse el antagonista de a5p1, por ejemplo, el
tratamiento con el antagonista de VEGF hasta que el sujeto ya no responde al
tratamiento con el antagonista de VEGF, y luego, el tratamiento del sujeto con un
antagonista de a5B31. De acuerdo con una realizacién, el sujeto se trata con un
antagonista de VEGF cuando el cancer es no invasivo, y luego se trata con el
antagonista de a5B1, cuando el cancer es invasivo. Algunos pacientes que
experimentan elevadas concentraciones de a5 1 naturalmente o en respuesta a la
terapia del antagonista de VEGF, en comparacién con pacientes no enfermos o
con el control, pueden responder especialmente a este fratamiento de
combinacion. Se contemplan las combinaciones que ademas comprenden un
agente terapéutico (por ejemplo, un agente antineoplasico, un agente
quimioterapéutico, un agente inhibidor del crecimiento y un agente citotéxico). Por
ejemplo, los pacientes que deben tratarse con quimioterapia (por ejemplo,
irinotecano) y antagonistas de a5f1, o que han sido tratados con quimioterapia y
antagonistas de a5B1, pueden beneficiarse con la terapia del antagonista de
VEGF. Alternativamente, los pacientes que han sido tratados con quimioterapia y
antagonistas de VEGF pueden beneficiarse con la terapia de antagonista de a531.
En una realizacion, el anticuerpo anti-VEGF es bevacizumab. En otra reaiizacion,
el anticuerpo anti—a5B1 es un anticuerpo anti—-a5B1 descripto en esta solicitud.

Un anticuerpo de la invencion (y cualquier agente terapéutico adicional)
puede administrarse por cualquier via adecuada, que incluye las vias parenteral,
intrapulmonar e intranasal, y si se desea para el tratamiento local, la
administracion intralesional. Las infusiones parenterales incluyen la administracion
intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, o subcutanea. La
dosificacion puede efectuarse por cualquier via adecuada, por ejemplo, med'iante
inyecciones, tales como las inyecciones intravenosa o subcutanea, de acuerdo, en
parte, con el tipo de administracion, a decir, breve o cronica. Se contemplan en
esta invencion diversos programas de dosificaciéon, que incluyen, sin limitacién,
administraciones individuales o multiples en diversos momentos, la administracion

de bolo y la infusién por pulsos.
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Los anticuerpos de la invencion serdn formulados, dosificados y
administrados de manera consecuente con las practicas clinicas correctas. Los
factores por considerar en este contexto incluyen el trastorno particular tratado, el
mamifero particular tratado, el estado de salud del paciente individual, la causa del
trastorno, el sitio de administracion del agente, el método de administracion, el
programa de administracion, y otros factores conocidos por los médicos. No es
necesaria, sino opcional, la formulacién del anticuerpo con uno o0 mas agentes
utilizados en la actualidad para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. La
cantidad eficaz de dichos agentes adicionales depende de la cantidad de
anticuerpo presente en la formulacion, el tipo de trastorno o tratamiento, y otros
factores descriptos anteriormente. Estos agentes adicionales se usan, en general,
en las mismas dosificaciones y con las vias de administracién que se describen en
esta solicitud, o de aproximadamente 1 a 99% de las dosificaciones que se
describen en esta solicitud, o en cualquier dosificacion y por cualquier via
determinada apropiada empirica o clinicamente.

Para la prevencion o el tratamiento de enfermedades, la dosificacion
apropiada de un anticuerpo de la invencién (cuando se usa solo o en combinacion
con uno o mas agentes terapéuticos adicionales) dependerd de! tipo de
enfermedad por tratar, el tipo de anticuerpo, la gravedad y el curso de la
enfermedad, el propésito de la administracién del anticuerpo, a decir, preventivo o
terapeutico, el tratamiento previo, los antecedentes clinicos del paciente y su
respuesta al anticuerpo, y el criterio del médico de atencién. El anticuerpo se
administra adecuadamente al paciente de una sola vez, o durante un curso de
tratamientos. De acuerdo con el tipo y la gravedad de la enfermedad,
aproximadamente 1 pg/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, 0,1 mg/kg—10 mgrkg) de
anticuerpo puede ser una dosificacién candidata inicial para la administracion al
paciente, ya sea, por ejemplo, mediante una 0 mas administraciones separadas,
ya sea por infusion continua. Una dosificacion diaria tipica podria variar de
alrededor de 1 pg/kg a 100 mg/kg o mas, conforme a los factores mencionados
con anterioridad. Para administraciones repetidas durante varios dias o periodos

mayores, de acuerdo con la afeccién, el tratamiento generalmente sera sostenido
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hasta que se produce una supresion deseada de los sintomas. Una dosificacion
ejemplar del anticuerpo se encuentra en el rango de aproximadamente 0,05 mg/kg
a aproximadamente 10 mg/kg. Por lo tanto, pueden administrarse al paciente una
0 mas dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg (o
cualquier combinacién de las anteriores). Dichas dosis pueden administrarse en
forma intermitente, por ejemplo, una vez por semana, o cada tres semanas (por
ejemplo, de modo que el paciente recibe de aproximadamente dos a
aproximadamente veinte, o por ejemplo, aproximadamente seis dosis del
anticuerpo). Puede administrarse una dosis de carga inicial mas alta, seguida de
una o mas dosis menores. Sin embargo, pueden ser Gtiles otros regimenes de
dosificacién. El avance de este tratamiento se controla facilmente por medio de
ensayos y tecnicas convencionales.

De acuerdo con la indicacion por tratar y con factores pertinentes a la
dosificacion que un médico en el campo tenga conocimiento, los anticuerpos de la
invencion se administraran con una dosificacion eficaz para el tratamiento de dicha
indicacién, y a la vez, se minimizan la toxicidad y los efectos secundarios.

Los tratamientos contra el cancer pueden evaluarse, por ejemplo, sin
limitacion, mediante la regresion del tumor, el peso ¢ encogimiento de tamario del
tumor, el tiempo hasta el avance, la duracién de la sobrevida, la sobrevida libre de
avance, el indice de respuesta general, la duracidon de la respuesta, la calidad de
vida, ta expresion de proteina y la actividad. Debido a que los agentes
antiangiogénicos que se describen en esta solicitud se dirigen a la vasculatura
tumoral y no necesariamente a las células neoplasicas en si mismas, representan
una clase unica de farmacos antineoplasicos, y por lo tanto, pueden requerir
medidas y definiciones de respuesta clinica a los farmacos de caracter Gnico. Por
ejemplo, el encogimiento tumoral superior al 50% en un andlisis bidimensional es
el corte estandar para la declaracion de una respuesta. Sin embargo, los
antagonistas para a5B1 y antagonistas de VEGF de la invencién pueden causar la
inhibicién de la diseminacién metastasica sin encogimiento del tumor primario, o
pueden simplemente ejercer un efecto carcinostatico. En consecuencia, pueden

emplearse enfoques para la determinacion de la eficacia de la terapia, que
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incluyen, por ejemplo, la medicidn de marcadores plasmaticos o urinarios de la
angiogénesis y la medicion de la respuesta a través de imagenes radiologicas.

La evaluacién de los tratamientos para la degeneracién macular relacionada
con la edad (AMD, por sus siglas en inglés) incluye, sin limitacion, una disminucidn
en el indice de la pérdida de vision adicional, o la prevencion de mayor pérdida de
vision. Para la terapia contra la AMD, la eficacia in vivo puede medirse, por
ejemplo, mediante una o mas de las siguientes pruebas: la evaluacion del cambio
medio en la mejor agudeza visual corregida (BCVA, por sus siglas en inglés)
desde el valor inicial hasta un momento deseado; la evaluacion de la proporcion
de sujetos que pierden menos de 15 letras en la agudeza visual, en un momento
deseado, en comparacion con el valor inicial; la evaluacién de la proporcion de
sujetos que ganan 195 letras o mas en la agudeza visual en un momento deseado,
en comparacion con el valor inicial; la evaluacion de la proporcion de sujetos con
una agudeza visual Snellen equivalente a 20/2000 o menos, en un momento
deseado; la evaluacion del Cuestionario de Funcionamiento Visual NEI la
evaluacion del tamano de CNV (sigla en inglés de "neovascularizacién coroidal") y
la cantidad de pérdida de CNV en un momento deseado, evaluado por medio de la

angiografia de fluoresceina; y similares.

V. Formulaciones farmacéuticas.

Los anticuerpos anti-a5B1 pueden formularse con portadores o excipientes
adecuados, de manera de ser apropiados para la administracién. Las
formulaciones adecuadas de los anticuerpos se obtienen por medio de la mezcla
de un anticuerpo que tiene el grado deseado de pureza, con portadores,
excipientes o estabilizadores opcionales farmacéuticamente aceptables
(Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)), en
forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los portadores,
excipientes o estabilizadores aceptables no son toxicos para los receptores, en las
dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen reguladores tales como
fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes, que incluyen acido

ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil
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amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio;
fenol, butil o bencil alcohol; alquil parabenos, tales como metil o propil parabeno;
catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3—pentanol; y m—-cresol); polipeptidos de bajo
peso molecular (inferior a aproximadamente 10 residuocs); proteinas, tales como
albimina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos, tales como glicina, glutamina, asparagina,
histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos que
incluyen glucosa, manosa 0 dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA,
azucares, fales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones
formadores de sales, tales como sodio, complejos metalicos (por ejemplo,
complejos de Zn—proteina); y/o surfactantes no idnicos tales como TWEEN™,
PLURONICS™ o poilietilenglicol (PEG). Ejemplos de formulaciones de anticuerpos
se describen en el documento WO 98/56418, expresamente incorporado en la
presente solicitud a modo de referencia. Ejemplos de portadores
farmacéuticamente aceptables en esta invencidbn ademas incluyen agentes de
dispersion de farmacos intersticiales tales como glicoproteinas hialuronidasa
neutras—activas solubles (SHASEGP, por sus siglas en inglés), por ejemplo,
glicoproteinas hialuronidasa PH-20 humanas solubles, tales como rHuPH20
(HYLENEX®, Baxter International, inc.). Ciertos ejemplos de sHASEGPs y
métodos de uso, que incluyen rHuPH20, se describen en las Publicaciones de
Patente de los Estados Unidos Nros. 2005/0260186 y 2006/0104968. En un
aspecto, se combina una sHASEGP con una o mas glicosaminoglicanasas
adicionales, tales como condroitinasas. Las formulaciones liofilizadas adaptadas
para la administracién subcutanea se describen en el documento WO 97/04801.
Dichas formulaciones liofilizadas pueden ser reconstituidas con un diluyente
adecuado hasta una alta concentracién de proteina, y la formulacién reconstituida
puede administrarse por via subcutanea al mamifero por ser tratado en esta
invencion.

La formulacién de la presente invencion ademas puede contener mas de un
compuesto activo segun lo necesario para la indicacion particular tratada,

preferentemente, aquellos compuestos con actividades complementarias que no
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sean afectados de manera adversa entre si. Por ejemplo, puede ser conveniente
proporcionar adicionalmente un agente antineoplasico, un agente inhibidor del
crecimiento, un agente citotdxico, y un agente quimioterapéutico. Dichas
moléculas se presentan adecuadamente en combinacién, en cantidades eficaces
para el propésito propuesto. La cantidad eficaz de dichos otros agentes depende
de la cantidad de anticuerpo presente en la fofmulacién, el tipo de enfermedad,
trastorno o tratamiento, y otros factores mencionados anteriormente. Estos
compuestos se usan generalmente en las mismas dosificaciones y con Ias vias de
administracion que se describen en esta solicitud, o de aproximadamente 1 a 99%
de las dosificaciones empleadas hasta ahora.

Los ingredientes activos también pueden presentarse encerrados en
microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion o por medio
de la polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa
o gelatina y microcapsulas de poli-(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas
de suministro de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albumina, microemulsiones, nanoparticuias y nanocapsulas), © en
macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan, por ejemplo, en la referencia
Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th Edition, Osol, A. Ed. (1980).

Pueden formularse preparaciones de liberaciéon sostenida. Los ejemplos
adecuados de preparaciones de liberacibn sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el antagonista,
donde las matrices se presentan en forma de articulos moldeados, por ejemplo,
peliculas, o microcapsulas. Ejemplos de matrices de liberacién sostenida incluyen
poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli—-(2-hidroxieti-metacrilato), o
poli(vinilalcohol)), polilactidos (Patente de los Estados Unidos Nro. 3.773.919),
copolimeros de acide L-glutamico y etil-L—glutamato, etilenvinil acetato no
degradable, copolimeros degradables de Acido lactico-acido glicdlico, tales como
LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por copolimero de
acido lactico-acido glicolico y leuprolida acetato), y acido poli-D-(-)-3—

hidroxibutirico.
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Pueden usarse lipofectinas o liposomas a fin de suministrar los polipéptidos
y anticuerpos o las composiciones de esta invencion, a las células. Cuando se
usan fragmentos de anticuerpos, se usa el fragmento inhibitorio mas pequefio que
se une especificamente al dominio de union de la proteina blanco. Por ejemplo,
sobre la base de las secuencias de region variable de un anticuerpo, pueden
disefiarse moléculas de péptidos que retienen la capacidad para unirse a la
secuencia de proteina blanco. Dichos péptidos pueden sintetizarse quimicamente,
o pueden producirse por medio de la tecnologia de ADN recombinado. Ver, por
gjemplo, la referencia de Marasco et al., PNAS USA, 90: 7889—-7893 (1993).

Los ingredientes activos también pueden estar encerrados en
microcapsulas preparadas, por ejemplo, por tecnicas de coacervacion ¢ por medio
de la polimerizacién interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa
o gelatina y microcapsulas de poli-(metiimetacilato), respectivamente, en sistemas
de suministro de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas), o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan, por ejemplo, en la referencia
Remington's Pharmaceutical Sciences, supra.

Pueden formularse preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos
adecuados de preparaciones de liberacidn sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidréfobos soélidos que contienen el anticuerpo,
donde las matrices se presentan en forma de articulos moldeados, por ejemplo,
peliculas, o microcapsulas. Ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen
poliesteres, hidrogeles (por ejemplo, poli-(2-hidroxietii-metacrilato), o
poli(vinilalcohol)), polilactidos (Patente de los Estados Unidos Nro. 3.773.919),
copolimeros de acido L-—glutadmico y vy etil-L—glutamato, etilenvinil acetato no
degradable, copolimeros dégradables de acido lactico—acido glicolico, tales como
LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por copolimero de
acido lactico-acido glicdlico y leuprolida acetato), y acido poli-D—{-)-3~
hidroxibutirico. Si bien los polimeros tales como etilen—vinil acetato y acido lactico—
acido glicolico permiten la liberacién de moléculas durante mas de 100 dias,

ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo mas cortos.
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Cuando los anticuerpos encapsulados permanecen en el organismo durante
mucho tiempo, pueden desnaturalizarse o agregarse como consecuencia de la
exposicién a la humedad a 37°C, para provocar una pérdida de actividad bioclégica
y posibles cambios en la inmunogenicidad. Pueden disefarse estrategias
racionales para la estabilizacion, de acuerdo con el mecanismo involucrado. Por
ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacion es la formacion de
enlaces S-S intermoleculares a través del intercambio tio—disuifuro, la
estabilizacion puede lograrse mediante la modificacion de residuos sulfhidrilo, la
liofilizacion a partir de soluciones acidas, el control del contenido de humedad, el
uso de aditivos apropiados y el desarrollo de composiciones de matrices
poliméricas especificas.

lLas formulaciones por ser utilizadas para la administracion in vivo deben ser
estériles. Esto se logra sin dificultad por medio de la filtracion a través de

membranas de filtracion estériles.

VI. Métodos de diagnédstico e imagenes usando anticuerpos anti-
a5p1.

Los anticuerpos anti—a531 marcados y sus derivados y analogos que se
unen especificamente a un polipéptido a5f1 pueden usarse con propésitos de
diagndstico a fin de detectar, diagnosticar, o controlar enfermedades o trastornos
asociados con la expresion, la expresién anormal o la actividad de a581. Por
ejemplo, los anticuerpos anti-a581 de la invencion pueden usarse en ensayos de
diagnostico o0 ensayos de imagenes in situ, in vivo, ex vivo e in vitro.

Los metodos para la deteccion de la expresion de un polipéptido a5f1
comprenden: (a) el ensayo de Ia expresion del polipéptido en células (por ejemplo,
tejido) o liquido corporal de un individuo, usando uno o mas anticuerpos de esta
invencion; y (b) la comparaciéon del nivel de expresion de gen con el nivel de
expresion de gen estandar, donde un incremento o una disminucion en el nivel de
expresion de gen ensayado en comparacién con el nivel de expresion estandar es

indicativo de la expresion anormal.
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Realizaciones adicionales de la invencion incluyen métodos de diagnostico
de una enfermedad o un trastorno asociado con la expresion o expresion anormal
de a5B1 en un animal (por ejemplo, un mamifero tal como un ser humano). Los
métodos comprenden la deteccién de moléculas a5B1 en el mamifero. En una
realizacion, después de la administracion de un antagonista de VEGF, e!
diagnostico comprende: (a) la administracion de una cantidad eficaz de un
anticuerpo anti—a581 marcado, a un mamifero; (b) un intervalo de tiempo, luego
de la administracion, a fin de permitir que el anticuerpo para a581 marcado se
concentre preferencialmente en sitios en el sujeto donde se expresa la molécula
a5B1 (y para que la molécula marcada no ligada sea aclarada hasta el nivel de
fondo); (c) la determinacion del nivel de fondo; y (d) la deteccién de la molécula
marcada en el sujeto, de modo que la deteccién de la molécula marcada, sobre el
nivel de fondo, indica que el sujeto tiene una enfermedad o un trastorno particular
asociado con la expresién o expresidn anormal de a5B1. El nivel de fondo puede
determinarse por diversos métodos, que incluyen la comparacién de la cantidad de
molécula marcada detectada, con un valor estandar previamente determinado
para un sistema particular.

Los anticuerpos anti—a5B1 de la invencién pueden usarse a fin de ensayar
concentraciones o niveles de proteina en una muestra biolégica, usando métodos
clasicos inmunohistolégicos conacidos por el experto en el arte (por ejemplo, ver
las referencias de Jalkanen, et al., J. Cell. Biol., 101; 976-985 (1985); Jalkanen, ef
al., J. Cell. Biol, 105: 3087-3096 (1987)). Otros métodos sobre la base de
anticuerpos, utiles para la deteccion de la expresion de genes de proteinas
incluyen inmunoensayos, tales como el ensayo inmunosorbente ligado a enzima
(ELISA) y el radicinmunoensayo (RIA). Las marcas de ensayo de anticuerpos
adecuadas son conocidas en el arte, e incluyen marcas enzimaticas, tales como
glucosa oxidasa; radioisotopos, tales como yodo (**'I, 121, 12, '2')), carbono (*C),
azufre (338), tritio (*H), indio ("' In, "*™In, "2in, ""In) y tecnecio (**Tc, **™Tc), talio
(2°'Ti), galio (*3Ga, ¥Ga), paladio ('®*Pd), molibdeno (*Mo), xenon (**Xe), fltior

(18F) 153Sm 177Lu 159Gd 149Pm 140La 175Yb 166Ho QDY 47Sc 136Re 185Re 142Pr
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1%Rh, ¥"Ru; luminol; y marcas fluorescentes tales como fluoresceina y rodamina, y
biotina.

Pueden aplicarse técnicas conocidas en el arte, a los anticuerpos marcados
de la invencién. Dichas técnicas incluyen, sin limitacion, el uso de agentes de
conjugacion bifuncionales {(ver, por ejemplo, Patentes de los Estados Unidos Nros.
5.756.065;, 5.714.631; 5.696.239; 5.652.361; 5.505.931; 5489.425: 5.435.990;
5.428.139; 5.342.604; 5.274.119; 4.994.560; y 5.808.003).

De acuerdo con una realizacién especifica, se determina la expresiéon o
sobreexpresion de polipéptido a5B1 en un ensayo de diagnostico o pronostico
luego de la administracion de un agente terapéutico antagonista de VEGF,
mediante la evaluacion de los niveles o las concentraciones de a5B1 presentes
sobre la superficie de una célula (por ejemplo, por medio de un ensayo de
inmunohistoquimica usando anticuerpos anti—-a5p1). Alternativa o adicionalmente,
pueden medirse las concentraciones de ARNm o acido nucleico codificador de
polipéptido a5p1 en la célula, por ejemplo, por medio de la hibridacién fluorescente
in situ usando una sonda a base de acido nucleico que corresponde a un acido
nucleico codificador de a5B1, o su complemento; (FISH; ver WO 98/45479,
publicada en octubre de 1998), por medio de técnicas Southern blotting, Northemn
blofting, o la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés),
tal como la PCR en tiempo real cuantitativa (RT—-PCR, por sus siglas en inglés).
Ademas, puede estudiarse la sobreexpresion de a5B1 midiendo el antigeno
derramado en un liquido bioldgico tal como suero, por ejemplo, usando ensayos
sobre la base de anticuerpos (ver, ademas, por ejemplo, Patente de los Estados
Unidos Nro. 4.933.294. publicada el 12 de junio de 1990; WO 91/05264, publicada
el 18 de abril de 1991; Patente de los Estados Unidos Nro. 5.401.638, publicada el
28 de marzo de 1995; y la referencia de Sias et al., J. Immunol. Methods, 132: 73—
80 (1990)). Ademas de los ensayos anteriores, el experto en el arte podra obtener
diversos ensayos in vivo y ex vivo. Por ejemplo, pueden exponerse las células
dentro del organismo del mamifero, a un anticuerpo que estad opcionalmente
marcado con una marca detectable, por ejemplo, un isétopo radiactivo, y puede

evaluarse la unién del anticuerpo, por ejemplo, por medio del barrido externo para
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establecer la radiactividad, o mediante el analisis de una muestra (por ejemplo,
una biopsia u otra muestra bioldgica) tomada de un mamifero previamente

expuesto al anticuerpo.

VIl. Articulos de fabricacion y equipos.

Otra realizacién de la invencién comprende un articulo de fabricaciéon que
contiene materiales Utiles para el tratamiento del cancer (por ejemplo, tumores),
enfermedades oculares (por ejemplo,, ADM humeda) o enfermedades
autoinmunitarias y afecciones relacionadas. El articulo de fabricacion puede
comprender un recipiente y un rétulo ¢ un prospecto sobre el recipiente o asociado
con el recipiente. Los recipientes adecuados abarcan, por ejemplo, botellas, viales,
jeringas, etc. Los recipientes pueden formarse a partir de una diversidad de
materiales, como vidrio o plastico. En general, el recipiente contiene una
composicion que es eficaz para el tratamiento de la afeccién, y puede tener un
orificio de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de
solucién intravenosa o un vial que tiene un tapon para puncién con una aguja de
inyeccion hipodérmica). Por lo menos un ingrediente activo en la composicion es
un antagonista de VEGF, un antagonista de a5B1, o un agonista de VEGF, o un
agonista de a5B1 de la invencién. El rétulo o el prospecto indica que la
composicion se usa para el tratamiento de la afeccion particular. El rétulo o el
prospecto ademas comprendera instru_cciones para la administracion de la
composicién de anticuerpo al paciente. Se contemplan ademas los articulos de
fabricacién y los equipos que comprenden las terapias de combinacién que se
describen en esta solicitud.

El prospecto se refiere a las instrucciones habitualmente incluidas en
prospectos comerciales de productos terapéuticos, que contienen informacion
sobre las indicaciones, el uso, la dosificacion, administracién, las
contraindicaciones y advertencias que se relacionan con el uso de dichos
productos terapeuticos.

Ademas, el articulo de fabricacion puede comprender un segundo recipiente

que comprende un regulador farmacéuticamente aceptable, tal como agua
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bacteriostatica para inyeccion (BWF!, por sus siglas en inglés), solucién salina
regulada con fosfato, solucién de cloruro sodico compuesta y solucién de
dextrosa. Asimismo, puede incluir otros materiales deseables desde e! punto de
vista comercial y del usuario, por ejemplo, otros reguladores, diluyentes, filtros,
agujas y jeringas.

Asimismo, se proveen equipos que son Utiles para diversos propésitos, por
ejemplo, para el aislamiento o la deteccién de a5B1 y/o VEGF en pacientes,
opcionalmente, en combinacion con los articulos de fabricacién. Para el
aislamiento y la purificacion de a5f1, el equipo puede contener un anticuerpo anti—
a5B1 acoplado a cuentas (por ejemplo, cuentas de sefarosa). Pueden
proporcionarse equipos que contienen los anticuerpos para la deteccion vy
cuantificacion de a5B1 yfo VEGF in vitro, por ejemplo, en un ensayo ELISA o un
Western blot. Como con el articulo de fabricacién, el equipo comprende un
recipiente y un rétulo o un prospecto sobre el recipiente, o asociado con el
recipiente. Por ejemplo, el recipiente contiene una composicion que comprende
por lo menos un anticuerpo anti—a5Bf1 de la invencién. Pueden incluirse
recipientes adicionales que contienen, por ejemplo, diluyentes y reguladores, y
anticuerpos de control. El rétulo o el prospecto pueden proporcionar una
descripcion de la composicion, al igual que instrucciones para el uso propuesto in
vitro o de diagndstico.

Los reactivos comerciales mencionados en los Ejemplos se usaron de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, a menos que se indique lo contrario.
La fuente de dichas células identificadas en los siguientes Ejemplos y a lo largo de
la memoria descriptiva, por los nimeros de acceso ATCC, es la Coleccion de
Cultivos de Tipo Norteamericano (American Type Culture Collection), Manassas,
VA. A menos que se observe lo contrario, la presente invencién utiliza
procedimientos convencionales de tecnologia de ADN recombinado, tales como
aquellos descriptos con anterioridad y en los siguientes libros de texto: Sambrook
et al., supra, Ausubel et al, CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (Green
Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y., 1989); Innis ef al, PCR

PRoTOCOLS: A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS (Academic Press, Inc.: N.Y.,

A1
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1990), Harlow ef al, ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL (Cold Spring Harbor
Press: Cold Spring Harbor, 1988); Gait, OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS {IRL Press:
Oxford, 1984); Freshney, ANIMAL CELL CULTURE, 1987; Coligan et al, CURRENT

PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, 1991.

EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos se ofrecen a fin de ilustrar, y no de limitar, la
invencidn reivindicada. Los expertos en el arte reconoceran sin dificultad una
diversidad de parametros no decisivos que pueden ser cambiados o modificados a

fin de lograr esencialmente los mismos resultados.

Ejemplo 1. Materiales y métodos.

A. Analisis BlAcore.

A fin de determinar la cinética de union y las afinidades de los anticuerpos
que se describen en esta solicitud, se us6 la medicion de la resonancia de
plasmon de superficie (SRP, por sus siglas en inglés) con un instrumento
BlAcore ™-3000. E| anticuerpo se capturd primero por medio de un chip sensor F¢
CM5 antihumano de conejo previamente inmovilizado, en la celda de flujo
diferente, a fin de lograr aproximadamente 150 UR (Unidades de Respuesta). Para
las mediciones de cinética, se inyectaron diluciones sucesivas del doble, de
integrina humana o531 (300 nM a 1,2 nM), en regulador PBT (PBS con Tween 20
al 0,05%) a 25°C, con un caudal de 30 pl/min. Se calcularon los indices de
asociacion (kon) y los indices de disociacion (k.s) usando un modelo simple de
union de Langmuir de uno a uno (BlAcore Evaluation Software version 3.2). Se

calcul6 la constante de disociacion de equilibrio (Kp) como la relacion KosKon.

B. Ensayo de unién de fibronectina con células U937.

Se agregaron 100 p! de 10 pg/ml de fibronectina (R & D Systems) diluida en
PBS, pH 7,4, a los receptaculos de placas de 96 receptaculos (Nucn MaxiSorp), y
se incubaron durante la noche a 2-8°C. Las placas se lavaron tres veces con 200

ul de PBS, pH 7,4. Se agregaron 200 u! de PBS, pH 7,4/BSA al 1% a todos los
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receptaculos, y las placas se incubaron durante por lo menos 60 minutos a
temperatura ambiente, con agitacion moderada. Las placas se lavaron tres veces
con 200 ul de PBS, pH 7 4.

Se agregaron 50 pl de anticuerpo anti—x581 diluido, a cada receptaculo (10
ug/ml diluido sucesivamente a 1:3, 10 veces), seguido de inmediato de 50 ul de
células U937 (ATCC, Cat. # CRL-1593.2) en una concentracién de 1 x 10°
ceélulas/ml en medio de ensayo (RPMI 1640 (Media Prep A0806), 5 mg/ml de BSA,
L—glutamina, 1 mM; MgCl,, 1 mM).

Las placas se incubaron durante 30 min a 37°C; las células no ligadas se
desecharon, y las placas se lavaron dos veces con 150 ul de medio de ensayo. Se
agregaron a cada receptaculo 100 uyl de medio de ensayo y 100 pl de brillo de
valoracion celular (Cell-Titer Glow (Promega Cat. # G7573)). Se incubaron las
placas durante 10-15 minutos a temperatura ambiente y se cubrieron. Se detectd
la luminiscencia en un lector de placa VICTOR 2V (Perkin-Elmer), y las unidades
de luminiscencia de analizaron en relacion con la concentracién de los anticuerpos
utilizados en el ensayo, usando un ajuste de cuadrados menores no lineal de

cuatro parametros, para obtener los valores 1Csg.

C. Ensayo de unién de fibronectina con a5p1.

Se agregaron 25 pl de 1 pg/ml de fibronectina (R & D Systems) diluida en
PBS, a los receptaculos de placas de 384 receptaculos (Nucn MaxiSorp), y se
incubaron durante [a noche a 2-8°C. Las placas se lavaron tres veces con 80 ul de
regulador PBT. Se agregaron 50 pl de PBS/BSA al 1% a todos los receptaculos,
las placas se incubaron durante por lo menos 60 minutos a temperatura ambiente
con agitacion moderada, luego se lavaron 3 veces con 80 pl de regulador PBT.

El anticuerpo anti-a5p1 (30 pg/ml) se diluyé en forma sucesiva a 1:3, 11
veces. Se agregaron 50 pl del anticuerpo anti-o.5p1 sucesivamente diluido a
microtubos de 0,65 ml, y se premezclaron {1:1) con 50 pl de 200 ng/ml de o581 (R
& D Systems) en regulador ELISA (NaCl, 150 mM; Tris, 10 mM, pH 7,5; 5 mg/ml
BSA; MnCl;, 1 mM), durante 60 minutos a temperatura ambiente, con agitacion

moderada. Se agregaron 25 pl de la o581 y el anticuerpo anti—-a5p1
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premezclados, a los receptaculos revestidos con fibronectina, y las placas se
incubaron a temperatura ambiente durante 60 minutos con agitacion moderada.
Las placas se lavaron 6 veces con regulador PBT; se agregaron a cada
receptaculo 100 ng/ml de anti-f1-biotina en regulador ELISA, y las placas se
incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente con agitacion moderada.
Las placas se lavaron 6 veces con 80 ul de regulador PBT,; se agregaron a cada
receptaculo 25 pl de estreptadvidina—HRP (1:50.000 en regulador ELISA, GE
Healthcare), y las placas se incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente
con agitacidon moderada. Las placas se lavaron 6 veces con 80 pl de regulador
PBT; se agregaron a cada receptaculo 25 ul de sustrato TMB (Kirkgaard and Perry
Laboratories), y las placas se incubaron alrededor de 6 minutos a temperatura
ambiente; la reaccion se detuvo con 25 pl de acido fosférico, 1 M. Se leyo la
absorbancia a 450 nm, y se analizaron los valores ICsy como se describe en la

seccidon B anterior.

D. Ensayo de migracién HUVEC.

Se cultivaron céiuias HUVEC en medio estandar hasta 80% de confluencia.
Las células se tripsinaron, se contaron y se resuspendieron en medio EBM-2 con
BSA al 0,1% en una concentracion de 5 x 10° células/ml. Para el ensayo, se
colocaron en placa 100 pl de células (5 x 10* células/receptaculo) por receptaculo,
en una placa BD Falcon HTS Multiwell System de 24 receptaculos (BD Ref.:
351185, tamaiio de poro de 8 um). Las placas HTS se revistieron previamente con
fibronectina (1-2 pg/mi) durante la noche. Las placas se lavaron con PBS, y se
agregaron 500 ul (EBM con BSA al 0,1%) de solucion, a la camara inferior. Para
cada muestra, se usaron 3-6 receptaculos. No se agrego estimulo de migracion
(por ejemplo, VEGF) al receptaculo de control negativo.

Para iniciar el ensayo, se agregaron 100 pli de células (5 x 10
células/receptaculo) a la camara superior. La camara inferior contenia 500 pl de
medio (EBM con BSA al 0,1%). Los anticuerpos antiintegrina a5pB1 y los controles

de isotipo se agregaron generalmente a la camara superior con las células en una
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concentraciéon final de 0 pg/ml, 1 pyg/ml o 5 pg/ml, y se incubaron durante 15
minutos antes de agregar el estimulo de migracién (VEGF) a la camara inferior.

Se agregd el estimulo a la camara inferior (10 ng/ml VEGF-A), y las placas
se incubaron 46 horas, 0 durante la noche. Las células se rasparon de la camara
superior usando un fregado de esponja; se agregé PBS, y luego las células de la
camara superior se rasparon nuevamente. El medio se drend de la cédmara
inferior, y las células se fijaron con 500 pl de metanol al 100% durante 5 minutos.

Luego las células se ftifieron con 500 pl de tincién de &cido nucleico
SYTOX® Green (dilucién de 1:5000 6 1:10000 en PBS) (Molecular Probes S7020)
durante por lo menos 10 min (en la oscuridad). A continuaciéon, se usé un
microscopio a fin de tomar fotografias individuales de cada receptaculo. Las
fotografias se tomaron usando un programa AxioVision AC y un objetivo de 5 x.

Se usbd ImageJ a fin de analizar los resultados (minimo de 5 pixeles, bin 5).
Se registré la cantidad de células por receptaculo y se analizd usando Microsoft

Excel.

Ejemplo 2. Generacidn de anticuerpos anti—a581.

Se generaron anticuerpos anti—a5B1 mediante la inmunizacién de
hédmsteres con polipéptidos de dominio extracelular a5p1 humanos recombinados.
Se seleccioné el clon de anticuerpo monoclonal de hamster 18C12, que
comprendia las secuencias VH y VL expuestas en las Figuras 1y 2.

Se generaron dos versiones de 18C12, h18C12.v1.1 y h18C12.v2.1 de
hamster quimeérico, mediante la clonacién de la cadena liviana del 18C12 de
hamster, en dos marcos de consenso Vlappat/VHii: h18C12.v1.1 y h18C12.v2.1,
que diferian solo en la regidn de contacto CDR-H3. Especificamente, la region de
contacto CDR-H3 de h18C12.v1.1 comprendia los siguientes residuos: C#A®R%,
y la regién de contacto CDR-H3 de h18C12.v2.1 comprendia los siguientes
residuos: C%T%S*. Tanto h18C12.v1.1 como h18C12.v2.1 fueron exitosamente
exhibidos en fagos en formato Fab, y se observd la unién por ELISA de
competicion de fagos. No se observaron diferencias significativas en la unién,

entre h18C12.v1.1 y h18C12.v2.1. Se seleccioné h18C12.v1.1 para la posterior
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humanizacién, Se genero 18C12.v3 humanizado mediante el cambio de la
mayoria del marco de cadena liviana de h18C12.v1.1, para obtener el marco de
consenso humano lambda IV, excepto los siguientes residuos en la cadena liviana:
Y36, A43 e Y49. Ademas, se retuvieron los siguientes residuos en el marco VHy,
humano: G49 y D73.

El h18C12.v3 se sometioé a la maduracidn para afinidad, y se generaron los
siguientes clones: h18C12.v6; h18C12.v7; h18C12.v9; h18C12.v15; h18C12.v16;
h18C12.v28; h18C12.v30; h18C12.v61; h18C12.vb4; h18C12.v70; h18C12.v78.
Las secuencias CDR para cada uno de los clones se exponen en la Figura 3. Las
secuencias CDR para el clon h18C12.v68 se modificaron de la siguiente manera:
CDR-L2: D50cS y D56S; CDR-H1: N31A; y CDR-H2: N53A. Las secuencias
CDR modificadas luego se insertaron en un marco humano modificado AHI/AVHII
de manera de generar h18C12.v6.1Lam3 (h18C12.v6.1) y h18C12.v6.2Lam3
(h18C12.v6.2). El marco humano medificado Alll para h18C12.v6.1 contenia las
siguientes modificaciones: L46Y; V47L; 148M; N69A; A71R; y G77N. El marco
humano modificado Llll para h18C12.v6.2 contenia las siguientes modificaciones:
NG9A, A71R; y G77N. El marco VHIIl modificado contenia las siguientes
modificaciones: S49G y N73D.

El clon h18C12.v6.1 se modificé adicionalmente de manera de eliminar
asparagina (N) en CDR-L2 (N°%28°%g5%°G%), ge generaron los siguientes clones:
h18C12.v6.1.1; h18C12.v6.1.2; h18C12.v6.1.3; h18C12.v6.1.4; y h18C12.v6.1.5.
La secuencia CDR-L2 en las posiciones 50a, 50b, 50¢ y 50d para cada uno de los

clones h18C12.v6.1 se expone en la Figura 7.

Ejemplo 3. ELISA de competiciéon de fagos.

Se revistieron placas de microvaloracién MAXISORP™

con integrina
humana recombinada o581 (R&D), en una concentracién de 5 pug/ml en PBS,
durante la noche, y luego se bloquearon con regulador PBST (BSA al 0,5% vy
Tween 20 al 0,05% en PBS), durante una hora, a temperatura ambiente. Se
incubaron los fagos de los sobrenadantes de cultivo con integrina a581 humana

sucesivamente diluida, en regulador PBST, en una placa de microvaloracién de
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cultivo de tejido durante una hora; a continuacién, se transfirieron 80 pl de Ila
mezcla a los receptaculos revestidos con el blanco, durante 15 minutos, de
manera de capturar el fago no ligado. La placa se lavod con regulador PBT (Tween
20 al 0,05% en PBS), y se agregd anti-M13 conjugado con HRP (Amersham
Pharmacia Biotech) (1:5000 en regulador PBST), durante 40 minutos. La placa se
lavé con regulador PBT y se desarrolld mediante el agregado de sustrato
tetrametilbencidina (Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD). Se
trazé la absorbancia a 450 nm como una funcién de la concentracion de blanco en
solucién a fin de determinar el valor ICs, de fago. Este se usé como un calculo de
afinidad para el clon Fab exhibido sobre la superficie del fago. La Figura 4
representa los resultados de un ensayo de competicion de fago que demuestra la
unién de las variantes maduradas para afinidad de 18C12 h18C12.v3; h18C12.v6;
h18C12.v7, h18C12.v9; h18C12.v15; h18C12.v16; h18C12.v28; h18C12.v30;

h18C12.v51; h18C12.v64; h18C12.v70; y h18C12.v78 a integrina o581 humana.

Ejemplo 4. Determinaciones de afinidad de anticuerpo por BlAcore.

A fin de determinar la cinética de union y las afinidades de 18C12
quimeérico, h18C12.v6.1, h18C12.v6.1.1, h18C12.v6.1.2, h18C12.v6.1.3,
h18C12.v6.1.4, h18C12.v6.1.5 IgG, se usd la medicibn de la rescnancia de
plasmén de superficie (SRP, por sus siglas en inglés) con un instrumento
BlAcore ™-3000 como se describe en el Ejemplo 1.

La Figura 5 representa los resultados del analisis BlAcore de la unién de las

variantes maduradas para afinidad de 18C12, a integrina a531 humana. La Figura

6 representa los resultados del analisis BIACore de la unién de 18C12 quimérico

(18C12 que comprende las secuencias de hamster VL y VH expuestas en la
Figura 1 y la porcién Fc de 1gG1) y h18C12.v6.1 a integrina a5B1 humana. La
informacion demuestra que h18C12.v6.1 tiene una afinidad de unién para integrina
a5B1 humana que es aproximadamente dos veces mayor que la afinidad de union
de 18C12 de hamster para integrina a5B1 humana. La Figura 7 representa los

resultados del analisis BlAcore para cada uno de los clones h18C12.v6.1.
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Ejemplo 5. Los anticuerpos 18C12 inhiben la unién a fibronectina.

A fin de comparar los efectos de 18C12 quimérico y h18C12.v6.1 o
h18C12.v6.1.5 1gG sobre la unién a fibronectina, se usaron los ensayos de union
de fibronectina que se describen en el Ejemplo 1 anterior.

La Figura 8 representa los resultados de un ensayo de union de fibronectina
que compara la capacidad de 18C12 quimérico y h18C12.v6.1 para interferir con
la unién de células U937 a fibronectina. La Figura 9 representa los resultados de
un ensayo de unién de fibronectina que compara la capacidad de 18C12 de
hamster y h18C12.v6.1.5 para interferir con la unién de células U337 a
fibronectina. La Figura 10 representa los resultados de un ensayo de unién de
fibronectina que compara la capacidad de 18C12 de hamster y h18C12.v6.1.5
para interferir con la unién del dominio extracelular de aspy recombinado a
fibronectina. La informacién demuestra que 18C12 de hamster, 18C12 quimérico,
h18C12.v6.1 y h18C12.v6.1.5 inhiben la unién de células U937 o el dominio

extracelular de asp4 recombinado, a fibronectina.

Eiemplo 6. Los anticuerpos 18C12 inhiben la migracion de HUVEC.

A fin de comparar los efectos de 18C12 quimérico y h18C12.v6.1 I1gG sobre
la migracidén de células HUVEC, se usé6 el ensayo de migracion HUVEC que se
describe en el Ejemplo 1 anterior.

La Figura 11 representa los resultados de un ensayo de migracion HUVEC
que compara la capacidad de 18C12 quimérico y h18C12.v6.1 para interferir con
la migracion de células HUVEC a fibronectina. La informacién demuestra que
18C12 quimérico y h18C12.v6.1 inhiben la migracién de células HUVEC a

fibronectina.

Ejemplo 7. Ensayos de desarrollo embrionario.

Se usaron ratones transgénicos a5 que expresaban una integrina quimérica
a5B1 (a5 humana y B1 murina), en ensayos de desarrollo embrionario, a fin de
demostrar la eficacia de los anticuerpos 18C12 que se describen en esta solicitud.

Los ratones transgénicos machos que expresaban a5 humana y no expresaban a5
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murina se aparearon con ratones hembras que no expresaban a5 humana y que
eran heterocigotos para a5 murina. Se inyectd a los ratones prefados, i. p., 10
mg/kg de anticuerpo anti-a5p1 (h18C12.v6.1.5) o un anticuerpo de control
negativo 2 x/semana, iniciando a los 9,5 dias posteriores al coito. El dia 14,5
posterior al coito, se recogieron los embriones, se genotipificaron, y se evaluo la

vasculatura embrionaria. Los resultados se resumen en la tabla que sigue.

Tratamiento Expresién de integrina a5 Desarrollo vascular

h18C12.v6.1.5 solo a5 humana Hemorragia, detencién de
crecimiento y edema
sistémico extenso

h18C12.v6.1.5 solo ab murina Normal

anticuerpo control solo a5 humana Normal
negativo

anticuerpo control solo a5 murina Normal
negativo

Estos resultados demuestran que h18C12.v6.1.5 interrumpe la funcién de

integrina a5B1 in vivo durante el desarrollo vascular.

Eiemplo 8. Ensayos de aloinjerto tumoral.

Se usan modelos tumorales de aloinjerto C57/BI6 en estudios para
demostrar ta eficacia de los anticuerpos 18C12 que se describen en esta solicitud.
Se implantan células tumorales C57/BI6 en ratones transgénicos de noqueo ab
murina: ::ab humana, y los ratones se tratan con anticuerpos anti—a581.

Los ratones que portan tumores establecidos se asignan en forma aleatoria
a cuatro grupos, de modo que todos los grupos tienen volumenes tumorales
iniciales similares. El régimen de dosificacion es el siguiente:

(1) Anticuerpo de control negativo (13,5 mg/kg, 2x/semana).

(2) Anticuerpo anti-VEGF (3,5 mg/kg, 2x/semana) + Anticuerpo de control
negativo (10 mg/kg, 2x/semana).

(3) Anticuerpo de control negativo (3,5 mg/kg, 2x/semana) + anticuerpo
anti-a5B1 (18C12) (10 mg/kg, 2x/semana).

(4) Anticuerpo anti-VEGF (3,5 mg/kg, 2x/semana) + anticuerpo anti-a5p1
(18C12) (10 mg/kg, 2x/semana).
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La longitud y el ancho de los tumores se miden dos veces por semana
usando calibradores, y los volimenes tumorales se calculan usando la siguiente
formula: Volumen tumoral (mm?®) = (w? x 1)/2, donde w = ancho y / = longitud en
mm. Se trazan los volumenes tumorales contra el tiempo, a fin de reflejar los

indices de crecimiento tumorales.

Ejemplo 9. Ensayos de xenoinjerto tumoral.

Se usaron ensayos de xenoinjerto tumoral en estudios para demostrar la
eficacia de los anticuerpos 18C12 que se describen en la presente solicitud. Se
implantaron células de glioma U87 humanas que albergaban un gen reportero de
luciferasa, en el cerebro de ratones atimicos, y los ratones se trataron c¢on
anticuerpos anti—a5p1.

Se tomaron imagenes de los ratones que portaban tumores establecidos
usando imagenes de bioluminiscencia, y se asignaron en forma aleatoria a tres
grupos, de modo que todos los grupos tenian una cargé tumoral inicial similar. E!
regimen de dosificacién fue el siguiente:

(1) Anticuerpos de control negativo (ambrosia) (5 mg/kg, 2x/semana) + anti—
gD (10 mg/kg, 2x/semana).

(2) Anticuerpo anti-VEGF (B20-4.1) (5 mg/kg, 2x/semana) + anticuerpo de
control negativo anti—-gD (10 mg/kg, 2X/semana).

(3) Anticuerpo anti-VEGF (B20-4.1) (5 mg/kg, 2x/semana) + anticuerpo
anti—a5p1 (h18C12.v6.1.5) (10 mg/kg, 2x/semana).

Se controld diariamente la sobrevida de estos ratones, luego de la
implantacion quirdrgica de las células tumorales. El tratamiento con el anticuerpo
anti—-abB1  h18C12.v6.1.5 en combinacion con ant—-VEGF mejord
significativamente la sobrevida de los ratones, en relacidén con el anti-VEGF solo.
Los resultados se muestran en la Figura 12. Se midieron ademas las cargas
tumorales en las semanas 1, 3, 4 y 5 después de la implantacién, usando imagen
de bioluminiscencia. Los ratones tratados con el anticuerpo anti—a5p1

h18C12.v6.1.5 en combinacién con anti-VEGF tuvieron una menor carga tumoral
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en relacion con los ratones tratados con anti-VEGF solo. Los resultados se
muestran en la Figura 13.

Todas las publicaciones (que incluyen, por ejemplo, patentes, solicitudes de
patente publicadas y Nros. de Acceso Genbank) citadas en la presente solicitud se
incorporan expresamente a modo de referencia en su totalidad, para todos los
propositos, como si cada referencia fuera especifica e individualmente incorporada

a modo de referencia.
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Listado de secuencias

NUEVOS ANTICUERPOS ANTI-AlFa 5 Beta 1 Y SUS USOS

aminodcido

aminoacido

Asp Pro Ala val

Xaa Xaa Xaa

Xaa Trp Tyr GIn

Xaa

Arg

Thr

Xaa

Xaa

Phe

Gly

Xaa

Wu, Yan
Ye, Weijlan
<120>
<130> P4170R1
<150> us 61/163.241
<151> 25-03-2009
<160> 40
<210> 1
<Z211> 110
<212> PRT
<213> Humanizado
<220>
<221> variante
<222> 22-36
<223> X es cualquier aminodcido
<220>
<221> Incierto
<222> 22-36,52-62,95-105
<223> Aminodcido desconocido
<220>
<221> varijante
<222> 52-62
<223> X es cualquier
<220>
<221> variante
<222> 95-105
<223> X es cualquier
<400> 1
Ser Glu Leu Thr Gin
1 5
Thr val Arg Ile Thr Cys
20
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35
Pro val Leu val Ile Tyr
50
Xaa Xaa Gly Ile Pro Asp
65
Thr Ala Ser Leu Thr Ile
80
Asp Tyr Tyr Cys Xaa Xaa
95
Phe Gly Gly Gly Thr
110
<210> 2
<211> 106
<212> PRT
<213> Cricetulus griseus
<400> 2

GIn Pro val Leu

Xaa

Ser

Ala

Xaa

Thr Gln Ser Pro Ser

Ser vai
10

Xaa Xaa
25

GIn Lys
40

Xaa Xaa
35

Gly Ser
70

Gln Ala
85

Xaa Xaa
100

Ala

Xaa

Pro

Xaa

ser

Glu

Xaa

Leu

Xaa

Gly

Xaa

ser

Asp

Xaa

Gly
Xaa
Gln
Xaa
Gly
Glu

Xaa

Gln
15

Xaa
30

Ala
45

Xaa
60

Asn
75

Ala
90

Xaa
105

Ala Ser Ala Ser Leu Gly



Asn Ser val Lys
Tyr Thr Ile Gly
Tyr val Met Tyr
Gly ITe Pro Asp
Tyr Leu Ser Ile
Phe Cys Gly Ser
Thr

<210> 3

<211> 106

<212> PRT

<213> Humanizado
<400> 3

Asg Ile val Leu

Asn Ser val Lys
Tyr Thr Ile Gly
Tyr val Met Tyr
Gly Ile Pro Asp
Tyr Leu Ser Ile
Phe Cys Gly Ser
Thr

<210> 4
<211> 106
<212> PRT
<213> Humanizado
<400> 4
G1g Pro val Leu

Ala ser val Lys
Tyr Thr Ile Gly
Tyr Leu Met Tyr
Gly Ile Pro Asp

Tyr Leu Thr Ile

Ile
20

Trp
35

Leu
50

Arg
65

Ser
80

ser
95

Thr
Ile
20

Trp
35

Leu
50

Arg
65

Ser
80

ser
95

Thr
Leu
20

Trp
35

Leu
50

Arg
65

ser

Thr

Tyr

Asn

Phe

AsSn

Tyr

GIn

Thr

TYyr

Asn

Phe

Asn

Tyr

GlIn

Thr

TYyr

Asn

Phe

Asn

Cys

Gln

Ser

Ser

Ile

Ser

Ser

Cys

GIn

Ser

Ser

Ile

ser

ser

Cys

GIn

ser

Ser

Leu

Thr

GlIn

Asp

Gly

Gln

ser

Pro
Thr
Glin
AsSp
Gly
GIn

Ser

Pro
Thr
GIn
Asp
Gly

Gln
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Leu
His
Gly
Ser
Pro

Gly

ser
Leu
His
Gly
ser
Pro

Gly

ser
Leu
Gln
Gly
Ser

Ser

10

Ser
25

Pro
40

ser
35

Ser
70

Glu
85

Tyr
100

Ala
10

ser
25

Pro
40

ser
33

ser
70

Glu
85

Tyr
100

Ala
10

ser
25

Pro
40

Ser
35

ser
70

Glu

Ser

Asp

His

Ser

Asp

val

ser

ser

Asp

His

Ser

Asp

val

ser

ser

Gly

His

Ser

ASp

GIn
Lys
Asn
Gly
Glu

Phe

Ala
Gln
Lys
Asn
Gly
Glu

Phe

Ala
Gln
Lys
Asn
Gly

Glu

His

Ala

LySs

Ala

Ala

Gly

Ser
His
Ala
Lys
Ala
Ala

Gly

ser
Mis
Ala
Lys
Ala

Ala

Ser

Pro

Gly

His

Asp

Ser

Leu
Ser
Pro
Gly
His
Asp

Ser

Leu
Ser
Pro
Gly
ASp

Asp

15

Thr
30

Lys
45

Asp
60

Arg
75

Tyr
20

Gly
105

Gly
15

Thr
30

Lys
45

ASp
60

Arg
75

Tyr
90

Gly
105

Gly
15

Thr
30

Arg
45

Asp
60

Arg
75

Tyr
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Tyr Cys Gly Ser Ser

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>
Glu
1

Ala
Tyr
Tyr
Gly
Tyr
Tyr
Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>
ser
1

Gln
Tyr
Tyr

Gly

Ser
Tyr
Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

-5

106

PRT
Humanizado

PEO val Leu
Ser val Lys
Thr Ile Gly
Leu Met Tyr
Ile Pro Asp

Leu Thr Ile

Cys Ala Ala

6

106

PRT

Humanizado

6

ser Glu Leu
Thr val Arg
Thr Ile Gly
Leu Met Tyr

Ile Pro Asp

Leu Thr Ile

Cys Ala Ala

7

106

PRT
Humanizado

7

95

Thr
Leu
20

Trp
35

Leu
50

Arg
65

ser
80

Tyr
95

Thr
Ile
20

Trp
35

Leu
50

Arg
65

Thr
80

Tyr

119

85

Tyr Ser Ser Gly Tyr

Gln

Thr

Tyr

Asn

Phe

Asn

Tyr

GIn

Thr

Tyr

Asn

Phe

Asn

Tyr

95

Ser

Cys

GlIn

Ser

Ser

Leu

Ala

ASDp

Cys

Gln

Ser

ser

Ala

Ala

Pro
Thr
Gln
Asp
Gly
Gln

Tyr

Pro
Thr
Gln
Ser

Gly

Gln

Tyr

Ser

Leu

GlIn

Gly

Ser

ser

Gly

Ala

Leu

Lys

Gly

ser

Ala

Gly

100

Ala
10

Ser
25

Pro
40

ser
35

Ser
70

Glu
85

TYyr
100

val
10

ser
25

Pro
40

Ser
55

Ser
70
Glu
85

Tyr
100

val phe Gly Gly G&y

ser
Ser
Gly
His
Ser
Asp

val

Ser
ser
Gly
His

sar

Asp

val

Ala
GIn
Lys
Asn
Gly
Glu

Phe

vai
Gln
GIn
Asn

Gly

Glu

Phe

Ser
His
Ala
Lys
Ala
Ala

Gly

Ala
His
Ala
Lys

ala

Ala

Gly

Leu
ser
Pro
Gly
Asp
Asp

Gly

Leu
Ser
Pro
Gly

Thr

Asp

Gly

90

105

Gly
15

Thr
30

Arg
45

Asp
60

Arg
75

Tyr
90

Gly
105

Gly
15

Thr
30

val
45

ser
60

Arg
75
Tyr
90

Gly
105
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Ser Sser
1
GIn Thr
Tyr Thr
Leu val
Gly Ile
Ser Leu
Tyr Cys

Thr

<210> 8

Glu

val

ITe

Ile

Pro

Thr

Ala

<211> 106
<212> PRT
<213> Humanizado

<400> 8

Leu
Arg
Gly
Tyr
Asp
Ile

Ala

ser Ser Glu Leu

1
Gln Thr

Tyr Thr
Tyr Leu
Gly Ile
Ser Leu
Tyr Cys
Thr

<210> 9

<211> 114

val

Ile

Met

Pro

Thr

Ala

<212> PRT
<213> Cricetulus

<400> 9

Arg
Gly
Tyr
Asp
Ile

Ala

Glu val His Leu
1

Ser Ser Leu Lys

Asn Arg Trp Ile

Glu Trp val Gly

Glu Tyr Ala Asp

Thr
Ile
20

Trp
35

Leu
50

Arg
65

Thr
80

Tyr
95

Thr
Ile
20

Trp
35

Leu
50

Arg
65

Thr
80

Tyr
95

Gln

Thr

Tyr

Asn

Phe

Asn

Tyr

Gln

Thr

Tyr

Asn

Phe

AsSDh

Tyr

griseus

val
5
Leu
20

Tyr
35

Gly
50

Ser
65

Glu

Ser

Trp

Ile

val

Asp

cys

Gln

Ser

Ser

Ala

Ala

Asp

Cys

Gln

Ser

Ser

Ala

Ala

Ser

Cys

val

Lys

Lys

Pro
Thr
Gln
Ser
Gly
Gin

Tyr

Pro
Thr
GIn
Asp
Gly
GIn

Tyr

Gly
Ala
Arg
Thr

Gly
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Ala

Leu

Lys

Gly

ser

Ala

Gly

Ala

Leu

Lys

Ser

Ser

Ala

Gly

Gly

Ala

GlIn

Lys

Arg

val
10

ser
25

Pro
40

ser
55

ser
70

Glu
85

Tyr
100

val
10

ser
25

Pro
40

ser
55

Ser
70

Glu
85

Tyr
100

Asp
10

ser
25

Ala
40

Pro
55

Phe
70

Ser
sSer
Gly
His
Ser
AsSp

val

Ser
Ser
Gly
His
ser
AsSp

val

Leu
Gly
Pro
Asn

Thr

val
Gln
Gln
Asn
Gly
Glu

Phe

val
Gln
Gln
Asn
Gly
Glu

Phe

val
Phe
Gly
Ile

Ile

Ala

His

Ala

Lys

Ala

Ala

Gly

Ala

His

Ala

Lys

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Lys

Tyr

Ser

Leu
Ser
Pro
Gly
Thr
Asp

Gly

Leu
Ser
Pro
Gly
Thr
Asp

Gly

Pro
Phe
Gly
Ala

Arg

Gly
15

Thr
30

val
45

Ser
60

Arg
75

Tyr
90

Gly
105

Gly
15

Thr
30

val
45

ser
60

Arg
75

Tyr
90

Gly
105

Gly
15

Ser
30

Leu
45

Thr
60

Asp
75

920
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Asp Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu GIn Met Asn Thr Leu Arg val
80 85 90

Asp Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Thr Ser Leu Thr Gly Met Arg
95 100 105

Tyr Phe Asp Tyr T;g Gly GIn Gly Thr
1

<210> 10

<211> 116

<212> PRT

<213> Humanizado

<220>

<221> variante

<222> 26-35

<223> X es cualquier aminoacido

<220>

<221> Incierto

<222> 26-35,52-70,103-111
<223> Aminoacido desconocido

<220>

<221> variante

<222> 52-70

<223> X es cualquier aminoacido

<220>

<221> variante

<222> 103-111

<223> X es cualquier aminodcido

<400> 10
Glu val GlIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly
1 : 5 10 15

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Asn Trp val Arg GIln Ala Pro Gly Lys
35 40 45

Gly Leu Glu Trp val Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa xgg
50 55

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg Phe Thr Ile Ser
65 70 75

Arg Asp Asn Ser ng Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu
85 . 90

Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Xaa Xaa Xaa
95 100 105
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly GIn Gly Thr
110 115

<210> 11
<211> 114
<212> PRT
<213> Humanizado

<400> 11
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly teu val GIn Pro Gly
1 5 10 15

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

Asn Arg Trp Ile Tyr Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Glu Trp val Gly Gly Ile Lys Thr Lys Pro Asn Ile Tyr ala Thr



Glu Tyr Ala Asp

Asp Ser Lys Asn

Glu Asp Thr Ala

Tyr Phe Asp Tyr

<210> 12

<211> 114
<212> PRT
<213> Humanizado

<400> 12
Glu val
1
Gly ser
Asn Arg
Glu Trp
Glu Tyr
Asp Ser
Glu Asp

Tyr Phe

<210> 13

Gln

Leu

Trp

val

Ala

Lys

Thr

Asp

<211> 114
<212> PRT
<213> Humanizado

<400> 13
Glu val
1
Gly Ser
Ala Arg
Glu Trp
Glu Tyr
Asp Ser
Glu Asp

Tyr Phe

<210> 14

Gln

Leu

Trp

val

Ala

Lys

Thr

Asp

Leu
Arg
Ile
Gly
Asp
Asn
Ala

Tyr

Leu
Arg
Ile
Gly
Asp
Ash
Ala

Tyr

50

ser
65

Thr
80

val
a5

Trp
110

val
Leu
20

Tyr
35

Gly
50

ser
65

Thr
BO

val
95

Tr
110

val
Leu
20

Tyr
35

Gly
50

Ser
65

Thr
80

val
85

Trp
110

val

Leu

Tyr

Gly

Glu
Ser
Trp
Ile
val
Leu

Tyr

p Gly

Glu
ser
Trp
Ile
val
Leu
Tyr

Gly

Lys

Tyr

Tyr

Gln

Ser

Cys

val

Lys

Lys

TYyr

Tyr

Gln

ser

Cys

val

Lys

Lys

Tyr

Tyr

Gln

Gly
Leu
Cys

Gly

Gly
Ala
Arg
Thr
Gly
Leu
Cys

Gly

Gly
Ala
Arg
Thr
Gly
Leu
Cys

Gly

122

Arg
Gln
Ala

Thr

Gly
Ala
Gln
Lys
Arg
Gln
Ala

Thr

Gly
Ala
G1n
Lys
Arg
Gln
Ala

Thr

35

70

60

Phe Thr Ile Ser Arg Asp
75

Met Asn Ser Leu Arg Ala

85

90

Arg Leu Thr Gly Met Arg

100

Gly Leu
10

Ser Gly
25

Ala Pro
40

Pro Asn
35

Phe Thr
70

Met Ash
85

Arg Leu
10

Gly Leu
10

ser Gly
25

Ala Pro
40

Pro Ala
5%

Phe Thr
70

Met Asn
85

108 -

val
Phe
Gly
Ile
Ile
Ser

Thr

val
Phe
Gly
Ile
Ile
Ser

Thr

GIn
Thr
Lys
Tyr
ser
Leu

Gly

GIn
Thr
Lys
Tyr
Ser
Leu

Gly

Pro

Phe

Gly

Ala

Arg

Arg

Met

Pro
Phe
Gly
Ala
Arg
Arg

Met

105

Gly
15

Ser
30

Leu
45

Thr
60

ASp
75

Ala
90

Lys
105

Gly
15

ser
30

Leu
45

Thr
60

Asp
75

Ala
90

Lys
105



<211> 114
<212> PRT
<213> Humanizado

<400>

14

Glu val GlIn

i
Gly

Ser

Ala Arg

Glu Trp

Glu Tyr

Asp Ser

Glu Asp

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<223>
220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

<223>

<220>
<221>

<223>

<220>
<221>

<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

<223>
<400>

Thr Leu Xaa Xaa Xaa His Xaa Xaa Tyr Xaa Ile Xaa
5

Phe

15
12

Leu

Trp

val

Ala

LysS

Thr

Asp

PRT ]
Secuencia artificial

la secuencia es sintetizada

Leu

Arg

Ile

Gly

Asp

Asn

Ala

Tyr

variante
<222> 3

XessSsoT

variante

4

X es S,

P,

variante
<222> 5
Xes QOoON

variante
<222> 7
Xes Fos

variante
<222> 8
Xes Tol

variante

10

XesKoT

variante
<222> 12
Xes G, D, 0S5

15

val
Leu
20

TYyr
35

Gly
50

ser
65

Thr
80

val
95

Tr
110

oT

Glu

Ser

Trp

Ile

val

Leu

TYr

p Gly

Ser

Cys

val

Lys

Lys

Tyr

Tyr

Gln

Gly
Ala
Arg
Thr
Gly
Leu
Cys

Gly

123

Gly
Ala
Gln
Lys
Arg
GIn
Ala

Thr

Gly
10

ser
25

Ala
40

Pro
55

Phe
70

Met
85

Arg
100

10

Leu
Gly
Pro
Ala
Thr
Asn

Leu

val

Phe

Gly

Ile

Ile

Ser

Thr

Gln
Thr
Lys
Tyr
Ser
Leu

Gly

Pro
Phe
Gly
Ala
Arg
Arg

Met

Gly
15

ser
30

Leu
45

Thr
60

Asp
75

Ala
90

Lys
105

125
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<210> 16
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220> )
<223> Ta secuencia es sintetizada
<220> )
<221> variante
<222> 1
<223> X es Lo I
<220>
<221> variante
<222> 2
<223> X es NoT
<220>
«221> variante
<222> 4
<223> X es D, H, 0 S
<220>
<221> variante
<222> 5
<223> X es GO S
<220>
<221> variante
<222> 6
<223> X es 5, L, 0T
<220>
<221> variante
<222> 7
<223> X es HoY
<220>
<221> variante
<222> 8
<223> X es N, K, Qo I
<220>
<221> variante
<222> 9
<223> XesKoT
<220>
<221> variante
<222> 10
<223> X es G 0 A
<220>
<221> variante
<222> 11
<223> X es D, S, oV
<400> 16
Xaa Xaa Ser Xaa xag Xaa Xaa Xaa Xaa Xig Xaa
<210> 17
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> la secuencia es sintetizada
<220>
<221> variante
<222> 1

<223> X es G O A
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<220>

<221> variante

<222> 2

<223> X es S, A, 0 Y

<220>

<221> variante
<222> 3

<223> X es S oY

<220>

<221> variante

<222> 5

<223> X es S, A, 0Y

<220>

<221> variante

<222> 6

<223> X es S5, Y, 0T

<220>

<221> variante
<222> 9

<223> X es Vol

<400> 17
Xaa Xaa Xaa Tyr xag Xaa Gly Tyr Xaa

<210> 18

<?211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ] ) )
<223> la secuencia es sintetizada

<220>

<221> variante
<222> b

<223> X es N o A

<220>

<221> variante
<222> 9

<223> X es I oV

<400> 18
Gly Phe Thr Phe Ser Xaa Arg Trp Xaa T{S
5

<210> 19

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> )
<223> la secuencia es sintetizada

<220>

<221> variante

<222> 7

<223> X es N, A, 0o T

<220>

<221> variante
<222> 8

<223> X es I o R

<220>

<221> variante
<222> 12

<223> X es E 0 Q
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<400> 19
Gly Ile Lys Thr Lys Pro Xaa Xaa Tyr Ala Thr Xaa Tyr Ala Asp
1 5 10 15

ser val Lys Gly

<210> 20

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) ] ]
<223> la secuencia es sintetizada

<220>

<221> variante
<222> 1

<223> X es LoV

<220>

<221> variante
<222> 4

<223> X es Mo K

<220>

<221> variante
<222> S

<223> X es R 0 K

<400> 20
Xaa Thr Gly Xaa Xaa Tyr Phe Asp Tyr
5

<210> 21

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> . i i
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 21
Thr Leu Ser Ser GIn His Ser Thr Tyr Thr Ile Gly
5 10

<210> 22

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) ) )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 22
Thr Leu Ser Pro GIln His Phe Thr Tyr Lys Ile Asp
5 10

<210> 23

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> )
<223> Ta secuencia es sintetizada

<400> 23
Thr Leu Ser Ser Asn His Ser Ile Tyr Thr Ile Ser
5 10

<210> 24

<211l> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



' | c 127

<220> _ _ ]
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 24
Thr Leu Thr Thr Gln His Ser Thr Tyr Thr ITe Gly
5 10

<210> 25

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ]
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 25
Leu Asn Ser Asp Gly Ser His Asn Lys Gly Asp
5 10

<210> 26

<211> 11

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220> ] ) )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 26 i
Ile Asn Ser Asp G1§ ser His Lys Lys 61% val
1

<210 27

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) .
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 27 )
Leu Thr Ser His Gly Leu His GIn Lys Gly val
5 10

<210> 28

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 28
Leu Asn Ser Asp Seg Thr Tyr Ile Thr Ala val
10

<210> 29

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 29
Gly Ser Ser Tyr Ser Ser Gly Tyr val
5

<210> 30

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> i
<223> la secuencia es sintetizada
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<400> 30
Ala Ala Tyr Tyr Ala Tyr Gly Tyr val
5

<210> 31

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) i )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 31
Gly Tyr Ser Tyr Tyr Ser Gly Tyr val
5

<210> 32

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) ) )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 32
Gly Ser Ser Tyr Ser Thr Gly Tyr val
5

<210> 33

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) ) )
<223> la secuencia es sintetizada

<4Q0> 33
Gly Ala Ser Tyr Ser Ser Gly Tyr Ile
5

<210> 34

<211> 10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220> ) ) )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 34
Gly Phe Thr Phe Seg Asn Arg Trp Ile T{B

<210> 35

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 35
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Arg Trp val Tyr
5 10

<210> 36

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> i ) .
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 36
G1{ Ile Lys Thr Lyg Pro Asn Ile Tyr AIS Thr Glu Tyr Ala Asp
1 15



129

Ser val Lys Gly

<210> 37

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) ) )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 37
Gly Ile Lys Thr Lys Pro Thr Arg Tyr A]S Thr GIn Tyr Ala Ai?
1 5 1

ser val Lys Gly

<210> 38
<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) ) )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 38
Leu Thr Gly Met Arg Tyr Phe Asp Tyr
5

<210> 39

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> i ) )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 39
Leu Thr Gly Met Lys Tyr Phe Asp Tyr
5

<210> 40

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) i ]
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 40
val Thr Gly Met Arg Tyr Phe Asp Tyr
5
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti—-a5p31 que comprende:

un domirio VL que comprende una CDR-L1 que comprende TL-S/T-S/P/T—
Q/N-H~F/S-T/I-Y-K/T-I-G/D/S (SEC. ID. NRO.: 15); una CDR-L2 que
comprende L/I-N/T-S-D/H/S-G/S-S/LIT-H/Y-N/K/Q/I-KIT-G/A-D/SV
(SEC. ID. NRO.: 16); una CDR-L3 que comprende G/A-S/A/Y-S/Y-Y-—
S/IANY-SIYIT-GY-V/I (SEC. ID. NRO.. 17); y

un dominio VH que comprende una CDR-H1 que comprende GFTFS-N/A—
RW-I/V=Y (SEC. ID. NRO.: 18); una CDR-H2 que comprende GIKTKP-
N/AT-I/R-YAT-E/Q-YADSVKG (SEC. ID. NRO.: 19); y una CDR-H3 que
comprende LV-TG-M/K-R/K-YFDY (SEC. ID. NRO.: 20).

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde:
el dominio VL comprende una CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde cada una
comprende una secuencia expuesta en la Figura 3; y
el dominio VH comprende una CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde cada una

comprende una secuencia expuesta en la Figura 3.

3. El anticuerpo anti—asf34 de la reivindicacién 1, donde:
el dominio VL comprende cualquiera de SEC. ID. NROS.: 3-8; y
el dominio VH comprende cualquiera de SEC. ID. NROS.: 11-14.

4. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde:
el dominio VL comprende SEC. ID. NRO.: 8; y
el dominio VH comprende SEC. ID. NRO.: 14.

5. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que es un anticuerpo

humano, humanizado, quimérico, biespecifico o multiespecifico.

N
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6. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que es un fragmento de

anticuerpo que se une a a5f1.

7. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que es un anticuerpo

IgG1 de longitud completa.

8. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 7, donde el anticuerpo

comprende una porcidn F¢ que comprende una sustitucion N297A.

9. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica el anticuerpo de cualquiera

de las reivindicaciones 1-8.
10. Una célula huésped que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 9.
11. Un método para la produccién de un anticuerpo anti—-a5f1, que comprende el
cultivo de la célula huésped de la reivindicacion 10, de modo de producir el

anticuerpo.

12. Un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo de cualquiera de las

reivindicaciones 1-4 y un agente citotoxico.

13. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo de cualquiera de

las reivindicaciones 1-4 y un portador farmacéuticamente aceptable.

14. La composicién farmacéutica de la reivindicaciéon 13, que ademas comprende

un antagonista de VEGF.

15. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 14, donde el antagonista de

VEGF es un anticuerpo anti-VEGF.

e
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La cbmposicién farmacéutica de la reivindicacion 15, donde el anticuerpo anti-

VEGF es bevacizumab.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que ademas

comprende una marca detectable.

El anticuerpo de la reivindicacion 16, donde la marca detectable es un
miembro seleccionado del grupo que consiste en: un radioisétopo, un

colorante fluorescente y una enzima.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 14, para el uso como un

medicamento.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 14, para el uso en el
tratamiento de una enfermedad o un trastorno que involucra la anormal

angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad vascular.

El anticuerpo de la reivindicacién 20, donde la enfermedad es un miembro
seleccionado del grupo que consiste en: cancer, enfermedades oculares y

enfermedades autoinmunitarias.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para el uso en la

inhibicién de la angiogénesis.

Un método para la deteccidn de proteina a5B1 en una muestra que se
sospecha contiene la proteina a5@1, donde el método comprende:

(a) el contacto del anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 17-18, con
la muestra; y

(b) a deteccidn de la formacién de un complejo entre el anticuerpo anti—a5p1

y la proteina a5p1.

ol
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El métodc de la reivindicacién 19, donde la muestra es de un paciente
diagnosticado con una enfermedad que involucra la anormal angiogénesis, la

anormal permeabilidad vascular y/o pérdida vascular.

Un método para el tratamiento de un individuo gque tiene una enfermedad o un
trastorno que involucra la anormal angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad
vascular, donde el método comprende la administracién al individuo, de una

cantidad eficaz de un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

El método de la reivindicacion 25, donde la enfermedad o el trastorno es un
miembro seleccionado del grupo que consiste en: cancer, una enfermedad

ocular y una enfermedad autoinmunitaria.

El método de ia reivindicacion 26, donde el cancer se selecciona del grupo
gue consiste en cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de mama,

cancer de celula renal y glioblastoma.

El métodeo de la reivindicacion 25, donde la enfermedad o el trastorno es un
miembro seleccionado del grupo que consiste en retinopatia, degeneracion
macular relacionada con al edad, neovascularizacion corneal,
neovascularizacion de injerto corneal, neovascularizacion retiniana y glaucoma

neovascular.

El método de la reivindicacién 25, que ademas comprende la administracion

de una cantidad eficaz de un antagonista de VEGF al individuo.

El método de la reivindicacion 29, donde el antagonista de VEGF es un
énticuerpo anti-VEGF.
El método de la reivindicacidn 30, donde el anticuerpo anti-VEGF es

bevacizumab.
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E! método de la reivindicacion 29, donde el antagonista de VEGF se

administra antes del anticuerpo anti—a5p1.

El método de la reivindicacidon 29, donde el antagonista de VEGF y el

anticuerpo anti-a5p1 se administran en forma simultanea.

El método de la reivindicacidon 29, donde el sujeto primero se trata con el
antagonista de VEGF hasta que el sujeto ya no responde al tratamiento con el

antagonista de VEGF, y luego se trata el sujeto con el anticuerpo anti—a5p1.

El método de la reivindicacion 29, que ademas comprende la administracion
de un agente terapéutico seleccionado del grupo que consiste en un agente
antineoplasico, un agente quimioterapéutico, un agente inhibidor del

crecimiento, y un agente citotéxico.

Un equipo para la deteccién de ab5B1 en un sujeto que se ha tratado con un
antagonista de VEGF, donde dicho equipo comprende:
(a) un anticuerpo anti—a531 de cualquiera de las reivindicaciones 1-4; y

(b} instrucciones para el uso.

Un anticuerpo anti—a5p1 que comprende:;

un dominio VL que comprende una CDR-L1 que comprende SEC. ID. NO.:21; una
CDR-L2 que comprende los residuos 49-61 de SEC. ID. NO.:8; una CDR-L3 que
comprende SEC. ID. NO.:30; y

un dominio VH que comprende una CDR-H1 que comprende los residuos 26-35 de
SEC. ID. NO.:14; una CDR-H2 que comprende los residuos 50-65 de SEC. ID.
NO.:14; y una CDR-H3 que comprende los residuos 95-102 de SEC. ID. NO.:14.

El anticuerpo de la reivindicacion 37, en donde:
el dominio VL. comprende SEC. ID. NO.:8 y
el dominio VH comprende SEC. ID. NO.:14.

957
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El anticuerpo de la reivindicacién 37, que es un anticuerpo humano, humanizado,

quimérico, biespecifico o multiespecifico.

El anticuerpo de la reivindicacion 37, que es un fragmento de anticuerpo que se une a

a5p1.

El anticuerpo de la reivindicacidén 37, que es un anticuerpo IgG1 de longitud completa.

El anticuerpo de la reivindicacion 41, en donde el anticuerpe comprende una porcion

Fc que comprende una sustitucion N297A.

Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo de ia reivindicacién 37 y

un portador farmacéuticamente aceptable.
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RESUMEN

La presente invencibn provee nuevos anticuerpos anti—a5(31,
composiciones y equipos que comprenden los anticuerpos, y métodos para la

preparacion y el uso de los anticuerpos.
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Anti-a5Bf hlgG Andlisis BlAcore {Ligando:. higG; Analite: «5p1)
AntiaSet _ Integrina humana a5p1 (R&D) .
E kon{10° M151) kofi{10= 51 Kd{nM)
h18C12.43° 0.71£008 8.07 + 037 511
hi8C12.V6 1.74+ 051 7.50 +1.64 48+2.4
h1BC12¥15 2.23+0.08 152+ 0.5 69+0.3
h18C12.v54 0.63£0.11 7.3440.32 11.9+24
h18C12370 0.66 +0.19 128+08 20.3+38
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Anti-a5p1 higG Resumen BlAcore (Ligande:higG; Analito: o5p1)

Anticuerpo integrina humana o531 (R&D)
kon{105 M1} Kkoff(10% 51) Kd{nM)
h18CI12.v6.1Lam3 0.97+003 386024 4001032
18C12 quiméFico ' 1.2£0.1 8.22£019 768+0.53
Anti-o561 hiBC12v6 1 CDR-12 Integrina humana «5pt (R&D}
Variantes 50a |50 | 50¢ | 50d | kon{10S MIST)  kof{104 S1)  Kd(nM)
h18c12v611 [ S|s|slG 12 32 267
hgc12¢6.12 [N|s|D|6 0.48 6.43 135
h18C12.46.1.3 N|S|A|G 1.1 40 364
h18C12v6.1:4 N|{S|D|A 0.48 144 I8
h18C12.v6.15. N|{S|D]|S 0.43 :8.59 155
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“Cantidad de'células migradas.

Porcentaje de'sobrevida
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