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F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

Nombre o Denominacién / Nombre o Razén Social Completa

ALICIA LLOREDA RICAURTE

Nombre Representante Legal

[
1 Lo . I
Tipo de Empresa _ » Micro [ Pequeﬁa J Medlan? O Otra

Documento de Identificacién X c.c (Oce  [OINT [J otro Nlilmero 1 39.690.713
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. _ Grenzacherstrasse 124, CH-4070 Basilea, .. . L
Suiza _ ) ! Basilea
- . Suiza ! SR
Direccién Electrénica

umero Telefénico

Fax . N
notificacionespatentes@lloredacamacho.com" |

6069701

. |- 3264270

L

i

3.

|
|
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|
|
i
!
i

. 53.215

Tafjeta Profesional

C.C. 39.690.713

Documento de Identificacion

i
Direccién y Domicilio i Ciudad
Calle 72 No. 5-83 Piso 5° Bogota D.C.
Direccion Electrénica No. Fax Namero Telefénico
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Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético
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Comprobante de pago de la tasa para la presentacion de la correccion y/o modificacion.
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PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZACION DIARIA

2020

Fecha: 2021 &1 30
AAAA MM DD

Industria v “Comercio RELACION DE ANEXOS ;
SUPERTNTENDENCTA |
Dependencia: Recorrido: 5

Tipo de Radicacion: Entrada: o Salida: © Traslado: O Convenio: O
Radicador: Planilla:
ID No. Radicacién Consecutivo item Htem Unidad <!1e Conservacion
1 13 - 2_062 ?6__ O 1 Bolsa
2lll- SBS63 - |8 G
3 3 Libro
4 4 Sobre
5 5 Tomo
6 6 Otro
7 Item Soporte Documental
8 /} CD |
9 8 Disquete
10 9 DVD
11 10 Folieto
12 11 Foto
13 12 Periédico 3
14 13 Plano
15 14 Publicacic‘)n; Periodica
16 15 USB I
17 16 Otro
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SEQUENCE LISTING
<110> F. Hoffmann-La Roche AG
<120> Antibodies against human Angiopoietin 2
<130> 25688

<150> EP 08021835.7
<151> 2008-12-16

<160> 63

<170> PatentIn version 3.2

<210> 1
<211> 20
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR3, <ANG-2>Ang2i LC06

<400> 1

Ser Pro Asn Pro Tyr Tyr Tyr Asp Ser Ser Gly Tyr Tyr Tyr Pro Gly
1 5 10 15

Ala Phe Asp Ile

20
<210> 2
<211> 17
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR2, <ANG-2>Ang2i LCO06

<400> 2

Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 3

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR1l, <ANG-2>Ang2i LCO06



<400> 3

Gly Tyr Tyr Met His

1 5
<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> 1light chain CDR3, <ANG-2>Ang2i LCO6

<400> 4

Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His Tyr Val

1 5 10
<210> 5
<211> 7

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> 1light chain CDR2, <ANG-2>Ang2i_LCO6

<400> 5

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser

1 5
<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> 1light chain CDR1, <ANG-2>Ang2i_LCC6

<400> 6

Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val His

1 5 10
<210> 7

<211> 129

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain variable domain, <ANG-2>Ang2i LC06

<400> 7

Gln val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala



Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Pro

Ser

Val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Gly

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

<220>
<223>

<400>

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Ser

Ala

115

8
110
PRT

Val
20

Trp

Asn

Val

Ser

Pro

100

Phe

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Asn

Asp

Artificial

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Pro

Ile

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Trp

light chain variable

8

Gln Pro Gly Leu

1

Thr Ala Arg Ile

20

His Trp Tyr Gln

35

Asp Asp Ser Asp

50

Thr

Thr

Gln

Arg

Gln

Cys

Lys

Pro

Pro

Gly

Pro

Ser
55

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

Gly
120

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Tyr

105

Gln

domain,

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Ser

Asn

Gln

Ile

10

Gly Tyr

Gly Gln

Thr Asn

Thr Ser

75

Asp Thr
90

Asp Ser

Gly Thr

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Ala

60

Ile Ser

Ala Val

Ser Gly

Met Val
125

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Thr

<ANG-2>Ang2i LCO6

Val Ser

10

Asn Ile

Ala Pro

Pro Glu

Val Ala

Gly Ser

Val Leu
45

Arg Phe
60

Pro

Lys

30

Val

Ser

15

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys
95

Tyr Tyr

Val Ser

Gly Gln

15

Ser Val

Val Tyr

Gly Ser



Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser AsSp His
85 90 95

Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Leu Gly Gln
100 105 110

<210> 9
<211> 20
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR3, <ANG-2>Ang2i_ LCOQ7

<400> 9

Ser Pro Asn Pro Tyr Tyr Tyr Asp Ser Ser Gly Tyr Tyr Tyr Pro Gly
1 5 10 15

Ala Phe Asp Ile

20
<210> 10
<211> 17
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR2, <ANG-2>Ang2i LCO7

<400> 10

Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 11

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR1, <ANG-2>Ang2i_LCO07

<400> 11



Gly Tyr Tyr Met His

1 5
<210> 12

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> 1light chain CDR3, <ANG-2>Ang2i_ LC07

<400> 12

Gln Val Trp Asp Ser Asp Ser Asp Gln Gly Val

1 5 10
<210> 13

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> 1light chain CDR2, <ANG-2>Ang2i LCO07

<400> 13

Asp Asp Ser Glu Arg Pro Ser

1 5
<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> 1light chain CDR1l, <ANG-2>Ang2i LCO7

<400> 14

Gly Gly Asn Phe Ile Gly Gly Lys Ser Val His

1 5 10
<210> 15

<211i> 129

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain variable domain, <ANG-2>Ang2i_LCO7

<400> 15

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15



Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Pro

Ser

Val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Gly

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

<220>
<223>

<400>

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Ser

Ala

115

16
110
PRT

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Pro

100

Phe

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

Asn

Asp

Artificial

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Pro

Ile

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Trp

light chain variable

16

Gln Pro Val

1

Thr Ala Arg

His Trp Tyr

35

Asp Asp Ser

50

Leu Thr Gln

5

Val Ala Cys

20

Gln Gln Lys

Glu Arg Pro

Ser

Gly

Pro

Ser
55

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Gly

Arg Asp

Ser Asp

Tyr Tyr

105

Gly Gln
120

domain,

Pro Ser

Gly Asn

Gly Gln

40

Gly Ile

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Gly

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Thr

Thr Phe Thr
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala Gln
60

Ile Ser Thr

Ala Val Tyr

Ser Gly Tyr
110

Met Val Thr
125

<ANG-2>Ang2i_LCO07

Val

10

Phe

Ala

Pro

Ser

Ile

Pro

Glu

Val Ala Pro

Gly Gly Lys
30

Val Leu Val
45

Arg Ile Ser
60

Gly Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys
95

Tyr Tyr

Val Ser

Gly Glu

15

Ser Val

Ile Tyr

Gly Ser



Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Ile Ile Thr Arg Ala Glu Ala Gly
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr His Cys Gln Val Trp Asp Ser Asp Ser Asp Gln
85 90 95

Gly Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln
100 105 110

<210> 17
<211> 15
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR3, <ANG-2>Ang2k LCO8

<400> 17

Pro Thr Leu Asp Ile Tyr Met Gly Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val

1 5 10 15
<210> 18

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR2, <ANG-2>Ang2k LCOS8

<400> 18

Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 19

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR1, <ANG-2>Ang2k LCO8

<400> 19

Ser Tyr Gly Met His
1 5



<210> 20
<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> 1light chain CDR3, <ANG-2>Ang2k LCOS8

<400> 20

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Pro Val

1 5 10
<210> 21

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> 1light chain CDR2, <ANG-2>Ang2k LCO8

<400> 21

Asn Asn Asp Gln Arg Pro Ser

1 5
<210> 22

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> 1light chain CDR1l, <ANG-2>Ang2k LCO8

<400> 22

Ser Gly Phe Ala Ser Asn Ile Gly Ser Asn Ser Val Asn

1 5 10
<210> 23

<211> 124

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain variable domain, <ANG-2> Ang2k_LCO08

<400> 23
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

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



Gly Met

Ala Val
50

His Trp Val Arg Gln
35

Ile Ser Tyr Asp Gly

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser

65

Leu Gln

Ala Lys

Val Trp

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

<220>
<223>

<400>
Gln Pro

1

Arg Val

Ser Val

Ile Tyr
50

Gly Ser
65

Ser Glu

70

Met Asn Ser Leu Arg
85

Pro Thr Leu Asp Ile
100

Gly Gln Gly Thr Thr
115

24

112

PRT

Artificial

light chain variable

24

Val Leu Thr Gln Pro

Thr Ile Ser Cys Ser
20

Asn Trp Tyr Gln Gln
35

Asn Asn Asp Gln Arg
55

Arg Ser Gly Thr Ser
70

Asp Glu Ala Asp Tyr
85

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Tyr

Val
120

Pro

Asn

Asp

Glu

Met

105

Thr

domain,

Pro

Gly

Val

40

Pro

Ala

Tyr

Ser

Phe

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Gly Lys Gly Leu Glu
45

Lys Tyr Tyr Ala Asp
60

Asn Ser Lys Asn Thr
75

Asp Thr Ala Val Tyr
390

Gly Tyr Tyr Tyr Gly
110

Val Ser Ser

<ANG-2> Ang2k LCO8

Ala Ser Gly Ala Pro
10

Ala Ser Asn Ile Gly
30

Gly Thr Ala Pro Lys
45

Gly vVal Pro Asp Arg
60

Leu Ala Ile Ser Gly
75

Ala Ala Trp Asp Asp
90

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Met

Gly

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Val

Val

Tyxr

80

Cys

Asp

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu
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Asn Gly Pro Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln

100 105 110
<210> 25
<211> 7
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR3, <ANG-2> Ang2s LCOS

<400> 25

Asp Leu Gly Tyr Asp Tyr Val

1 5
<210> 26
<211> 19
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR2, <ANG-2> Ang2s_ LCO09

<400> 26
Arg Ile Lys Ser Lys Thr Asp Gly Gly Thr Thr Asp Tyr Ala Ala Pro
1 5 10 15

Val Lys Gly

<210> 27
<211> 5
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR1, <ANG-2> Ang2s LC09

<400> 27

Asn Ala Trp Met Ser

1 5
<210> 28

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> 1light chain CDR3, <ANG-2> AngZ2s_ LCO9

<400> 28



Met Gln Ala Leu Gln Ile Pro

1 5
<210> 29

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

-11 -

<223> light chain CDR2, <ANG-2> Ang2s_LCO09

<400> 29

Leu Gly Ser Asn Arg Ala Ser

1 5
<210> 30

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> 1light chain CDR1l, <ANG-2> Ang2s LC09

<400> 30

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp

1 5
<210> 31

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain variable

<400> 31
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln
35

Gly Arg Ile Lys Ser Lys Thr
50 55

10

domain, <ANG-2>

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe
25

Pro Gly Lys

Gly Gly Thr

Ang2s_LCO9

Val Lys

Thr Phe

Gly Leu
45

Thr Asp
60

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

15

Gly Gly

15

Asn Ala

Trp Val

Ala Ala



Pro Val
65

Leu Tyr

Tyr Cys

Thr Leu

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

<220>
<223>

<400>

Gln Ser
1

Ser Cys

Leu Asp

Tyr Leu
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

Lys

Leu

Thr

Val
115

32
109
PRT

Gly

Gln

Thr

100

Thr

Arg

Met

85

Asp

val

Artificial

Phe

70

Asn

Leu

Ser

Thr

Ser

Gly

Ser

light chain variable

32

Pro

Arg

Trp

35

Gly

Ser

Val

Gly

33
20
PRT

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Gly

Pro
100

Ser

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

85

Gly

Artificial

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Ile

Leu

Tyr

Ser

Lys

Asp
105

domain,

Val

Leu

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Thr

Leu

25

Gly

Gly

Leu

Met

Thr
105

-12 -

Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr

75

80

Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr

90

95

Tyr Val Trp Gly Ser Pro Gly

<ANG-2>

Pro Gly
10

His Ser

Gln Ser

Val Pro

Lys Ile
75

Gln Ala
90

Val Leu

110

Ang2s_LCOS

Glu

Asn

Pro

Asp

60

Ser

Leu

Arg

Pro

Gly

Gln

45

Arg

Arg

Gln

Thr

Ala

Tyr

30

Leu

Phe

Val

Ile

Ser

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

80

Phe
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<220>

<223> heavy chain CDR3, <ANG-2> Ang2i LCI10

<400> 33

Ser Pro Asn Pro Tyr Tyr Tyr Asp Ser Ser Gly Tyr Tyr Tyr Pro Gly
1 5 10 15

Ala Phe Asp Ile
20

<210> 34
<211> 17
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR2, <ANG-2> Ang2i_ LC10

<400> 34

Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 35

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> heavy chain CDR1l, <ANG-2> Ang2i_ LCI10

<400> 35

Gly Tyr Tyr Met His

1 5
<210> 36
<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> 1light chain CDR3, <ANG-2> Ang2i LC10

<400> 36

Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His Trp Val
1 5 10



<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Asp

1

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

<220>
<223>

<400>
Gly Gly
1

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Ser Val

Tyr Met

Gly Trp

Gln Gly

65

Met Glu

-14 -

37

5

PRT
Artificial

light chain CDR2, <ANG-2> Ang2i_LC10

37
Ser Asp Arg Pro Ser
5
38
11
PRT
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Phe Leu Arg Lys Ser Arg Val Leu Glu Thr Asp Pro Ala Phe Ala Ile

915 920 925

Ala Asn Ser Thr Ala Ser Thr Leu Ser Ser Gln Gln Leu Leu His Phe
930 935 940

Ala Ala Asp Val Ala Arg Gly Met Asp Tyr Leu Ser Gln Lys Gln Phe
945 950 955 960

Ile His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn Ile Leu Val Gly Glu Asn Tyr
965 970 975

Val Ala Lys Ile Ala Asp Phe Gly Leu Ser Arg Gly Gln Glu Val Tyr
980 985 990

Val Lys Lys Thr Met Gly Arg Leu Pro Val Arg Trp Met Ala Ile Glu
995 1000 1005

Ser Leu Asn Tyr Ser Val Tyr Thr Thr Asn Ser Asp Val Trp Ser
1010 1015 1020

Tyr Gly Val Leu Leu Trp Glu Ile Val Ser Leu Gly Gly Thr Pro
1025 1030 1035

Tyr Cys Gly Met Thr Cys Ala Glu Leu Tyr Glu Lys Leu Pro Gln
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Gly Tyr Arg Leu Glu Lys Pro Leu Asn Cys Asp Asp Glu Val Tyr
1055 1060 1065

Asp Leu Met Arg Gln Cys Trp Arg Glu Lys Pro Tyr Glu Arg Pro
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Ser Phe Ala Gln Ile Leu Val Ser Leu Asn Arg Met Leu Glu Glu
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Arg Lys Thr Tyr Val Asn Thr Thr Leu Tyr Glu Lys Phe Thr Tyr
1100 1105 1110

Ala Gly 1Ile Asp Cys Ser Ala Glu Glu Ala Ala
1115 1120
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Reivindicaciones

1. Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo gque se une
especificamente a la angiopoyetina-2 humana (ANG-2),
caracterizado porque:

a) El dominio variable de cadena pesada comprende una
regién CDR3 de la SEQ ID NO: 33, una regidén CDR2 de la SEQ ID
NO: 34 y una regidén CDR1 de la SEQ ID NO: 35; vy,

b) El dominio variable de cadena ligera comprende una
regién CDR3 de la SEQ ID NO: 36, una regidén CDR2 de la SEQ ID

NO: 37 y una regidén CDR1 de la SEQ ID NO: 38.

2. El1 anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun la
reivindicacién 1, caracterizado porque comprende:

a) el dominio variable de cadena pesada de la SEQ ID
NO: 39; vy,

b) el dominio variable de cadena ligera de la SEQ ID

NO: 40.

3. El1 anticuerpo o fragmento de anticuerpo segln
cualquiera de las reivindicaciones de 1 o 2, caracterizado
porque dicho anticuerpo no se une a la angiopoyetina 1 (ANG-

1) humana.
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4. E1 anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun las
reivindicaciones 1 a 3, donde dicho anticuerpo es del

subgrupo IgG4 humano o es del subgrupo IgGl humano.

5. Una composicién farmacéutica caracterizada porque
contiene un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de

acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3.

6. Uso del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3 para la fabricacién de

un medicamento destinado a la prevencidén de metdstasis.

7. Uso del anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun
las reivindicaciones 1 a 3 para la fabricacién de un

medicamento destinado al tratamiento del céncer.

8. Uso del anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun
las reivindicaciones 1 a 3 para la fabricacién de un
medicamento destinado al tratamiento de enfermedades

vasculares.

9. Un &cido nucleico que codifica una cadena pesada de
un anticuerpo que se une especificamente a la angiopoyetina-2
(ANG-2) humana, caracterizado porque dicho anticuerpo con-
tiene un dominio variable de cadena pesada y un domino

variable de cadena ligera de acuerdo con la reivindicacién 1.
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10. Un vector de expresidén caracterizado porque
contiene un &4cido nucleico segun la reivindicacién 9 para la
expresién de un anticuerpo que se une especificamente a la
angiopoyetina-2 (ANG-2) humana en una célula hospedante pro-

cariota o eucariota.

11. Célula hospedante procariota o eucariota que

contiene un vector segun la reivindicacién 10.
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TRADUCCION OFICIAL No.

de un documento escrito en Inglés, el cual para su identificacion se sella con el sello
de la traductora, lo mismo que la presente.-

Traduccion de la apostila en inglés que se encuentra a continuacion de la
legalizacion de las firmas de los sefores Klausner y Strebel, representantes legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento de Poder, escrito en
espafiol e inglés, conferido a ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO ylo
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el
notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Pais: Suiza

Este documento publico
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster

3. Actuando en calidad de nota;?o publico

4. Lleva el sello del mencionado netario
Certificado
5. en Basel (Basilea) ‘ 6. el 18 de agosto 2004
7. por la Cancilleria de Estado del Cantdn de Basel-Stadt
8. bajo el No 8835/13376
9. Sello 10. Firma
Cancilleria de Estado Fdo.: firma ilegible
de la ciudad de Basel (Basilea) Ruedi Eggs

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en los archivos de
estas oficinas para su confrontacion.

Bogota, 2 de septiembre 2004

\\ae \l\uc,onLQg
arta Mercedes Unicoechea™™

Traductora Juramentada
Resolucion 10607/81 Minjusiicia
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7% ubayo firmados, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG,
ung socledad organizada y existente de conformidad
von las leyes de Suiza.

can domicilio en 4070 Basilea, Suiza

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO yl/o IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al

paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos;, formular
desciipciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo oiro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera ofros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencion como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por €l
presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que

cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/lo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacion de este documento y de cualquier

poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

i

der of procuration

The undersigned, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG, a

corporation organized and existing under the laws of
Switzerland.

domiciled at 4070 Basel, Switzerland

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file opnositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law, to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/for GUSTAVO TAMAYO andlor IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

r

Given and signed this 4?7 2

Hof fmann-La Roc

| g ‘Z/ /7;”7‘2 P 4
g/

. oM e e
Denlse Strebel
Mandatory

H‘*“—‘—._____
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1\')0\! I Y.de {loets de 2001, comparecio
T\«H o AL i oo Siebdg quien conozeo y

) , c dgdadanses g pdaidenies S0 L 2

e q&‘\en e constd que firmo el anterior documento,
y quie lde idamente juramentado declaro y dijo que
él es ulye del podes /o nda e o

de F.HOE‘:M)\NN-LA ROCHE AG, la compaiiia
nombrada "§n &l documento que antecede, una
sociedad dd idi(nente organizada y existente
conforme a lad leyis de Suiza, domiciliada en la
ciudad  de Bagiled, Suiza, legalmente constituida
para un periodo\,dey duracién que ain no ha
terminado, que eje>qe !p objeto social, conforme a
las leyes de Suiza; qﬁ‘a &¥ declarante esta autorizado
por dicha Compania pal'ii wonferir este poder; que el
sello estampado por él al pié‘de tal poder, en nombre
y en representacion de la eYpiysada Compania, es el
sello oficial de ella; y que el ohjeto para el cual se
confiere este instrumento es"@ mprendido dentro
del de la sociedad. VA

El suscrito Notario ha visto \So!r Estatutos de
incorporacion firmados®n Suiza, cydad de Basilea,
con fecha 14 Juiy ’."%(}1}- y Cd"i Fa que de
conformidad con la legislacion de &idjo Pais, la
anterior  declaracion  juramenlada ‘@4 prueba
suficiente de que los hecltbs sobre que el]!\\fersa son

ciertos o verdaderos, de lo cual da fe. \\\\
\‘\\‘
Notary Public (Notario Publico). \\\\‘
W\
\
\\
\og.zse
¥ N
2 Fr.
Dr, PETER KUSTER

Procuration/Mandatory

June 1997

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzerland

Basel {ss

On this 17th day of August . 2004

personally  pridolin Klausner and Denise Strebel
tameé poth Swiss citizens and Swiss residents,

to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say that he is the Holder
of F.HOFFMANN-LA
ROCHE AG, the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of
the Switzerland, domiciled at the City of Basel,
legally constituted for a period of tenure not yet
expired, which exercises its corporate purposes
according to the laws of Switzerland; that the
deponent is authorized by said Company to confer
this power of attorney; that the seal affixed hereunto
by the deponent in the name and on behalf of said
Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument is granted is
included within the corporate purposes of the
Company.

The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporation executed at
Suiza, ciudad de Basel, under date of 19th day of
, and hereby certifies that under
lhe laws of said Country the foregoing
acknowledgment is sufficient proof that the facts
therein contained are true, which he attests.

Basel, this 17-08-2004 (seventeenth day of

two thousand and four)

& le

Dr. Peter Kuster
Advokat und Notar
Peterskirchplatz 12
'l Postfach
/) CH-4001 Basel

& uug (uN Pt
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Anticuerpos contra la angiopoyetina 2 humana

Resumen-Objeto y Finalidad de la invencién

La presente invencidén se refiere a anticuerpos contra la
angiopoyetina 2 humana (anticuerpos anti-ANG-2), a métodos
para su obtencidén, a composiciones farmacéuticas que con-

tienen dichos anticuerpos y a usos de 1los mismos.

Sector: Medicamentos que contienen anticuerpos y actlan como

agentes antineoplésicos.
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Anticuerpos contra la angiopoyetina 2 humana
La presente invencidén se refiere a anticuerpos contra
la angiopoyetina 2 humana (anticuerpos anti-ANG-2), a métodos
para su obtencidn, a composiciones farmacéuticas que contie-
nen dichos anticuerpos y a usos de los mismos.

Antecedentes de la invencidn

La angiogénesis estd dimplicada en la patogénesis de
muchos trastornos que incluyen los tumores sdélidos, sindromes
neovasculares intraoculares, por ejemplo las retinopatias
proliferativas o degeneracidén macular debida a la edad (AMD),
artritis reumatoide y psoriasis (Folkman, J. y col., J. Biol.
Chem. 267, 10931-10934, 1992; Klagsbrun, M. y col., Annu.
Rev. Physiol. 53, 217-239, 1991; y Garner, A., Enfermedades
vasculares, en: Pathobiology of ocular disease, A dynamic
approach, Garner, A. y Klintworth, G.K. (coord.), 22 ediciédn,
Marcel Dekker, Nueva York 1994, pp. 1625-1710). En el caso de
los tumores sdélidos, la neovascularizacidn permite que las
células tumorales adquieran ventaja de crecimiento @y
autonomia proliferativa, si se comparan con las células nor-
males. Por consiguiente, se ha observado una correlacidn
entre la densidad de microvasos en las secciones tumorales vy
la supervivencia de las pacientes de cancer de mama asi como
en varios tumores mas (Weidner, N. y col., N. Engl. J. Med.
324, 1-8, 1991; Horak, E.R. y col., Lancet 340, 1120-1124,
1992; y Macchiarini, P. y col., Lancet 340, 145-146, 1992).

ANG-2 y anticuerpos anti-ANG-2

La angiopoyetina-2 humana (ANG-2) (también abreviada

con ANGPT2 o ANG2) (SEQ ID NO: 107) se ha descrito en Maison-
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pierre, P.C. y col., Science 277, 55-60, 1997 y Cheung, A.H.
y col., Genomics 48, 389-91, 1998. Las angiopoyetinas-1 y -2
(ANG-1 (SEQ ID NO: 108) y ANG-2 (SEQ ID NO: 107)) se descu-
brieron como ligandos de las Ties, un grupo de tirosina-
quinasas que se expresa selectivamente dentro del endotelio
vascular, ver Yancopoulos, G.D. y col., Nature 407, 242-48,
2000. Hay cuatro componentes definitivos del grupo de la
angiopoyetina. La angiopoyetina-3 y la -4 (Ang-3 y Ang-4)
pueden representar oponentes muy divergentes del mismo lugar
genético del ratén y del hombre, ver Kim, I. y col., FEBS
Let. 443, 353-56, 1999; Kim, I. y col., J. Biol. Chem. 274,
26523-28, 1999. La ANG-1 y la ANG-2 se identificaron inicial-
mente en ensayos de cultivo de tejido como agonista y antago-
nista, respectivamente (véase en cuanto a la ANG-1: Davies,
S. y col., Cell 87, 1l61-69, 1996; y en cuanto a la ANG-2:
Maisonpierre, P.C. y col., Science 277, 55-60, 1997). Todas
las angiopoyetinas conocidas se unen primariamente a la Tie?2
y tanto la Ang-1 y como la -2 se unen a 1la Tie2 con una
afinidad de 3 nM (Kd), ver Maisonpierre, P.C. y col., Science
277, 55-60, 1997. Se ha constatado que la Ang-1 apoya la
supervivencia EC vy favorece 1la integridad endotelial, ver
Davis, S. y col., Cell 87, 1161-69, 1996; Kwak, H.J. y col.,
FEBS Lett. 448, 249-53, 1999; Suri, C. y col., Science 282,
468-71, 1998; Thurston, G. y col., Science 286, 251 1-14,
1999; Thurston, G. y col., Nat. Med. 6, 460-63, 2000, mien-
tras que la ANG-2 tiene el efecto opuesto y favorece la

desestabilizacidén y la regresidén de los vasos sanguineos en

ausencia de los factores de supervivencia VEGEF o del factor
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de crecimiento de fibroblastos basico, ver Maisonpierre, P.C.
y col., Science 277, 55-60, 1997. Sin embargo, muchos estu-
dios de la funcidén de la ANG-2 sugieren un panorama mas CoOm-
plejo. Es posible que la ANG-2 sea un regulador complejo de
la remodelacidén vascular que desempefia un papel tanto en la
ramificacidén vascular como en la regresidédn vascular. En con-
firmacidén de estos roles de la ANG-2, los andlisis de expre-
sién revelan que la ANG-2 se induce rapidamente, junto con el
VEGF, en los inicios de la ramificacidédn angiogénica en 1los
adultos, mientras que la ANG-2 se induce en ausencia del VEGF
en los inicios de la regresidén vascular, ver Holash, J. vy
col., Science 284, 1994-98, 1999; Holash, J. y col., Oncogene
18, 5356-62, 1999. Consistente con un rol dependiente de con-
texto, la ANG-2 se une especificamente al mismo receptor
endotelial especifico, la Tie-2, que se activa con la Ang-1,
pero gque tiene efectos dependientes del contexto en su acti-
vacidén, ver Maisonpierre, P.C. y col., Science 277, 55-60,
1997.

Los ensayos de angiogénesis corneal han puesto de mani-
fiesto que tanto la ANG-1 como la ANG-2 tienen efectos simi-
lares, que actuan de forma sinergética con el VEGF para favo-
recer el crecimiento de nuevos vasos sanguineos, ver Asahara,
T. y col., Circ. Res. 83, 233-40, 1998. La posibilidad de que
haya una respuesta endotelial dependiente de la dosis surge
de la observacidén de que “in vitro” en una concentracidn
alta, la ANG-2 puede ser también pro-angiogénica, Kim, I. y
col., Oncogene 19, 4549-52, 2000. En una concentracidén ele-

vada, la ANG-2 actua como factor de supervivencia de apdp-
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tosis de 1las células endoteliales durante la apdptosis de
privacidén en suero por activacién de la Tie2 a través del
mecanismos de la quinasa PI-3 y Akt, ver Kim, I. y col.,
Oncogene 19, 4549-52, 2000.

Otros ensayos “in vitro” sugieren que durante una expo-
sicidébn persistente, los efectos de la ANG-2 pueden derivar
progresivamente de antagonista a agonista de la Tie2 y en
puntos temporales posteriores, puede contribuir directamente
a la formacidén de tubos vasculares y a la estabilizacidn de
los nuevos vasos, ver Teichert-Kuliszewska, K. y col., Car-
diovasc. Res. 49, 659-70, 2001. Ademas, si las EC se cultivan
en un gel de fibrina, se observa también la activacidn de la
Tie2 con la ANG-2, lo cual sugiere que tal vez la accidn de
la ANG-2 depende del estado de diferenciacidédn de la EC, ver
Teichert-Kuliszewska, K. y col., Cardiovasc. Res. 49, 659-70,
2001. En las EC microvasculares en cultivo en un gel de cola-
geno tridimensional, la ANG-2 puede inducir también la acti-
vacién de la Tie2 y favorecer la formacidn de estructuras de
tipo capilar, ver Mochizuki, Y. y col., J. Cell. Sci. 115,
175-83, 2002. El1 uso de un cultivo simultdneo esferoidal de
3-D como modelo “in vitro” de maduracidédn vascular demuestra
que el contacto directo entre las EC y las células mesenqui-
nales reduce la capacidad de respuesta al VEGF, mientras que
la presencia del VEGF y la ANG-2 induce la ramificacidén, ver
Korff, T. y col., Faseb J. 15, 447-57, 2001. Etoh, T.H. y
col. han demostrado que en las EC que expresan constitutiva-

mente la Tie2, la expresién de las MMP-1, -9 y u-PA se

incrementa en gran manera con la ANG-2 en presencia del VEGF,
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ver Etoh, T. y col., Cancer Res. 61, 2145-53, 2001. Con un
modelo de membrana de pupila “in vivo”, Lobov, I.B. y col.
han demostrado que la ANG-2 en presencia del VEGFE enddgeno
favorece el réapido aumento del didmetro capilar, remodelando
la lémina Dbasal, la proliferacidédn y migracidén de células
endoteliales y estimula la ramificacidén de nuevos vasos san-
guineos, ver Lobov, I.B. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
99, 11205-10, 2002. En cambio, la ANG-2 favorece la muerte de
las células endoteliales y la regresidédn vascular sin VEGF
enddégeno, ver Lobov, I.B. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
99, 11205-10, 2002. De modo similar, con un modelo tumoral
“in vivo”, Vajkoczy, P. y col. han demostrado que los agre-
gados multicelulares 1inician el crecimiento vascular por
ramificacién angiogénica mediante la expresidén simultanea del
VEGFR-2 y de la ANG-2 en el hospedante y en el endotelio
tumoral, Vajkoczy, P. y col., J. Clin. Invest. 109, 777-85,
2002. Este modelo ilustra que la microvasculatura establecida
de tumores en crecimiento se caracteriza por una remodelacién
constante, mediada putativamente por la expresidén del VEGFE y
de la ANG-2, ver Vajkoczy, P. y col., J. Clin. Invest. 109,
777-85, 2002.

Los estudios en ratones “knock-out” de Tie-2 vy
angiopoyetina-1 indican fenotipos similares y sugieren que la
fosforilacidén de la Tie-2 estimulada por la angiopoyetina-1
media en la remodelacidén y estabilizacidén del vaso en desa-
rrollo, favoreciendo la maduracidén del vaso sanguineo durante

la angiogénesis y el mantenimiento de la adhesidén entre 1la

célula y el soporte endotelial de la misma (Dumont, J. Vy
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col., Genes & Development 8, 1897-1909, 1994; Sato, T.N.,
Nature 376, 70-74, 1995; (Thurston, G. vy <col., Nature
Medicine: 6, 460-463, 2000). Se cree que el rol de la
angiopoyetina-1l se <conserva en el adulto, en el que se
expresa de modo amplio y constitutivo (Hanahan, D., Science
277, 48-50, 1997; Zagzag, D. y col., Exp. Neurology 159, 391-
400, 1999). En cambio, la expresidn de la angiopoyetina-2 se
limita primariamente a los sitios de remodelacidédn wvascular,
en los que se cree que bloquea la estabilizacidn constitutiva
o la funcidén de maduracidédn de la angiopoyetina-1, permitiendo
que los vasos vuelvan a o permanezcan en un estado pléastico,
que puede ser una causa mayor de las seflales de ramificacidn
(Hanahan, D., 1997; Holash, J. y col., Orzcogerze 18, 5356-
62, 1999; Maisonpierre, P.C., 1997). Los estudios de expre-
sién de la angiopoyetina-2 en la angiogénesis patoldgica han
demostrado la existencia de muchos tipos de tumores que pre-
sentan expresién vascular de la angiopoyetina-2 (Maison-
pierre, P.C. y col., Science 277, 55-60, 1997). Los estudios
funcionales sugieren que la angiopoyetina-2 interviene en la
angiogénesis tumoral y estd asociada con la sobreexpresidn de
la angiopoyetina-2 con incremento del crecimiento tumoral en
un modelo de injerto ajeno (xenograft) en ratdn (Ahmad, S.A.
y col., Cancer Res. 61, 1255-1259, 2001). Otros estudios han
asociado la sobreexpresién de la angiopoyetina-2 con la
hipervascularizacidén tumoral (Etoh, T. y col., Cancer Res.
61, 2145-53, 2001; Tanaka, F. y col., Cancer Res. 62, 124-29,

2002) .
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En los afios recientes se han propuesto la angiopo-
yetina-1, la angiopoyetina-2 vy/o la Tie-2 como posibles
dianas para la terapia anti-cancerosa. Por ejemplo, en US
6,166,185, US 5,650,490 y US 5,814,464 se describen en cada
caso anticuerpos ligando vy receptor anti-Tie-2. En 1los
estudios que emplean la Tie-2 soluble se describe que esta
disminuye el numero y el tamafio de los tumores en roedores
(Lin, 1997; Lin 1998). Siemeister, G. y col., Cancer Res. 59,
3185-91, 1999, han generado 1lineas celulares de melanoma
humano que expresan el dominio extracelular de la Tie-2, las
han inyectado a ratones sin pelo y han publicado que la Tie-2
soluble produce una inhibicidén significativa del crecimiento
tumoral y de la angiogénesis tumoral. Dado gque tanto 1la
angiopoyetina-1 como la angiopoyetina-2 se fijan sobre 1la
Tie-2, no queda claro en estos estudios si la angiopoyetina-
1, la angiopoyetina-2 o la Tie-2 podrian ser dianas atracti-
vas para una terapia anti-cancerosa. Sin embargo, se cree que
una terapia eficaz anti-angiopoyetina-2 seria beneficiosa
para tratar enfermedades tales como el céancer, cuya progre-
sién depende de la angiogénesis aberrante, en ellas el
bloqueo del proceso podria conducir a la prevencidén del
progreso de la enfermedad (Folkman, J., Nature Medicine 1,
27-31, 1995).

Ademas, algunos grupos han publicado articulos sobre el
uso de anticuerpos y péptidos que se fijan sobre la angio-
poyetina-2, véase, por ejemplo, US 6,166,185 y US 2003/
10124129; WO 03/030833, WO 2006/068953, WO 03/057134 o US

2006/0122370.
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En el estudio de la expresidn focal de la angiopoye-
tina-2 se ha demostrado que antagonizando la sefial de la an-
giopoyetina-1/Tie-2 se afloja la estructura vascular cerrada,
exponiendo las EC a las seflales de activacién de los inducto-
res de la angiogénesis, p.ej. del VEGF (Hanahan, 1997). Este
efecto pro-angiogénico resultante de 1la inhibicidén de 1la
angiopoyetina-1 indica que la terapia anti-angiopoyetina-1 no
seria un tratamiento anti-canceroso eficaz.

La ANG-2 se expresa durante el desarrollo en sitios, en
los que tiene lugar una remodelacidédn de los vasos sanguineos,
véase Maisonpierre, P.C. y col., Science 277, 55-60, 1997. En
los individuos adultos, la expresidén de la ANG-2 se restringe
a los sitios de remodelacién vascular asi como a los tumores
muy vascularizados, incluidos el glioma (Osada, H. y col.,
Int. J. Oncol. 18, 305-09, 2001; Koga, K. y col., Cancer Res.
6l, 6248-54, 2001), el carcinoma hepatocelular (Tanaka, S. vy

col., J. Clin. Invest. 103, 341-45, 1999), el carcinoma gas-
trico (Etoh, T. y col., Cancer Res. 61, 2145-53, 2001; Lee,
J.H. y col., Int. J. Oncol. 18, 355-61, 2001), el tumor de
tiroides (Bunone, G. y col., Am. J. Pathol. 155, 1967-76,
1999), el cancer de pulmébn no de células pequefias (Wong, M.P.
y col., Lung Cancer 29, 11-22, 2000), el cancer de colon
(Ahmad, S.A. y col., Cancer 92, 1138-43, 2001) y el cancer de
préstata (Wurmbach, J.H. y col., Anticancer Res. 20, 5217-20,
2000) . Se ha observado gque algunas células tumorales expresan
la ANG-2. Por ejemplo, Tanaka, S. y col., J. Clin. Invest.
103, 341-45, 1999, han detectado el mRNA de la ANG-2 en 10 de

12 muestras de carcinoma hepatocelular humano (HCC). El grupo
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de Ellis ha publicado que la ANG-2 se expresa de forma
omnipresente en el epitelio tumoral, ver Ahmad, S.A. y col.,
Cancer 92, 1138-43, 2001. Otros investigadores han obtenido
resultados similares, wver Chen, L. y col., J. Tongji Med.
Univ. 21, 228-35, 2001. Cuando detectaban los niveles de mRNA
de la ANG-2 en muestras archivadas de cancer de mama humano,
Sfiligoi, C. y col., Int. J. Cancer 103, 466-74, 2003, encon-
traron que el mRNA de la ANG-2 estda asociado de modo signifi-
cativo con la invasién de ndédulos linfaticos auxiliares, con
periodos de tiempo cortos sin enfermedad e intervalos cortos
de supervivencia global, ver Tanaka, F. y col., Cancer Res.
62, 7124-29, 2002, que revisaron un total de 236 pacientes de
cancer de pulmdén no de células pequefias (NSCLC) con estadios
patoldgicos de I a IIIA, respectivamente. Aplicando la inmu-
nohistoquimica encontraron que el 16,9% de los pacientes de
NSCLC son positivos de la ANG-2. La densidad de los micro-
vasos en el tumor positivo de ANG-2 es significativamente
mayor que en el caso de los tumores negativos de ANG-2. Este
efecto angiogénico de la ANG-2 se observa uUnicamente cuando
la expresidén del VEGFE es elevada. Es mas, la expresidédn posi-
tiva de la ANG-2 es un factor significativo para predecir una
corta supervivencia postoperativa, ver Tanaka, F. y col.,
Cancer Res. 62, 7124-29, 2002. Sin embargo no encontraron una
correlacién significativa entre la expresidén de la Ang-1 y la
densidad de los microvasos, ver Tanaka, F. y col., Cancer
Res. 62, 7124-29, 2002. Estos resultados sugieren que la ANG-

2 es un 1indicador de pacientes de prondéstico “pobre” de

varios tipos de céancer.
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En fechas recientes, aplicando un modelo de ratdn
“knock-out” de ANG-2, el grupo de Yancopoulos ha publicado
que la ANG-2 se requiere para la angiogénesis postnatal,
Gale, N.W. y col., Dev. Cell 3, 411-23, 2002. Han demostrado
que la regresidn programada para el desarrollo de la vascula-
tura hialoide del ojo no se produce en los ratones “knockout”
de la ANG-2 y los vasos sanguineos de sus retinas no consi-
guen ramificarse a partir de la arteria central de la retina,
Gale, N.W. y col., Dev. Cell 3, 411-23, 2002. Han descubierto
ademas gque la delecidén de la ANG-2 se traduce en defectos
profundos de modelado y de funcionamiento de la vasculatura
linfatica, ver Gale, N.W. y col., Dev. Cell 3, 411-23, 2002.
El rescate genético con la Ang-1 corrige los defectos linféa-
ticos, pero no los de la angiogénesis, ver Gale, N.W. y col.,
Dev. Cell 3, 411-23, 2002.

Peters y sus colegas han publicado que la TieZ soluble,
cuando se libera en forma de proteina recombinante o en un
vector de expresidédn virico, inhibe “in vivo” el crecimiento
del carcinoma de mama murino y del melanoma en modelos con
ratones, Lin, P. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 8829-
34, 1998; Lin, P. y col., J. Clin. Invest. 100, 2072-78,
1997. Las densidades vasculares de los tejidos asi tratados
se reducen en gran manera. Ademds, la angiogénesis bloqueada
con Tie2 soluble en la cdérnea de rata estimulada con medio
acondicionado con células tumorales, ver Lin, P. y col., J.
Clin. Invest. 100, 2072-78, 1997. Ademas, Isner y sSu equipo
han demostrado que la adicidén de la ANG-2 al VEGF favorece de

modo significativo una neovascularizacidén circunferencial
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mayor y mas prolongada que el VEGF solo, ver Asahara, T. y
col., Circ. Res. 83, 233-40, 1998. El exceso de receptor de
Tie2 soluble impide la modulacidén de la neovascularizacidn
inducida por el VEGF causada por la ANG-2, ver Asahara, T. y
col., Circ. Res. 83, 233-40, 1998. Siemeister, G. y col.,
Cancer Res. 59, 3185-91, 1999, han demostrado con injertos
ajenos a ratdédn sin pelo que la sobreexpresidn de los dominios
extracelulares de fijacidn sobre ligando de la Flt-1 o de 1la
Tie2 en los injertos ajenos se traduce en una inhibicidn
significativa del mecanismo que no puede compensarse con el
otro, lo cual sugiere que el mecanismo del receptor del VEGF
y el mecanismo de la Tie2 deberian considerarse como dos
mediadores independientes, esenciales para el proceso de la
angiogénesis “in vivo”, ver Siemeister, G. y col., Cancer
Res. 59;3, 3185-91, 1999. Esto se ha confirmado en una publi-
cacidén mas reciente de White, R. y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 100, 5028-33, 2003. En su estudio se ha demostrado
que un aptamero de RNA resistente a la nucleasa, gue se une
especificamente e inhibe a la ANG-2, inhibe de modo signifi-
cativo la neovascularizacidén inducida por el bFGF en el mode-
lo de angiogénesis en la microbolsa de la cdbébrnea de la rata.

Resumen de la invencidn

La invencidén se refiere a un anticuerpo que se une es-
pecificamente a la angiopoyetina-2 humana (ANG-2), caracteri-
zado porque como regidén CDR3 de dominio variable de cadena
larga contiene una regidén CDR3 de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO:

41, o SEQ ID NO: 49.
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El anticuerpo se caracteriza con preferencia porque:

a) el dominio variable de cadena larga contiene una
regién CDR3 de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 17,
SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 41, o SEQ ID NO: 49,
una regidén CDR2 de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
18, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 42, o SEQ ID NO:
50, y una regidén CDR1 de la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 19, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 43, o SEQ
ID NO: 51 y

b) el dominio variable de cadena corta contiene una
regién CDR3 de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 44, o SEQ ID NO: 52,
una regidén CDR2 de la SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
21, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 45, o SEQ ID NO:
53, y una regidén CDR1 de la SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 22, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 46, o SEQ
ID NO: 54.

El anticuerpo se caracteriza con preferencia porque
contiene:

a) el dominio variable de cadena larga de la SEQ ID NO:
7, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO:
39, SEQ ID NO: 47, o SEQ ID NO: 55; y

b) el dominio variable de cadena corta de la SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO:
40, SEQ ID NO: 48, o SEQ ID NO: 56.

El anticuerpo se caracteriza con preferencia porque
dicho anticuerpo no se une especificamente a la angiopoyetina

1 (ANG-1).
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Otra forma de ejecucidn de la invencidn consiste en una
composicidén farmacéutica que contiene un anticuerpo segun la
invencién.

Otra forma de ejecucidn de la invencidn es el uso de un
anticuerpo segun la invencidn para la fabricacidn de una com-
posicidén farmacéutica.

Otra forma de ejecucidn de la invencidn es el uso de un
anticuerpo segun la invencidédn para la prevencidn de metéds-
tasis.

Otra forma de ejecucidn de la invencidn es el uso de un
anticuerpo segun la invencidn para el tratamiento del céancer.

Otra forma de ejecucidén de la invencidn es el uso de un
anticuerpo segun la invencidn para el tratamiento de enferme-
dades vasculares.

Otra forma de ejecucidén de la invencidn es el uso de un
anticuerpo segun la invencidén para el tratamiento de la reti-
nopatia.

Otra forma de ejecucidén de la invencidn es un acido
nucleico que codifica al dominio variable de cadena larga y/o
al dominio variable de cadena corta de un anticuerpo segun la
invencién.

La invencidén proporciona ademds vectores de expresidn
que contienen 4cido nucleico segln la invencidn capaz de ex-
presar dicho &cido nucleico en una célula hospedante proca-
riota o eucariota y las células hospedantes que contienen di-
chos vectores para la produccidédn recombinante de un anti-

cuerpo de este tipo.
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La invencidén se refiere ademas a una célula hospedante
procariota o eucariota que contiene un vector segun la inven-
cidn.

La invencidén se refiere ademds a un método para la
produccidén de un anticuerpo recombinante humano o humanizado
segun la invencidn, caracterizado porque se expresa un acido
nucleico segun la invencidén en una célula hospedante proca-
riota o eucariota y se recupera dicho anticuerpo de dicha
célula o el 1liquido sobrenadante del cultivo celular. La
invencidén se refiere ademas al anticuerpo que puede obtenerse
por dicho método recombinante.

Los anticuerpos segun la invencidén son uUtiles en espe-
cial para la prevencidén de tumores secundarios/metéstasis o
para el tratamiento de enfermedades vasculares, por ejemplo
las retinopatias.

Descripcidén detallada de la invencidn

La invencidén se refiere a un anticuerpo que se une es-
pecificamente a la angiopoyetina-2 humana (ANG-2), caracte-
rizado porque como regidén CDR3 de dominio variable de cadena
larga contiene una regidén CDR3 de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO:
41, o SEQ ID NO: 49.

En una forma de ejecucidédn de la invencidn, el anti-
cuerpo se caracteriza porque

a) el dominio variable de cadena larga contiene una
regién CDR3 de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 17,
SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 41, o SEQ ID NO: 49,

una regién CDR2 de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
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18, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 42, o SEQ ID NO:
50, y una regidén CDR1 de la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 19, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 43, o SEQ
ID NO: 51 y

b) el dominio wvariable de cadena corta contiene una
regién CDR3 de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 44, o SEQ ID NO: 52,
una regidén CDR2 de la SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
21, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 45, o SEQ ID NO:
53, y una regidén CDR1 de la SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 22, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 46, o SEQ
ID NO: 54.

El anticuerpo se caracteriza con preferencia porque
contiene

a) el dominio variable de cadena larga de la SEQ ID NO:
7, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO:
39, SEQ ID NO: 47, o SEQ ID NO: 55; y

b) el dominio variable de cadena corta de la SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO:
40, SEQ ID NO: 48, o SEQ ID NO: 56.

Otra forma de ejecucidédn de la invencidn es un anticuer-
PO que se une especificamente a la ANG-2 humana, dJue se
caracteriza porque el anticuerpo no se une especificamente a
la angiopoyetina 1 humana (ANG-1). Los anticuerpos tipicos,
que se unen especificamente a la ANG-2 humana, pero no a la
ANG-1 humana, son p.ej. el Ang2s R3 LCO3, Ang2s LCO9,
Ang2i LCO6, Ang2i LCO7, o los anticuerpos que se unen al

mismo epitope que el Ang2s R3 LCO03, Ang2s LCO09, Ang2i LCO6,
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Ang2i LCO7, Ang2i LC10, con preferencia los que se unen al
mismo epitope que el Ang2i LCO6. Por tanto, en una forma de
ejecucidén de la invencidn, el anticuerpo se une especifica-
mente a la angiopoyetina-2 humana (ANG-2) pero no se une a la
ANG-1 humana por el mismo epitope gque el Ang2s R3 LCO3,
Ang2s LC09, Ang2i LCO06, Ang2i LCO7, Ang2i LC10, con preferen-
cia por el mismo epitope que el Ang2i LCO6. Tales anticuerpos
que se unen especificamente a la ANG-2, pero no a la ANG-1
pueden tener propiedades mejoradas, por ejemplo eficacia,
menor toxicidad, propiedades farmacocinéticas, si se comparan
con los anticuerpos especificos de la ANG-2 y de la ANG-1.

Por consiguiente, en una forma de ejecucidén de la in-
vencidédn, el anticuerpo, gque se une especificamente a la
angiopoyetina-2 humana (ANG-2) pero no a la ANG-1 humana, se
caracteriza porque:

a) el dominio variable de cadena larga contiene una
regién CDR3 de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 25,
SEQ ID NO: 33, o SEQ ID NO: 49, una regidén CDR2 de la SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 34, o SEQ ID
NO: 50, y una regidén CDR1 de la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 11,
SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 35, o SEQ ID NO: 51 y

b) el dominio variable de cadena corta contiene una
regién CDR3 de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 28,
SEQ ID NO: 36, o SEQ ID NO: 52, una regidén CDR2 de la SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 37, o SEQ ID
NO: 53, y una regién CDR1 de la SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 14,

SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 38, o SEQ ID NO: 54.
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Con preferencia, dicho anticuerpo que se une especifi-
camente a la angiopoyetina-2 humana (ANG-2) pero no a la ANG-
1 humana, se caracteriza por contener

a) el dominio variable de cadena larga de la SEQ ID NO:
7, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 39, o SEQ ID NO:
55; vy

b) el dominio variable de cadena corta de la SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 40, o SEQ ID NO:
56.

En una forma de ejecucidn, dicho anticuerpo segun la
invencidn se caracteriza porque

a) el dominio variable de cadena larga contiene una
regién CDR3 de la SEQ ID NO: 1, o SEQ ID NO: 9, una regidn
CDR2 de la SEQ ID NO: 2, o SEQ ID NO: 10, y una regidén CDR1
de la SEQ ID NO: 3, o SEQ ID NO: 11 vy

b) el dominio wvariable de cadena corta contiene una
regién CDR3 de la SEQ ID NO: 4, o SEQ ID NO: 12, una regidn
CDR2 de la SEQ ID NO: 5, o SEQ ID NO: 13, y una regidédn CDR1
de la SEQ ID NO: 6, o SEQ ID NO: 14.

En una forma de ejecucidn, dicho anticuerpo segun la
invencidén se caracteriza porque contiene:

a) el dominio variable de cadena larga de la SEQ ID NO:
7, o SEQ ID NO: 15; y

b) el dominio variable de cadena corta de la SEQ ID NO:
8, o SEQ ID NO: 16.

En una forma de ejecucidén, dicho anticuerpo segun la

invencidén se caracteriza porque
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a) el dominio variable de cadena larga contiene una
regién CDR3 de la SEQ ID NO: 1, una regidn CDR2 de la SEQ ID
NO: 2, y una regién CDR1 de la SEQ ID NO: 3 vy

b) el dominio wvariable de cadena corta contiene una
regién CDR3 de la SEQ ID NO: 4, una regidn CDR2 de la SEQ ID
NO: 5, y una regién CDR1 de la SEQ ID NO: 6.

En una forma de ejecucidn, dicho anticuerpo segun la
invencidn se caracteriza porque contiene:

a) el dominio variable de cadena larga de la SEQ ID NO:

b) el dominio variable de cadena corta de la SEQ ID NO:

En una forma de ejecucidn, dicho anticuerpo segun la
invencidn se caracteriza porque

a) el dominio variable de cadena larga contiene una
regidén CDR3 de la SEQ ID NO: 17, una regidén CDR2 de la SEQ ID
NO: 18, y una regidédn CDR1 de la SEQ ID NO: 19 y

b) el dominio variable de cadena corta contiene una
regidén CDR3 de la SEQ ID NO: 20, una regidén CDR2 de la SEQ ID
NO: 21, y una regidédn CDR1 de la SEQ ID NO: 22.

En una forma de ejecucidén, dicho anticuerpo segun la
invencidén se caracteriza porque contiene:

a) el dominio variable de cadena larga de la SEQ ID NO:
23; ¥y

b) el dominio variable de cadena corta de la SEQ ID NO:

24.
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El anticuerpo segun la invencidédn se caracteriza con
preferencia porque dicho anticuerpo es del subgrupo IgGl
humano o es del subgrupo IgG4 humano.

El término “anticuerpo” abarca las diversas formas de
estructuras de anticuerpo, incluidos, pero sin limitarse a
ellos: los anticuerpos totales y los fragmentos de anti-
cuerpo. El anticuerpo segun la invencidédn es con preferencia
un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico o incluso
un anticuerpo de ingenieria genética, en el supuesto de que
conserve las propiedades caracteristicas segun la invencidn.

Los “fragmentos de anticuerpo” contienen una porcidbn de
un anticuerpo de longitud completa, con preferencia el domi-
nio variable del mismo, o por lo menos el sitio del mismo que
se une al antigeno. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo
incluyen a los diacuerpos, las moléculas de anticuerpo de
cadena simple (scFv o scFab) y los anticuerpos multiespeci-
ficos (p.ej. biespecificos) formados a partir de fragmentos
de anticuerpo. Los fragmentos scFv se han descrito, p.ej. en
Houston, J.S., Methods in Enzymol. 203, 46-88, 1991). Ademas,
los fragmentos de anticuerpo contienen polipéptidos de cadena
simple que tienen las caracteristicas del dominio Vg, a
saber, que son capaces de combinarse con el dominio Vi, o las
del dominio V; que se une a la ANG-2, a saber, que son
capaces de combinarse con el dominio Vy para formar un sitio
de fijacidén funcional sobre el antigeno y, de este modo,
aportar esta propiedad. Los scFv pueden estabilizarse p.ej.
con a) un disulfuro (véase p.ej. en WO 94/029350, Rajagopal,

V. y col., Prot. Engin. 10 (12), 1453-59, 1997; Kobayashi, H.
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y col., Nuclear Medicine & Biology, vol. 25, 387-393, 1998; o
Schmidt, M. y col., Oncogene 18, 1711-1721, 1999); o con b)
estructuras estabilizadas (p.ej. con mutaciones especificas
de estructuras estabilizadas especificas, véase p.ej. WO
2007/109254, p.ej. US7,258,985, Furrer, F., y col., Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 50 (2009), pp. 771-778 o Ottiger, M., y
col., Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 50 (2009), pp. 779-786.

Los términos “anticuerpo monoclonal” o “composicidn de
anticuerpo monoclonal” se emplean agul para 1indicar una
preparacidén de moléculas de anticuerpo de una composicidn
simple de aminoacidos.

El término “anticuerpo quimérico” indica un anticuerpo
que contiene una regidén variable, es decir, una regidén de
fijacidén, de una fuente o especie y por lo menos una porcidn
de una regidén constante derivada de una fuente o especie
diferente, obtenido habitualmente por técnicas de DNA recom-
binante. Son preferidos los anticuerpos quiméricos que con-
tienen una regidén variable murina y una regidn constante
humana. Otras formas preferidas de los “anticuerpos quiméri-

”

cos” contemplados en la presente invencidén son aquellas, en
las que la regidén constante se ha modificado o cambiado con
respecto a la del anticuerpo original para generar las pro-
piedades seglin la invencidn, especialmente en lo tocante a la
fijacidén sobre Clg y/o la fijacidén sobre el receptor de Fc
(FcR) . Dichos anticuerpos quiméricos se denominan también
“anticuerpos cambiados de grupo”. Los anticuerpos quiméricos

son el producto de genes de inmunoglobulina expresados dque

contienen segmentos de DNA que codifican regiones variables
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de inmunoglobulina y segmentos de DNA que codifican regiones
constantes de inmunoglobulina. Los métodos para producir an-
ticuerpos quiméricos incluyen las técnicas convencionales de
DNA recombinante y de transfeccidédn genética, que los expertos
conocen bien, véase p.ej. Morrison, S.L. y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81, 6851-6855, 1984; USs 5,202,238 vy US
5,204,244.

El término “anticuerpo humanizado” indica anticuerpos
en las que las regiones de estructura o “regiones determinan-
tes de complementariedad” (CDR) se han modificado para que
contengan la CDR de una inmunoglobulina de especificidad di-
ferente con respecto a la de la inmunoglobulina original. En
una forma preferida de ejecucidn, se injerta una CDR murina
en la regidén de estructura de un anticuerpo humano para
obtener el “anticuerpo humanizado”, véase p.ej. Riechmann, L.
y col., Nature 332, 323-327, 1988; y Neuberger, M.S. y col.,
Nature 314, 268-270, 1985. Las CDR especialmente preferidas
corresponden a las que representan secuencias gue reconocen a
los antigenos antes mencionados de los anticuerpos qgquiméri-
cos. Otras formas de “anticuerpos humanizados” contemplados
en la presente invencién son aquellas, en las que la regidn
constante se ha modificado o cambiado adicionalmente con
respecto al anticuerpo original para dgenerar propiedades
segun la invencidén, en especial en lo que respecta a la unidn
con el Clg y/o ala unidén con el receptor de Fc (FcR).

El término “anticuerpo humano” se emplea aqui para
indicar anticuerpos que tienen regiones variables y constan-

tes derivadas de las secuencias de inmunoglobulina de linea
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germinal humana. Los anticuerpos humanos son bien conocidos
en el estado de la técnica (van Dijk, M.A. y van de Winkel,
J.G., Curr. Opin. Chem. Biol. 5, 368-374, 2001). Los anti-
cuerpos humanos pueden obtenerse también en animales trans-
génico (p.ej., ratones) que, después de la inmunizacidn, son
capaces de producir un repertorio completo o una seleccidn de
anticuerpos humanos en ausencia de produccidén enddbgena de
inmunoglobulina. La transferencia de la disposicidédn genética
de la inmunoglobulina de la linea germinal humana a dichos
ratones mutantes de linea germinal puede traducirse en la
produccidén de anticuerpos humanos después del contacto con el
antigeno (ver, p.ej., Jakobovits, A. y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90, 2551-2555, 1993; Jakobovits, A. y col.,
Nature 362, 255-258, 1993; Bruggemann, M. vy col., Year
Immunol. 7, 33-40, 1993). Los anticuerpos humanos pueden pro-
ducirse también en bibliotecas de exposicidédn de fagos
(Hoogenboom, H.R. y Winter, G., J. Mol. Biol. 227, 381-388,
1992; Marks, J.D. y col., J. Mol. Biol. 222, 581-597, 1991).
Se dispone también de las técnicas de Cole, S.P.C. y col. y
de Boerner y col. para la obtencidn de anticuerpos monoclo-
nales humanos (Cole, S.P.C. y col., Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Liss, A.R., p. 77-96, 1985; y Boerner, P. vy
col., J. Immunol. 147, 86-95, 1991). Tal como se ha mencio-
nado antes para 1los anticuerpos gquiméricos y humanizados
segun la invencidén, el término “anticuerpo humano” se emplea
aqui para indicar los anticuerpos que se han modificado en la

regidén constante para generar propiedades segln la invenciédn,

en especial en lo que respecta a la unidén al Clg y/o a la
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unidén al FcR, p.ej. por “cambio de grupo”, es decir, cambio o
mutaciédn de partes del Fc (p.ej. de la IgGl a la IgG4 y/o
mutacidén IgGl/IgG4) .

El término “anticuerpo humano recombinante” se emplea
aqui para indicar todos los anticuerpos humanos gque se ob-
tienen, expresan, crean o aislan por medios recombinantes,
como son los anticuerpos aislados de una célula hospedante
por ejemplo una célula NSO o CHO o de un animal (p.ej. un
ratdén) que sea transgénico en cuanto a los genes de la inmu-
noglobulina humana o los anticuerpos expresados empleando un
vector de expresidn recombinante transfectado a una célula
hospedante. Tales anticuerpos humanos recombinantes tienen
regiones variables y constantes en una forma reordenada. Los
anticuerpos humanos recombinantes segun la invencidén se han
sometido a una hipermutacién somdtica “in vivo”. Por tanto,
las secuencias de aminocadcidos de las regiones VH y VL del
anticuerpo recombinante son secuencias due, en cuanto
derivadas de y relacionadas con las secuencias VH y VL de
linea germinal humana, no pueden existir de modo natural en
del repertorio de lineas germinales de anticuerpos humanos
“in vivo”.

El “dominio wvariable” (dominio wvariable de una cadena
corta (Vy), regidédn variable de una cadena larga (Vy) se
emplea aqul para indicar cada uno de los pares de cadenas
cortas y largas que intervienen directamente en la fijacidn
del anticuerpo sobre el antigeno. Los dominios de cadenas
variables humanas, cortas y largas, tienen la misma estruc-

tura general vy cada dominio contiene cuatro regiones de



10

15

20

25

_25_

estructura (FR), cuyas secuencias estdn muy conservadas,
conectadas por tres “regiones hipervariables” (o regiones
determinantes de complementariedad, CDR). Las regiones es-
tructurales adoptan una conformacidén de lamina B y las CDR
pueden formar bucles que conecten la estructura de lamina B.
Las CDR de cada cadena se mantienen en su estructura tridi-
mensional gracias a las regiones de estructura y junto con
las CDR de la otra cadena forman el sitio de fijacidén sobre
el antigeno. Las regiones CDR3 de cadena larga y corta del
anticuerpo desempefian un rol especialmente importante en la
especificidad de unién/afinidad de los anticuerpos segun la
invencién y por ello constituyen otro objeto de la invencién.

El término “porcidén de un anticuerpo que se fija sobre
el antigeno” se emplea aqul para indicar restos aminoacido de
un anticuerpo que son los que efectuan la unidén al antigeno.
La porcién de un anticuerpo que se fija sobre el antigeno
comprende los restos aminocdcido de las “regiones determinan-
tes de complementariedad” o Y“CDR”. Las regiones de “estruc-
tura” o regiones “FR” son aquellas regiones de dominio
variable distintas de los residuos de regidén hipervariable
aqui definidos. Por tanto, los dominios variables de cadenas
largas y cortas de un anticuerpo abarcan desde el extremo N
al extremo C de los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3,
y FR4. En especial, la CDR3 de cadena larga es la regidén, que
contribuye en mayor grado a la fijacidén sobre el antigeno vy
es la que define las propiedades del anticuerpo. Las regiones
CDR y FR se determinan con arreglo a la definicién esténdar

de Kabat, E.A. y col., Sequences of Proteins of Immunological
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Interest, 5% ed., Public Health Service, National Institutes
of Health, Bethesda, MD (1991) vy/o aquellos restos de un
“bucle hipervariable”.

Los términos “acido nucleico” o “molécula de acido
nucleico”, se emplean aqui para incluir las moléculas de DNA
y las de RNA. Una molécula de acido nucleico puede ser de
hebra simple o de hebra doble, pero es con preferencia un DNA
de hebra doble.

El término “aminodcido” se emplea en esta solicitud
para indicar un grupo de o«a-carboxi-aminodcidos de origen
natural, que comprenden la alanina (cddigo de tres letras:
ala, cdédigo de una letra: A), arginina (arg, R), asparagina
(asn, N), é&cido aspartico (asp, D), cisteina (cys, C),
glutamina (gln, Q), &cido glutémico (glu, E), glicina (gly,
G), histidina (his, H), isoleucina (ile, I), leucina (leu,
L), lisina (lys, K), metionina (met, M), fenilalanina (phe,
F), prolina (pro, P), serina (ser, S), treonina (thr, T),
triptéfano (trp, W), tirosina (tyr, Y) y valina (val, V).

Un &cido nucleico estd “unido operativamente” cuando se
coloca en una relacién funcional con otra secuencia de acido
nucleico. Por ejemplo, el DNA de una pre-secuencia o lider
secretorio esta unido operativamente con un DNA de un poli-
péptido si se expresa como pre-proteina que participa en la
secrecidén del polipéptido; un promotor o intensificador esta
unido operativamente con una secuencia codificadora si afecta
la transcripcidén de la secuencia; o un sitio de unidén de un
ribosoma estd unido operativamente con una secuencia

codificadora si estd posicionado de tal manera que facilita
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la traduccidédn. En general, “unido operativamente” significa
que las secuencias de DNA gque se van a unir son contiguas, vy,
en el caso de un lider secretorio, son contiguas y estan
dentro del marco de lectura. Sin embargo, los intensificado-
res no tienen que estar contiguos. La unidén se realiza por
ligacidén en sitios de restriccidén oportunos. Si no existen
tales sitios, se empleardn adaptadores o engarces oligo-
nucledtidos sintéticos con arreglo a la practica convencio-
nal.

Tal como se emplean aqui, las expresiones “célula”,
“linea celular” y “cultivo celular” se emplean indistinta-
mente y todas las denominaciones incluyen la progenie. Por
tanto, las palabras “transformantes” y “células transforma-

”

das incluyen la célula objeto primaria y los cultivos
derivados de la misma con independencia del numero de trans-
ferencias. Se da también por supuesto que toda la progenie
puede que no sea exactamente idéntica en cuanto al contenido
de DNA, debido a las mutaciones deliberadas o inadvertidas.
Se incluye la progenie variante que tiene la misma funcidén o
actividad bioldégica que se ha explorado en la célula trans-
formada original. Cuando existan distintas denominaciones, su
significado resultard claro por el contexto.

Tal como se emplea aqui, el término “unién” o “fijaciédn
especifica” indica la unién del anticuerpo a un epitope del
antigeno (la ANG-2) en un ensayo “in vitro”, con preferencia
en un ensayo de resonancia de plasmén (BIAcore, GE-Healthcare

Upsala, Suecia) (ejemplo 3) con el antigeno ANG-2 de tipo

salvaje purificado. La afinidad de la unidén se define en tér-
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minos ka (constante de velocidad de asociacidén del anticuerpo
del complejo de anticuerpo/antigeno), kp (constante de diso-
ciacién) y Kp (kp/ka). La unidén o fijacidn especifica indica
una afinidad de unidén (Kp) de 107® moles/l o menos, con
preferencia de 107° M a 107" moles/1.

La fijacidén del anticuerpo con el FcyRIII puede inves-
tigarse mediante un ensayo BIAcore (GE-Healthcare, Upsala,
Suecia). La afinidad de 1la unidén se define mediante los
términos ka (constante de velocidad de asociacidédn del anti-
cuerpo del complejo de anticuerpo/antigeno), kp (constante de
disociacidén) y Kp (kp/ka).

Tal como se emplea aqui, el término “gue no se une a la
ANG-1"” o “que no se une especificamente a la ANG-1"” indica
que el anticuerpo tiene un valor EC50 superior a 8000 ng/ml
en un ensayo ELISA “in vitro” de fijacidén sobre la ANG-1
(segin ejemplo 2).

El término ‘“epitope” incluye cualquier determinante
polipeptidico capaz de la unidén especifica con un anticuerpo.
En ciertas formas de ejecucidén, el determinante epitope
incluye a grupos de moléculas de superficie quimicamente ac-
tivos, como son los aminodcidos, cadenas laterales de azucar,
fosforilo o sulfonilo vy, en ciertas formas de ejecucidn,
pueden tener caracteristicas estructurales tridimensionales
especificas vy/o caracteristicas especificas de carga. Un
epitope es una regidén de un antigeno que estd unida a un
anticuerpo.

La “parte Fc” de un anticuerpo no interviene directa-

mente en la fijacidén de un anticuerpo sobre un antigeno, pero
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presenta varias funciones efectoras. La “parte Fc de un anti-
cuerpo” es un término que los expertos ya conocen y se define
en base a la descomposicidén de anticuerpos con papaina. En
funcidén de la secuencia de aminoacidos de sus cadenas largas,
los anticuerpos o inmunoglobulinas se dividen en los siguien-
tes grupos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varios de ellos
pueden subdividirse a su vez en subgrupos (isotipos), p.ej.
IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4; IgAl e IgA2. Segun las regiones
constantes de cadena larga, los diferentes grupos de inmuno-
globulinas se denominan o, &, €, Yy Yy H, respectivamente. La
parte Fc de un anticuerpo interviene directamente en la ADCC
(citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo)
y CDC (citotoxicidad dependiente de complemento) basada en la
activacién de complemento, la fijacidén a Clg y la fijacién al
receptor de Fc. La activaciédn de complemento (CDC) se inicia
con la fijacidén del factor de complemento de Clg sobre la
parte Fc de la mayoria de los subgrupos de anticuerpos IgG.
La influencia de un anticuerpo sobre el sistema de complemen-
to depende de ciertas condiciones, mientras que la fijacién
sobre el Clg se debe a sitios de fijacidén definidos existen-
tes en la parte Fc. Estos sitios de fijacidédn ya son conocidos
en el estado de la técnica y se han descrito p.ej. en Boakle,
R.J. y col., Nature 282, 742-743, 1975; Lukas, T.J. y col.,
J. Immunol. 127, 2555-2560, 1981; Brunhouse, R. y Cebra,
J.J., Mol. Immunol. 16, 907-917, 1979; Burton, D.R. y col.,
Nature 288, 338-344, 1980; Thommesen, J.E. y col., Mol. Immu-
nol. 37, 995-1004, 2000; Idusogie, E.E. y col., J. Immunol.

164, 4178-4184, 2000; Hezareh, M. y col., J. Virology 75,
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12161-12168, 2001; Morgan, A. y col., Immunology 86, 319-324,
1995; EP 0307434. Estos sitios de fijacidén son p.ej. el L234,
L235, D270, N297, E318, K320, K322, P331 y P329 (numeracidn
con arreglo al indice EU de Kabat, ver méds abajo). Los anti-
cuerpos del subgrupo IgGl, IgG2 e IgG3 presentan normalmente
activacidén de complemento y fijacidn sobre Clg y C3, mientras
que la IgG4 no activa el sistema de complemento y no se fija
sobre el Clg ni el C3.

El anticuerpo segun la invencidén comprende con prefe-
rencia una parte Fc de origen humano, que es una parte Fc de
un anticuerpo humano del subgrupo IgGl.

El anticuerpo segun la invencidn se caracteriza porque
las cadenas constantes son de origen humano. Estas cadenas
constantes son bien conocidas en el estado de la técnica y se
han descrito p.ej. en Kabat, E.A. (véase p.ej. Johnson, G. y
Wu, T.T., Nucleic Acids Res. 28, 214-218, 2000). Por ejemplo,
una regidén constante de cadena larga humana Util comprende
una secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 57 o de la SEQ
ID NO: 58. Por ejemplo, una regidén constante de cadena corta
humana 0til comprende una secuencia de aminoacidos de una
regién constante de cadena corta kappa de la SEQ ID NO: 59, o
de una regidén constante de cadena corta lambda de la SEQ ID
NO: 60.

El término “regidén constante” se emplea en la presente
solicitud para indicar la suma de los dominios de un anti-
cuerpo distintos a la regidén variable. La regidn constante no
participa directamente en la fijacidédn sobre un antigeno, pero

posee varias funciones efectoras. En funcidén de la secuencia
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de aminodcidos de la regidn constante de sus cadenas largas,
los anticuerpos se dividen en los subgrupos: IgA, IgD, IgE,
IgG e IgM y varios de ellos pueden dividirse a su vez en
subgrupos, por ejemplo el IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4; IgAl e
IgA2. Las regiones constantes de cadena larga gue correspon-
den a los diferentes grupos de anticuerpos se denominan o, 9O,
€, Y Y 1, respectivamente. Las regiones constantes de cadena
corta, que pueden encontrarse en los cincos grupos de anti-
cuerpo, se denominan k (kappa) y A (lambda).

El término “regidn constante derivada de origen humano”
se emplea en la presente solicitud para indicar una regidn
constante de cadena larga de un anticuerpo humano de los
subgrupos IgGl, IgG2, IgG3 o IgG4 y/o una regidn constante de
cadena corta kappa o lambda. Dichas regiones constantes son
bien conocidas en el estado de la técnica y se han descrito
por Kabat, E.A., (véase p.ej. Johnson, G. y Wu, T.T., Nucleic
Acids Res. 28, 214-218, 2000; Kabat, E.A. y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 72, 2785-2788, 1975.

Los anticuerpos del subgrupo IgG4 presentan una menor
fijacidén sobre el receptor de Fc (FcyRIIIa), mientras que los
anticuerpos de otros subgrupos IgG presentan una unidn
fuerte. Sin embargo, el Pro238, Asp265, Asp270, Asn297 (pér-
dida del hidrato de carbono de Fc), Pro329, Leu234, Leu235,
Glyz236, Gly237, Ile253, Ser254, Lis288, Thr307, Gln311,
Asn434 y His435 son restos que, si se alteran, proporcionan
también wuna fijacién reducida sobre el receptor del Fc

(Shields, R.L. y col., J. Biol. Chem. 276, 6591-6604, 2001;



10

15

20

25

_32_
Lund, J. y col., FASEB J. 9, 115-119, 1995; Morgan, A. y
col., Immunology 86, 319-324, 1995; EP 0 307 434).

En wuna forma de ejecucidn, un anticuerpo segun la
invencidén tiene una fijacidén reducida sobre el FcR si se
compara con un anticuerpo IgGl y el anticuerpo original mono-
especifico bivalente en lo que respecta a la fijacidn sobre
el FcR es del subgrupo IgG4 o del subgrupo IgGl o IgGZ2 con
una mutacidén en S228, L234, L235 y/o D265, y/o contiene la
mutacidédn PVA236. En una forma de ejecucidn, las mutaciones en
el anticuerpo original monoespecifico bivalente son la $S228P,
L234A, L235A, L235E y/o PVA236. En otra forma de ejecucidn,
las mutaciones en el anticuerpo original monoespecifico
bivalente son la S228P en la IgG4 y las L234A y L235A en la
IgGl. Las regiones constantes de cadena larga se representan
en las SEQ ID NO: 57 y 58. En una forma de ejecucidn, la
regidén constante de cadena larga del anticuerpo original mo-
noespecifico bivalente es de la SEQ ID NO: 57 con las muta-
ciones L234A y L235A. En otra forma de ejecucidn, la regidn
constante de cadena larga del anticuerpo original monoespe-
cifico bivalente es de la SEQ ID NO: 58 con la mutacién
S228P. En otra forma de ejecucidn, la regidn constante de
cadena corta del anticuerpo original monoespecifico bivalente
es la regidén de cadena corta kappa de la SEQ ID NO: 59 o 1la
regidén de cadena corta lambda de la SEQ ID NO: 60. Con pre-
ferencia, la regidén constante de cadena larga del anticuerpo
original monocespecifico bivalente es de la SEQ ID NO: 57 o de

la SEQ ID NO: 58 con la mutacidédn S228P.
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La regidén constante de un anticuerpo participa direc-
tamente en la ADCC (citotoxicidad mediada por la célula de-
pendiente de anticuerpo) y en la CDC (citotoxicidad depen-
diente del complemento). La activacidén del complemento (CDC)
se inicia con la fijacidén del factor de complemento Clg sobre
la regidén constante de la mayor parte de los subgrupos de
anticuerpos IgG. La fijacidén del Clg sobre un anticuerpo
viene provocada por interacciones proteina-proteina definidas
en el sitio llamada de fijacidédn. Dichos sitios de fijacidn de
regidén constante se conocen en el estado de la técnica y se
han descrito p.ej. en Lukas, T.J. y col., J. Immunol. 127,
2555-2560, 1981; Brunhouse, R. y Cebra, J.J., Mol. Immunol.
lo, 907-917, 1979; Burton, D.R. y col., Nature 288, 338-344,
1980; Thommesen, J.E. y col., Mol. Immunol. 37, 995-1004,
2000; Idusogie, E.E. y col., J. Immunol. 164, 4178-4184,
2000; Hezareh, M. y col., J. Virol. 75, 12161-12168, 2001;

Morgan, A. y col., Immunology 86, 319-324, 1995; %
EP 0 307 434. Dichos sitios de fijacidén de regidn constante
se caracterizan p.ej. por los aminoacidos L234, L235, D270,
N297, E318, K320, K322, P331 y P329 (numeracidén segun el
indice EU de Kabat).

El término “citotoxicidad celular dependiente de anti-
cuerpo (ADCC)” indica la lisis de células diana humanas por
accidén de un anticuerpo segin la invencidédn en presencia de
células efectoras. La ADCC se mide con preferencia mediante
el tratamiento de una preparacidén de células que expresan al

CCR5 con un anticuerpo seguin la invencidén en presencia de

células efectoras, por ejemplo las PBMC recién aisladas o las
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células efectoras purificadas a partir de capas leucocitarias
(buffy coats), como son los monocitos o las células asesinas
naturales (NK) o una linea celular de NK de crecimiento per-
manente.

El término “citotoxicidad dependiente del complemento
(CDC)” indica un proceso iniciado con la fijacidén del factor
de complemento Clg sobre la parte Fc de la mayoria de sub-
grupos de anticuerpos IgG. La unidén del Clg a un anticuerpo
es causada por interacciones proteina-proteina definidas en
el sitio llamado de fijacidén. Dichos sitios de fijacidén de la
parte Fc son conocidos en el estado de la técnica (ver mas
arriba). Dichos sitios de fijacidén de la parte Fc se carac-
terizan p.ej. por los aminoacidos L234, L235, D270, N297,
E318, K320, K322, P331 y P329 (numeracidén segun el indice EU
de Kabat). Los anticuerpos de los subgrupos IgGl, IgG2 e IgG3
presentan normalmente activacidédn del complemento incluida la
fijacidén sobre el Clg y C3, mientras que el IgG4 no activa el
sistema de complemento y no se fija sobre el Clg y/o el C3.

El anticuerpo seguin la invencidén se produce por métodos
recombinantes. Por tanto, un aspecto de la presente invencidn
es un acido nucleico que codifica al anticuerpo segun la in-
vencién y otro aspecto es una célula que contiene dicho acido
nucleico que codifica a un anticuerpo segun la invencidbén. Los
métodos de produccidén recombinante son muy conocidos en el
estado de la técnica y consisten en la expresidén de la
proteina en células procariotas y eucariotas y el posterior
aislamiento del anticuerpo y normalmente la purificacidén del

mismo hasta una pureza farmacéuticamente aceptable. Para la
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expresiédn de los anticuerpos del modo antes mencionado en una
célula hospedante, se 1insertan 1los acidos nucleicos que
codifican a las correspondientes cadenas cortas y largas
modificadas en vectores de expresidn por métodos estandar. La
expresién se realiza en células hospedantes eucariotas o
procariotas apropiadas, por ejemplo células CHO, células NSO,
células SP2/0, células HEK293, células COS, células PER.C6,
levaduras o células de E. coli y se recupera el anticuerpo de
las células (del ligquido sobrenadante o de las células des-
pués de la lisis). Los métodos generales de produccidn recom-
binante de anticuerpos son bien conocidos en el estado de la
técnica y se han descrito por ejemplo en los articulos de
revisién de Makrides, S.C., Protein Expr. Purif. 17, 183-202,
1999; Geisse, S. y col., Protein Expr. Purif. 8, 271-282,
1996; Kaufman, R.J., Mol. Biotechnol. 16, 151-161, 2000;
Werner, R.G., Drug Res. 48, 870-880, 1998.

Los anticuerpos segun la invencidén se separan del medio
de cultivo de modo conveniente por procedimientos convencio-
nales de purificacién de inmunoglobulina, por ejemplo, pro-
teina A-sefarosa, cromatografia a través de hidroxilapatita,
electroforesis a través de gel, didlisis o cromatografia de
afinidad. El1 DNA y el RNA que codifican a los anticuerpos
monoclonales se aisla facilmente y se secuencia aplicando
procedimientos convencionales. Las células de hibridoma pue-
den servir como fuentes de dichos DNA y RNA. Una vez aislado,
el DNA puede insertarse en vectores de expresidn, dgque se
transfectan a células hospedantes del tipo células HEK 293,

células CHO o células de mieloma que de otro modo no produ-
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cirian proteina de inmunoglobulina para realizar la sintesis
de anticuerpos monoclonales recombinantes en células hospe-
dantes.

Las variantes de secuencias de aminoacidos (o mutantes)
del anticuerpo segun la invencidén se obtienen introduciendo
los cambios apropiados de nucledétidos en el DNA del anti-
cuerpo o por sintesis de nucledtidos. Sin embargo, estas mo-
dificaciones pueden realizarse solamente en un intervalo muy
limitado, p.ej. del modo antes descrito. Por ejemplo, las
modificaciones no alteran las caracteristicas del anticuerpo
antes mencionadas, por ejemplo el isotipo de IgG vy la
fijacidén sobre el antigeno, pero pueden mejorar el rendi-
miento de la produccidén recombinante, la estabilidad de 1la
proteina o facilitar la purificaciédn.

El término “célula hospedante” se emplea en la presente
solicitud para indicar cualquier tipo de sistema celular que
puede disefilarse para generar los anticuerpos segun la pre-
sente invencidén. En una forma de ejecucidn, las células
HEK293 y las células CHO se emplean como células hospedantes.
Tal como se emplea aqui, las expresiones “célula”, “linea ce-
lular” y “cultivo celular” se emplean indistintamente y todas
las denominaciones incluyen a la progenie. Por tanto, las
palabras “transformantes” y “células transformadas” incluyen
la célula objeto primaria y los cultivos derivados de la
misma con independencia del numero de transferencias. Se da
también por supuesto que toda la progenie puede que no sea
exactamente idéntica en cuanto al contenido de DNA, debido a

las mutaciones deliberadas o inadvertidas. Se incluye la
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progenie variante que tiene la misma funcidén o actividad
bioldgica gque se ha explorado en la célula transformada
original.

La expresidén en células NSO se ha descrito p.ej. en
Barnes, L.M. y <col., Cytotechnology 32, 109-123, 2000;
Barnes, L.M. y col., Biotech. Bioeng. 73, 261-270, 2001. La
expresidén transitoria se ha descrito p.ej en Durocher, Y. vy
col., Nucl. Acids. Res. 30, E9, 2002. La clonacidén de los
dominios wvariables se ha descrito en Orlandi, R. y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 3833-3837, 1989; Carter, P. y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 4285-4289, 1992; vy
Norderhaug, L. y col., J. Immunol. Methods 204, 77-87, 1997.
Un sistema de expresidén transitoria preferido (HEK 293) se ha
descrito en Schlaeger, E.-J. y Christensen, K., en Cytotech-
nology 30, 71-83, 1999 y en Schlaeger, E.-J., en J. Immunol.
Methods 194, 191-199, 1996.

Las secuencias de control idéneas para procariotas, por
ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia de
operador y un sitio de unidén a un ribosoma. Se sabe que las
células eucariotas utilizan promotores, intensificadores vy
sefiales de poliadenilaciédn.

Un &cido nucleico estd “unido operativamente” cuando se
coloca en una relacidén funcional con otra secuencia de acido
nucleico. Por ejemplo, el DNA de una pre-secuencia o lider
secretorio esta unido operativamente con un DNA de un poli-
péptido si se expresa como pre-proteina que participa en la
secrecidén del polipéptido; un promotor o intensificador esta

unido operativamente con una secuencia codificadora si afecta
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la transcripcidén de la secuencia; o un sitio de unidén de un
ribosoma estd unido operativamente con una secuencia codifi-
cadora si esta posicionado de tal manera que facilita la
traduccidén. En general, “unido operativamente” significa que
las secuencias de DNA que se van a unir son contiguas, y, en
el caso de un lider secretorio, son contiguas y estan dentro
del marco de lectura. Sin embargo, los intensificadores no
tienen que estar contiguos. La unidén se realiza por ligaciédn
en sitios de restriccidén oportunos. Si no existen tales
sitios, se empleardn adaptadores o engarces oligonucledtidos
sintéticos con arreglo a la préactica convencional.

La purificacidén de anticuerpos se realiza con el fin de
eliminar componentes celulares u otros contaminantes, p.ej.
otros &cidos nucleicos o proteinas celulares, por técnicas
estandar, incluido el tratamiento alcalino/SDS, el contraste
(banding) con CsCl, la cromatografia de columna, la electro-
foresis a través de gel de agarosa y otros métodos Dbien
conocidos de la técnica, véase Ausubel, F. y col., coord.,
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing vy
Wiley Interscience, Nueva York (1987). Los diferentes métodos
se han consolidado y se emplean con frecuencia para la
purificacién de proteinas, por ejemplo la cromatografia de
afinidad con proteinas microbianas (p.ej. cromatografia de
afinidad de proteina A o proteina G), cromatografia de
intercambio idénico (p.ej. intercambio catidénico (resinas de
carboximetilo), intercambio anidénico (resinas de aminoetilo)
y de intercambio mixto), la adsorcidédn tidfila (p.ej. con

beta-mercaptoetanol vy otros 1ligandos SH), 1la interaccidn
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hidréfoba o la cromatografia de adsorcidén aromatica (p.ej.
con fenil-sefarosa, resinas aza-arendéfilas o con A&cido m-
aminofenilbordédnico), cromatografia de afinidad con quelatos
metdlicos (p.ej. con material de afinidad Ni(II) y Cu(II)),
la cromatografia de exclusidén de tamafios y los métodos
electroforéticos (por ejemplo la electroforesis a través de
gel, la electroforesis capilar) (Vijayalakshmi, M.A., Appl.
Biochem. Biotech. 75, 93-102, 1998).

La invencidén se refiere a un método para el tratamiento
de un paciente que necesite la terapia, caracterizado por
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz
de un anticuerpo segun la invencidn.

La invencidén se refiere al uso de un anticuerpo segun
la invencién para la terapia.

La invencidén se refiere al uso de un anticuerpo segln
la invencién para la fabricacidén de un medicamento destinado
a la prevencidén de las metastasis.

La invencidén se refiere al uso de un anticuerpo segln
la invencién para la fabricacidén de un medicamento destinado
al tratamiento del céncer.

Un aspecto de la invenciébén es una composicidén farmacéu-
tica que contiene un anticuerpo segun la invencidén. Otro
aspecto de la invencidén es el uso de un anticuerpo segun la
invencién para la fabricacidén de wuna composicidén farma-
céutica. Otro aspecto de la invencién es un método para la
fabricacién de una composicién farmacéutica que contiene un
anticuerpo segun la invencidédn. En otro aspecto, la presente

invencidén proporciona una composicidén, p.ej. una composicidn
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farmacéutica, que contiene un anticuerpo segun la presente
invencién, formulado junto con un vehiculo farmacéutico.

Una forma de ejecucidén de la invencidn es dicha com-
posicidn farmacéutica para la prevencidn de las metastasis.

Una forma de ejecucidn de la invencidn es un anticuerpo
segun la invencidn para la prevencidédn de las metastasis.

Otro aspecto de la invencidén es el uso de un anticuerpo
segun la 1invencién para la fabricacidén de un medicamento
destinado a la prevencidén de las metéstasis.

Otro aspecto de la invencidn es método de prevencidn de
metdstasis de un paciente que sufre un cancer primario, que
consiste en administrar un anticuerpo segun la invencidn a un
paciente que necesite dicho tratamiento preventivo.

Hemos podido demostrar la prevencidédn altamente eficaz
de las metédstasis espontédneas/tumores secundarios “in vivo”
en un modelo de cancer ortotdépico y otro subcutdneo (véase el
ejemplo 9) (a diferencia del modelo experimental, en el que
las células tumorales se inyectan por via i.v.). Esto es si-
milar a la situacidén clinica, en la que las células se dise-
minan a partir de un tumor primario y efectlian la metéstasis
hacia o6rganos secundarios, por ejemplo el pulmén o el higado
(donde se desarrollan los tumores secundarios).

El término “metastasis” segun la invencidén se emplea
para indicar la transmisién de células cancerosas del tumor
primario hacia uno o mas sitios diferentes de un paciente, en
los que se desarrollan los tumores secundarios. Los medios
para determinar si un cancer ha efectuado metédstasis ya con

conocidos en la técnica e incluyen el escaneo de los huesos,
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los rayos X del térax, el escaneo CAT, el escaneo MRI y los
ensayos con marcadores tumorales.

Los términos “prevencidédn de metastasis” y “prevencidn
de tumores secundarios” se emplean aqui con el mismo signifi-
cado para indicar un agente profildctico contra las metéasta-
sis en un paciente que sufra un céncer reincidente positivo
de HER2, que de este modo inhibe o reduce la transmisidn
ulterior de las células cancerosas del tumor primario hacia
uno o mas sitios situados en otras zonas del paciente. Esto
significa que se previene, retrasa o reduce la metédstasis del
tumor primario o del céncer y, de este modo, se previene, se
retrasa o se reduce el desarrollo de tumores secundarios. Se
previenen o se reducen con preferencia las metastasis, es
decir, los tumores secundarios de pulmdén, lo cual significa
que se previene o se reduce la transmisidén metastasica de
células cancerosas del tumor primario hacia el pulmdn.

Otro aspecto de 1la invencidédn es dicha composicién
farmacéutica para el tratamiento del céncer.

Otro aspecto de la invencién es un anticuerpo segun la
invencién para el tratamiento del cancer.

Otro aspecto de la invenciédn es el uso de un anticuerpo
segun la invencidén para la fabricacién de un medicamento
destinado al tratamiento del céancer.

Otro aspecto de la invencidén es método de tratamiento
de un paciente que sufre un cancer, que consiste en la admi-
nistracién de un anticuerpo segln la invencidén a un paciente

que necesite dicho tratamiento.
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Tal como se emplea aqui, “vehiculo farmacéutico” inclu-
ye a todos y cada uno de los disolventes, medios de disper-
sidén, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos,
agentes isotdnicos y retardantes de absorcidén y similares que
sean fisiolbgicamente compatibles. Con preferencia, el vehi-
culo es iddéneo para la administracidn intravenosa, intramus-
cular, subcutédnea, parenteral, espinal o epidérmica (p.e]j.
por inyeccidén o infusidn).

Una composicidén de la presente invencidn puede adminis-
trarse por una gran variedad de métodos ya conocidos de la
técnica. Los expertos sabran apreciar que la via y/o el modo
de administracidén pueden variar en funcidén de los resultados
deseados. Para administrar un compuesto de la invencidén por
ciertas vias de administracidn, puede ser necesario revestir
el compuesto con, o co-administrar el compuesto con, un
material para impedir su inactivacidén. Por ejemplo, el com-
puesto puede administrarse a un sujeto en un vehiculo apro-
piado, por ejemplo, liposomas, o un diluyente. Los diluyentes
farmacéuticamente aceptables incluyen la solucidn salina vy
las soluciones acuosas tamponadas. Los vehiculos farmacéuti-
cos incluyen las soluciones o dispersiones acuosas estériles
y los polvos estériles para la preparacidn extemporédnea de
soluciones o dispersiones estériles inyectables. El uso de
tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente
activas ya es conocido en la técnica.

Las frases “administracidén parenteral” y “administrado
por via parenteral” se emplea aqui para indicar los modos de

administracién diferentes de la administracidén enteral vy
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tépica, normalmente por inyeccidn e incluyen, sin limitacidn,
la inyeccidn intravenosa, intramuscular, intra-arterial, in-
tratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intra-
dermal, intraperitoneal, transtraqueal, subcutdnea, subcuti-
cular, intra-articular, subcapsular, subaracnoide, intraes-
pinal, epidural e intraesternal y la infusidn.

El término “cancer” se emplea aqui para indicar
enfermedades proliferativas, por ejemplo linfomas, leucemias
linfociticas, cancer de pulmbén, cancer de pulmbdén no de célu-
las pequefias (NSCL), cancer de pulmbébn de células brongquio-
loalveolares, cancer ©6seo, cancer pancreatico, céancer de
piel, céncer de cabeza o cuello, melanoma cutdneo o intra-
ocular, céancer de Utero, cancer de ovarios, caéncer de recto,
cancer de la regién anal, cancer de estdmago, cancer
gastrico, cancer de colon, cancer de mama, cancer de utero,
carcinoma de los tubos de Falopio, carcinoma del endometrio,
carcinoma del cérvix, carcinoma de la vagina, carcinoma de la
vulva, enfermedad de Hodgkin, cancer de esdéfago, cancer del
intestino delgado, cancer del sistema endocrino, céncer de
glandula tiroides, céancer de gléandula paratiroides, cancer de
cadpsula suprarrenales, sarcoma de tejido blando, cancer de
uretra, cancer de pene, cancer de prbstata, cancer de vejiga,
cadncer de rifiones o de uréter, carcinoma de células renales,
carcinoma de pelvis renal, mesotelioma, cancer hepatocelular,
cancer biliar, neoplasmas del sistema nervioso central (SNC),
tumores del eje espinal, glioma del tronco cerebral, glio-
blastoma multiforme, astrocitomas, schwanomas, ependimonas,

meduloblastomas, meningiomas, carcinomas de células escamo-
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sas, adenoma pituitario y sarcoma de Ewing, incluidas las
versiones refractarias de cualquiera de los canceres recién
mencionados o las combinaciones de uno o mas de los canceres
anteriores.

Otro aspecto de la invencidén es dicha composiciédn far-
macéutica como agente anti-angiogénico. Tal agente anti-an-
giogénico puede utilizarse para el tratamiento del cancer, en
especial tumores sdélidos y otras enfermedades vasculares.

Otro aspecto de la invencidén es el uso de un anticuerpo
segun la invencidén para la fabricacidén de un medicamento para
el tratamiento de enfermedades vasculares.

Una forma de ejecucidn de la invencidn es el anticuerpo
segun la invencidén para el tratamiento de enfermedades vascu-
lares.

Una forma de ejecucidn de la invencidn es el anticuerpo
segun la invencidén para el tratamiento de la retinopatia.

Otro aspecto de la invenciédén es el uso de un anticuerpo
segun la invencidén para la fabricacidén de un medicamento para
el tratamiento de la retinopatia.

Otro aspecto de la invencidén es un método de tratamien-
to de un paciente que sufra enfermedades vasculares, dque
consiste en la administracidén un anticuerpo seguin la inven-
cidén a un paciente que necesite dicho tratamiento.

El término “enfermedades vasculares” incluye el céancer,
enfermedades inflamatorias, aterosclerosis, isquemia, trauma,
sepsis, COPD, asma, diabetes, AMD, retinopatia, apoplejia,
adiposidad, lesidén pulmonar aguda, hemorragias, derrame vas-

cular, p.ej. inducido por citoquinas, alergia, enfermedad de
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Graves, tiroiditis autoinmune de Hashimoto, purpura trombo-
citopénica idiopéatica, arteritis de células gigantes, artri-
tis reumatoide, lupus eritematoso sistémico (SLE), nefritis
por lupus, enfermedad de Crohn, esclerosis multiple, colitis
ulcerante, en especial los tumores sdélidos, sindromes neovas-
culares intraoculares, por ejemplo retinopatias proliferati-
vas o la degeneracidédn macular debida a la edad (AMD), artri-
tis reumatoide y psoriasis (Folkman, J. y col., J. Biol.
Chem. 267, 10931-10934, 1992; Klagsbrun, M. y col., Annu.
Rev. Physiol. 53, 217-239, 1991; y Garner, A., Vascular
diseases, en: Pathobiology of ocular disease, A dynamic
approach, Garner, A. vy Klintworth, G.K., (coord.), 22
edicidén, Marcel Dekker, Nueva York, 1994, pp. 1625-1710).

Estas composiciones pueden contener también adyuvantes
como son los conservantes, agentes humectantes, agentes emul-
sionantes y agentes dispersantes. La prevencidédn de la presen-
cia de microorganismos puede asegurarse tanto con procedi-
mientos de esterilizacidén, ver mads arriba, como por la
inclusidén de varios agentes antibacterianos y antifungicos,
por ejemplo, paraben, clorobutanol, fenol, &acido sbérbico vy
similares. Puede ser también deseable la inclusidén de agentes
isotdénicos, por ejemplo azucares, cloruro sédico y similares
a las composiciones. Ademéds, la absorcidén prolongada de la
forma farmacéutica inyectable puede conseguirse mediante la
inclusidén de agentes que retarden la absorcidén, como son el
monoesterato de aluminio y la gelatina.

Con independencia de la via de administracidén elegida,

los compuestos de la presente invencidén, que pueden utili-
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zarse en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones
farmacéuticas de la presente invencidn, se formulan en formas
de dosificacidén farmacéuticamente aceptables por métodos
convencionales, que los expertos ya conocen.

Los niveles actuales de dosificacidédn de los ingredien-
tes activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién pueden variarse con el fin de obtener una cantidad
de ingrediente activo que sea eficaz para lograr la respuesta
terapéutica deseada en un paciente, una composicidén y un modo
de administracidén concretos, sin ser téxicos para el pacien-
te. El1 nivel de dosificacidén elegido dependerd de un gran
nuimero de factores farmacocinéticos, incluida la actividad de
las composiciones concretas de la presente invencidn que se
empleen, la via de administracidén, el tiempo de administra-
cidén, la velocidad de excrecidédn del compuesto concreto que se
emplee, la duracidén del tratamiento, otros farmacos,
compuestos y/o materiales que se utilicen en combinacidén con
las composiciones concretas empleadas, la edad, el sexo, el
peso, el estado patoldgico, el estado general de salud y el
historial médico previo del paciente a tratar asi como 1los
factores bien conocidos en las técnicas médicas.

La composicién tiene que ser estéril y liquida en un
grado tal que la composicidén pueda administrarse con una
jeringuilla. Ademads del agua, el vehiculo es con preferencia
una solucidn salina tamponada isotédnica.

La fluidez correcta puede mantenerse, por ejemplo, con
el uso de recubrimiento, tal como la lecitina, manteniendo el

tamafio de particula requerido en el caso de dispersidén y con
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el uso de tensioactivos. En muchos casos es preferible
incorporar a la composicidn agentes isotdnicos, por ejemplo
azlucares, polialcoholes, tales como la manita o la sorbita y
cloruro sédico.

Las expresiones “célula”, “linea celular” y “cultivo
celular” se emplean aqui indistintamente y todas las deno-
minaciones incluyen la progenie. Por tanto, las palabras
“transformantes” y “células transformadas” incluyen la célula
objeto primaria y los cultivos derivados de la misma con
independencia del nUmero de transferencias. Se da también por
supuesto que toda la progenie puede gue no sea exactamente
idéntica en cuanto al contenido de DNA, debido a las muta-
ciones deliberadas o 1inadvertidas. Se 1incluye la progenie
variante que tiene la misma funcidén o actividad bioldgica que
se ha explorado en la célula transformada original. Cuando
existan distintas denominaciones, su significado resultara
claro por el contexto.

El término “transformacidédn” se emplea aqui para indicar
un proceso de transferencia de un vector/adcido nucleico a una
célula hospedante. Si se emplean como células hospedantes
células sin barrera de pared celular formidable, la trans-
feccidén se puede llevar a cabo p.ej. por el método de preci-
pitacidén con fosfato célcico descrito por Graham, F.L., van
der Eb, Virology 52, 456-467, 1973. Sin embargo pueden em-
plearse también otros métodos de introduccidédn del DNA en las
células, como son la inyeccidn nuclear o la fusidén de proto-
plastos. Si se emplean células procariotas o células gque con-

tienen construcciones sustanciales de pared celular, p.ej. un
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método de transfeccidn el tratamiento con calcio empleando el
cloruro calcico, descrito por Cohen, F.N. y col., PNAS 69,
7110 y sig., 1972.

Tal como se emplea aqui, “expresidén” indica el proceso
por el que un &cido nucleico se transcribe al mRNA y/o el
proceso por el que el mRNA transcrito (también llamado
transcrito) se traduce seguidamente en péptidos, polipéptidos
0 proteinas. Los transcritos y los polipéptidos codificados
se denominan colectivamente productos genéticos. Si el poli-
nucledétido deriva del DNA gendmico, la expresidén en una
célula eucariota puede incluir el empalme del mRNA.

Un “wector” es una molécula de &cido nucleico, en
particular una molécula autorreplicante, que transfiere una
molécula de &cido nucleico 1insertada a y/o entre células
hospedantes. El término incluye a los vectores que funcionan
primariamente para la insercidén de DNA o RNA en una célula
(p.ej., integracidén cromosdmica), la replicacidn de vectores
que funcionan primariamente para la replicacidédn de DNA o RNA
y vectores de expresidén que funcionan para la transcripcidn
y/o traduccién del DNA o RNA. Se incluyen también los vecto-
res que proporcionan mads de una de las funciones descritas.

Un “wector de expresidén” es un polinucledtido que,
cuando se introduce en una célula hospedante apropiada, puede
transcribirse y traducirse en un polipéptido. Un “sistema de
expresiédn” se emplea normalmente para indicar una célula hos-
pedante apropiada que consta de un vector de expresidn que
puede funcionar para generar un producto de expresidn de-

seado.
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Los ejemplos, listado de secuencia y figuras siguientes
se facilitan para ayudar la comprensidén de la presente inven-
cidén, cuyo verdadero alcance se define en las reivindicacio-
nes anexas. Se da por supuesto que se pueden introducir mo-
dificaciones en los procedimientos presentados sin apartarse
del espiritu de la invenciédn.

Descripcidédn de las secuencias de aminoacidos

SEQ ID NO: 1 CDR3 de cadena larga, <ANG-2>Ang2i LCO06

SEQ ID NO: 2 CDR2 de cadena larga, <ANG-2> Ang2i LCO6
SEQ ID NO: 3 CDR1 de cadena larga, <ANG-2>Ang2i LCO06

SEQ ID NO: 4 CDR3 de cadena corta, <ANG-2>Ang2i LCO06

SEQ ID NO: 5 CDR2 de cadena corta, <ANG-2>Ang2i LCO06

SEQ ID NO: 6 CDR1 de cadena corta, <ANG-2>Ang2i LCO06

SEQ ID NO: 7 dominio variable de cadena larga, <ANG-

2>Ang2i LCO6

SEQ ID NO: 8 dominio variable de cadena corta, <ANG-

2>Ang2i LCO6

SEQ ID NO: 9 CDR3 de cadena larga, <ANG-2>Ang2i LCO7

SEQ ID NO: 10 CDR2 de cadena larga, <ANG-2>Ang2i LCO7
SEQ ID NO: 11 CDR1 de cadena larga, <ANG-2>Ang2i LCO7
SEQ ID NO: 12 CDR3 de cadena corta, <ANG-2>Ang2i LCO7
SEQ ID NO: 13 CDR2 de cadena corta, <ANG-2>Ang2i LCO7
SEQ ID NO: 14 CDR1 de cadena corta, <ANG-2>Ang2i LCO7
SEQ ID NO: 15 dominio variable de cadena larga, <ANG-
2>Ang2i LCO7

SEQ ID NO: 16 dominio variable de cadena corta, <ANG-
2>Ang2i LCO7

SEQ ID NO: 17 CDR3 de cadena larga, <ANG-2>Ang2k LCOS8
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SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

Ang2k LCO8
SEQ ID NO:
Ang2k LCO8

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

Ang2s LCO9
SEQ ID NO:
Ang2s LCO9

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

Ang2i LCI10

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

CDR2

CDR1

CDR3

CDR2

CDR1

de

de

de

de

de

dominio

dominio

CDR3

CDR2

CDR1

CDR3

CDR2

CDR1

de

de

de

de

de

de

dominio

dominio

CDR3

CDR2

CDR1

CDR3

CDR2

CDR1

de

de

de

de

de

de

dominio

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

variable de cadena larga,

variable de cadena corta,

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

variable de cadena larga,

variable de cadena corta,

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

variable de cadena larga,

50 -

larga,
larga,
corta,
corta,

corta,

larga,
larga,
larga,
corta,
corta,

corta,

larga,
larga,
larga,
corta,
corta,

corta,

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

AngZ2k LCO8
AngZ2k LCO8
AngZ2k LCO8
AngZ2k LCO8
AngZ2k LCO8

<ANG-2>

<ANG-2>

AngZ2s_ LCO9
AngZ2s_ LCO9
AngZ2s_ LCO9
AngZ2s_ LCO9
AngZ2s_ LCO9
Ang2s_ LCO9

<ANG-2>

<ANG-2>

Ang2i LCI10
Ang2i LCI10
Ang2i LCI10
Ang2i LCI10
Ang2i LCI10
Ang2i LCI10

<ANG-2>
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SEQ ID NO: 40 dominio
Ang2i LCI10

SEQ ID NO: 41 CDR3 de
SEQ ID NO: 42 CDR2 de
SEQ ID NO: 43 CDRI1 de
SEQ ID NO: 44 CDR3 de
SEQ ID NO: 45 CDR2 de
SEQ ID NO: 46 CDR1 de
SEQ ID NO: 47 dominio
Ang2k LCI1

SEQ ID NO: 48 dominio
Ang2k LCI1

SEQ ID NO: 49 CDR3 de
SEQ ID NO: 50 CDR2 de
SEQ ID NO: 51 CDR1 de
SEQ ID NO: 52 CDR3 de
SEQ ID NO: 53 CDR2 de
SEQ ID NO: 54 CDR1 de
SEQ ID NO: 55 dominio
Ang2s R3 LCO3

SEQ ID NO: 56 dominio
Ang2s R3 LCO3

SEQ ID NO: 57 regidn

derivada de la IgGl
SEQ ID NO: 58 regiodn
derivada de la IgG4

SEQ ID NO: 59 regiodn

SEQ ID NO: 60 regiodn

variable de cadena corta,

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

variable de cadena larga,

variable de cadena corta,

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

variable de cadena larga,

variable

constante

constante

constante

constante

51 -

larga,
larga,
larga,
corta,
corta,

corta,

larga,
larga,
larga,
corta,
corta,

corta,

de

de

de

de

de

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

<ANG-2>

cadena corta,

cadena larga

cadena larga

cadena corta

cadena corta

<ANG-2>

AngZ2k LCI1
AngZ2k LCI1
AngZ2k LCI1
AngZ2k LCI1
AngZ2k LCI1
AngZ2k LCI1

<ANG-2>

<ANG-2>

AngZ2s R3 LCO3
AngZ2s R3 LCO3
AngZ2s R3 LCO3
AngZ2s R3 LCO3
AngZ2s R3 LCO3
AngZ2s R3 LCO3

<ANG-2>

<ANG-2>

humana

humana

kappa

lambda



10

15

20

25

- 52 -
SEQ ID NO: 61 receptor de Tie-2 humano

SEQ ID NO: 62 angiopoyetina-2 humana (ANG-2) con lider y His-
tag

SEQ ID NO: 63 angiopoyetina-1 humana (ANG-1) con lider y His-
tag

Descripcidédn de las figuras

Figura 1: clonacidén de las IgG para A): la expresidn transi-
toria en vectores de expresidn Ang2i-LCO06 (figura 1A) y para
B): la expresidén en vectores Ang2i-LC06 (figura 1B)

Figura 2: gel SDS-PAGE de anticuerpos anti-ANG-2 purificados
Ang2i-LCO06, Ang2i-LCO7 y Ang2k-LCOS8

Figura 3: interaccidén angiopoyetina-Tie2 segln ELISA

Figura 4: inhibicidén de la fijacidén de ANG-2 sobre el Tie2
causada por el Ang2i-LC06 y Ang2k-LCO0O8

Figura 5: inhibicidén de la fijacidén de ANG-1 sobre el Tie2
causada por el Ang2i-LC06 y Ang2k-LCO08

Figura 6: modelo de injerto ajeno (xenograft) Colo205 para
demostrar la eficacia “in vivo” de los anticuerpos anti-ANG-2
Figura 7: modelo de injerto ajeno de KPL-4 para demostrar la
eficacia “in vivo” de los anticuerpos anti-ANG-2

Figura 8: fijacidén sobre la ANG-1 mediante un sensograma
Biacore

Figura 9: prevencién de la metadstasis/tumores secundarios
pulmonares mediante anticuerpos segun la invencidén en el
injerto ajeno de tumor de colon primario (9A) y en el injerto
ajeno de tumor de mama primario (9B)

Figura 10: inhibicién de la retinopatia mediante anticuerpos

segun la invencidn
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Procedimiento experimental 1

Materiales y métodos generales

La informacidén general respecto a las secuencias de
nucledtido de las cadenas cortas y largas de inmunoglobulinas
humanas se encontrara en: Kabat, E.A. y col., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5% ed., Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991).
Los aminodcidos de las cadenas de anticuerpo se numeran y
nombran segun la numeracidén EU (Edelman, G.M. y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 63, 78-85, 1969; Kabat, E.A. y col.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5% ed.,
Public Health Service, National 1Institutes of Health,
Bethesda, MD, 1991).

Técnicas de DNA recombinante

Para manipular el DNA se aplican los métodos estéandar
descritos en Sambrook, J. y col., Molecular cloning: A labo-
ratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, Nueva York, 1989. Los reactivos de biologia
molecular se emplean con arreglo a 1las instrucciones del
fabricante.

Sintesis genética

Los segmentos deseados de los genes se obtienen a
partir de los oligonucledétidos formados por sintesis quimica.
Los segmentos de los genes, flanqueados por sitios de rotura
de endonucleasa de restriccidédn concreta, se ensamblan por
fusidén y ligacidén de 1los oligonucledtidos, incluyendo la
amplificacién PCR y posteriormente se clonan mediante 1los

sitios de restriccidédn indicados, p.ej. KpnI/SacI o AscI/Pacl
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en un vector de clonacidén pGA4 Dbasado en el pPCRScript
(Stratagene). Las secuencias de DNA de los fragmentos de
genes subclonados se confirman por secuenciacidén del DNA. Los
fragmentos de la sintesis genética se ordenan con arreglo a
las especificaciones indicadas por Geneart (Regensburg,
Alemania) .

Determinacidédn de la secuencia de DNA

Se determinan las secuencias de DNA por secuenciacidn
de doble hebra realizada en MediGenomix GmbH (Martinsried,
Alemania) o en Sequiserve GmbH (Vaterstetten, Alemania).

Andlisis de las secuencias de DNA y proteina y gestidn

de los datos de secuencia

Se emplea el paquete informadtico de GCG (Genetics
Computer Group, Madison, Wisconsin) versién 10.2 y la suite
Vector NT1 Advance de Infomax, versidén 8.0, para la creacidn,
mapeo, analisis, anotacidén e ilustracidn de las secuencias.

Vectores de expresidn

Para la expresidédn de anticuerpos descritos se aplican
variantes de plasmidos de expresidn para células de expresidn
transitoria (p.ej. en células HEK293 EBNA o HEK293-F) o de
expresidén estable (p.ej. en células CHO) basada en una orga-
nizacién de cDNA con un promotor de CMV-intrdén A o en una or-
ganizacién gendmica con un promotor CMV (p.ej. figura 1).

Ademas del cassette de expresidén del anticuerpo, los
vectores contienen:

- un origen de replicacidén que permite la replicacidn de este

plasmido en E. coli y
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- un gen de B-lactamasa que confiere resistencia a la ampici-
lina en E. coli.
La unidad de transcripcidén del gen del anticuerpo se
compone de los elementos siguientes:
- sitio o sitios de restriccidédn Unicos en el extremo 5’
- el intensificador inmediatamente anterior y el promotor del
citomegalovirus humano,
- seguido por la secuencia del intrdén A en el caso de la
organizacidén de cDNA,
- una regidén 5’ sin traducir de un gen de anticuerpo humano,
- una secuencia de sefial de cadena larga de inmunoglobulina,
- la cadena de anticuerpo humano (cadena larga, cadena larga
modificada o cadena corta) ya sea como organizacidn de
cDNA, vya sea como organizacidén gendmica con una organi-
zacidn exbdbn-intrdén de inmunoglobulina
- una regién 3’ sin traducir con una secuencia de sefial de
poliadenilacién vy
- un sitio o sitios de restriccidén UGnicos en el extremo 3'.
Los genes de fusidén que contienen las secuencias de
cadena larga del anticuerpo seleccionado descritas a conti-
nuacién se generan por PCR vy/o sintesis genética vy se
ensamblan por métodos vy técnicas recombinantes conocidos
mediante conexidén de los correspondientes segmentos de &acido
nucleico, p.ej. empleando sitios Nsil y EcoRI tUnicos en los
vectores genbémicos de cadena larga. Las secuencias acido
nucleico subclonado se verifican por secuenciaciédn del DNA.
Para las transfecciones transitorias y estables se preparan

cantidades considerables de pléasmidos mediante produccidén de
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plasmidos a partir de cultivos de E. coli transformados
(Nucleobond AX, Macherey-Nagel) .

Técnicas de cultivo celular

Se aplican las técnicas estadndar de cultivo celular
descritas en Current Protocols in Cell Biology 2000, Boni-
facino, J.S., Dasso, M., Harford, J.B., Lippincott-Schwartz,
J. e Yamada, K.M. (coord.), John Wiley & Sons, Inc.

Transfecciones transitorias en el sistema HEK293-F

Se generan los anticuerpos por transfeccidn transitoria
de los dos pléasmidos que codifican a la cadena larga y a la
cadena larga modificada, respectivamente y a la cadena corta
correspondiente, empleando el sistema HEK293-F (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Resumiendo, se
transfectan las células HEK293-F (Invitrogen) cultivadas en
suspensidén, ya sea en frasco de agitacidén o en un fermentado
agitado en medio de expresidén FreeStyle 293 exento de suero
(Invitrogen) con una mezcla de los dos plasmidos de expresidn
respectivos y 293fectina o fectina (Invitrogen). Por ejemplo,
para un frasco agitador de 2 1 (Corning) se siembran las
células HEK293-F con una densidad de de 1,0x10° células/ml en
600 ml y se incuban a 120 rpm, con un 8% de C0O2. Al dia
siguiente se transfectan las células en una densidad de
aprox. 1,5x10° células/ml con aprox. 42 ml de una mezcla de
A) 20 ml de Opti-MEM (Invitrogen) con 600 pg de DNA plasmido
total (1 pg/ml) que codifica a la cadena larga o la cadena
larga modificada, respectivamente y la correspondiente cadena
corta en una proporcidn equimolar y B) 20 ml de Opti-MEM +

1,2 ml de 293-fectina o fectina (2 upl/ml). A medida que se
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consume la glucosa se afiade solucidn de glucosa solucidn
durante el curso de la fermentacidén. Después de 5-10 dias se
recolecta el liquido sobrenadante que contiene el anticuerpo
secretado y se purifican 1los anticuerpos directamente del
liguido sobrenadante o bien se congela el liquido sobrena-
dante y se almacena.

Determinacidén de las proteinas

Se determina la concentracién de proteina de 1los
anticuerpos purificados y de los derivados hallando la densi-
dad éptica (OD) a 280 nm, empleando un coeficiente de extin-
cidébn molar calculado en base a la secuencia de aminoacidos
segun Pace, C.N. y col., Protein Science 4, 1411-1423, 1995.

Determinaciédn de la concentracidn de anticuerpos en

liquidos sobrenadantes

La concentracidédn de anticuerpos y derivados en el
liquido sobrenadante de los cultivos celulares se estimula
por inmunoprecipitacidén con esferillas de proteina A-agarosa
(Roche) . Se lavan tres veces 60 pl de esferillas de proteina
A-agarosa con TBS-NP40 (50 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1%
Nonidet-P40). A continuacidén se aplican 1-15 ml de liquido
sobrenadante del cultivo celular sobre las esferillas de
proteina A-agarosa pre-equilibradas con TBS-NP40. Después de
1 h de incubacidén a temperatura ambiente se lavan las esfe-
rillas en una columna filtro Ultrafree-MC (Amicon) una vez
con 0,5 ml de TBS-NP40, dos veces con 0,5 ml 2x de soluciédn
salina tamponada con fosfato (2xPBS, Roche) vy brevemente
cuatro veces con 0,5 ml de 100 mM Na-citrato de pH 5,0. Se

eluye el anticuerpo fijado por adicidén de 35 pl de tampdn de
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muestras NuPAGE® LDS (Invitrogen). Se retne la mitad de la
muestra con agente reductor de muestra NuPAGE® o se deja sin
reducir, respectivamente y se calienta a 70°C durante 10 min.
A continuacién se aplican 20 pl a un NuPAGE® Bis-Tris SDS-
PAGE (Invitrogen) del 4-12% (con tampdn MOPS para el SDS-PAGE
sin reducir vy tampdén MES con aditivo tampdn de trabajo
antioxidante NuPAGE® (Invitrogen) para el SDS-PAGE reducido)
y se tifien con azul Coomassie.

Se mide la concentracién de anticuerpos y derivados en
el ligquido sobrenadante de los cultivos celulares por croma-
tografia HPLC en proteina A. Resumiendo, se aplican el liqui-
do sobrenadante de los cultivos celulares que contiene anti-
cuerpos y derivados a fijar sobre la proteina A en la parte
superior de una columna HiTrap de proteina A (GE Healthcare)
en 50 mM K2HPO4, 300 mM NaCl, pH 7,3 y se eluye de la matriz
con 550 mM 4&cido acético, de pH 2,5 en un sistema HPLC
Dionex. Se cuantifica la proteina eluida por absorbancia UV e
integracién de las areas de los picos. Se emplea como patrdn
un anticuerpo IgGl patrdédn purificado.

Como alternativa, se mide la concentracidn de anticuer-
pos y derivados en el liquido sobrenadante de los cultivos
celulares en un ensayo sandwich-IgG-ELISA. Resumiendo, se
recubren placas de microvaloracidén StreptaWell High Bind
estreptavidina A de 96 hoyos (Roche) con 100 upl/hoyo de la
molécula de captura IgG anti-humana biotinilada F(ab’)2<h-
Fcy> BI (Dianova) a razdbén de 0,1 pg/ml a temperatura ambiente

durante 1 h o como alternativa a 4°C durante una noche vy

o°

después se lava tres veces con 200 pl/hoyo de PBS, 0,05
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Tween (PBST, Sigma). Se afiaden a los hoyos 100 pl/hoyo de una
serie de diluciones en PBS (Sigma) del anticuerpo co-
rrespondiente que contienen el liquido sobrenadante de los
cultivos celulares y se incuban durante 1-2 h en un agitador
de placas de microvaloracidédn a temperatura ambiente. Se lavan
los hoyos tres veces con 200 pl/hoyo de PBST y se detecta el
anticuerpo fijado con 100 pl de F(ab’)2<hFcgamma>POD (Diano-
va) a 0,1 pg/ml como anticuerpo de deteccidn en un agitador
de placas de microvaloracidédn a temperatura ambiente durante
1-2 h. Se elimina por lavado el anticuerpo de deteccidn no
fijado tres veces con 200 pl/hoyo de PBST y se detecta el
anticuerpo de deteccidén fijado por adicidédn de 100 pl de
ABTS/hoyo. La determinacién de la absorbancia se realiza en
un espectrdémetro del tipo Tecan Fluor en una longitud de onda
de medicidén de 405 nm (longitud de onda de referencia: 492
nm) .

Purificacidén de las proteinas

Se purifican las proteinas del 1liquido sobrenadante
filtrado de 1los cultivos celulares con arreglo a métodos
estandar. Resumiendo, se aplican los anticuerpos a una colum-
na de proteina A-sefarosa (GE Healthcare) y se lavan con PBS.
Se efectlia la elucidén de 1los anticuerpos a pH a&cido e
inmediatamente después se neutraliza la muestra. Se separa la
proteina agregada de los anticuerpos monoméricos por cromato-
grafia de exclusidén de tamafios (Superdex 200, GE Healthcare)
en 20 mM histidina, 140 mM NaCl de pH 6,0. Se reGnen las
fracciones de anticuerpo monomérico, se concentran, si fuera

necesario empleando p.ej. un concentrador centrifugador
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MILLIPORE Amicon Ultra (30 MWCO), y se almacenan a -80°C. Una
parte de las muestras se emplea para el siguiente analisis de
la proteina y para la caracterizacidén analitica, p.ej. por
SDS-PAGE, cromatografia de exclusidn de tamafios, espectrome-
tria de masas y determinacidén de endotoxinas (ver figura 2).

SDS-PAGE

Se emplea el sistema de gel NuPAGE® Pre-Cast (Invi-

trogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. En

X

concreto se emplean los geles 4-20 % NuPAGE® Novex® TRIS-
glicina Pre-Cast y un tampén de trabajo Novex® TRIS-glicina
SDS (ver p.ej. figura 1). Se efecta la reduccidédn de las
muestras por adicién del agente reductor de muestras NuPAGE®
antes de cromatografia a través del gel.

Cromatografia analitica de exclusidn de tamafios

La cromatografia de exclusién de tamafios para la
determinacidén de la agregacidén y el estado oligomérico de los
anticuerpos se realiza por cromatografia HPLC. Resumiendo,
los anticuerpos purificados con proteina A se aplican a una
columna Tosoh TSKgel G3000SW en 300 mM NaCl, 50 mM KH2PO4/
K2HPO4 de pH 7,5 en un sistema Agilent HPLC 1100 o a una
columna Superdex 200 (GE Healthcare) en 2 x PBS en un sistema
HPLC Dionex. Se cuantifica la proteina eluida por absorbancia
UV e integracién de las areas de los picos. Como patrdédn se
emplea el BioRad Gel Filtration Standard 151-1901.

Espectrometria de masas

Se determina la masa desglucosilada total de los anti-
cuerpos eluidos y se confirma mediante espectrometria de

masas con ionizacidén de electrospray (EM-ESI). Resumiendo, se
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desglucosilan 100 pg de anticuerpos purificados con 50 mU de
N-glucosidasa F (PNGaseF, Prozyme) en 100 mM KH2PO4/K2HPO4,
de pH 7 a 37°C durante 12-24 h con una concentracién de pro-
teina de hasta 2 mg/ml y después se desaliniza por HPLC en
una columna Sephadex G25 (GE Healthcare). Se determina la
masa de las correspondientes cadenas largas y cortas por EM-
ESTI después de la desglucosilacidén y reduccidédn. Resumiendo,
se incuban 50 pg de anticuerpo en 115 pl con 60 pl de 1M TCEP
y 50 pl de clorhidrato de guanidina 8 M y después se de-
saniliza. Se determina la masa total y la masa de las cadenas
largas y cortas reducidas por EM-ESI en un sistema EM Q-Star
Elite equipado con una fuente NanoMate.

ELISA de fijacibén sobre la ANG-1 y la ANG-2

Se evaluan mediante un ensayo ELISA las propiedades de
fijacidén de los anticuerpos dirigidos contra la proteina an-
giopoyetina-2-His de longitud completa (R&D Systems, n°® 623-
AN/CF o en material producido en la propia empresa) o contra
la angiopoyetina-1-His (R&D Systems, n°® 923-AN). Para ello se
recubren placas de 96 hoyos (placas de microvaloracidn
mejorada de poliestireno transparente Falcon o Nunc Maxisorb)
con 100 pl de 1 pg/ml de angiopoyetina-1 o angiopoyetina-2
recombinantes humanas (sin vehiculo) en PBS (Sigma) a
temperatura ambiente durante 2 h o a 4°C durante una noche.
Se lavan los hoyos tres veces con 300 pl de PBST (0,2% Tween
20) y se bloquean con 200 pl de 2% BSA, 0,1% Tween 20, a
temperatura ambiente durante 30 min y después se lavan tres
veces con 300 pl de PBST. Se afiaden a los hoyos 100 pl/hoyo

de una serie de diluciones (40 pM-0,01 pM) de anticuerpo de
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ensayo purificado contra la <ANG-2> y, como referencia, un
Mab536 (Oliner, J. y col., Cancer Cell. Nov. 6, 507-16, 2004,
US-2006/0122370) en PBS y se incuban en un agitador de placas
de microvaloracidén a temperatura ambiente durante 1 h. Se
lavan los hoyos tres veces con 300 pl de PBST (0,2% Tween 20)
y se detecta el anticuerpo fijado con 100 pl/hoyo de 0,1
pg/ml de F(ab’) <hk>POD (Biozol, n°® de cat. 206005) en 2%
BsSA, 0,1% Tween 20, como anticuerpo de deteccidn, en un
agitador de placas de microvaloracidn a temperatura ambiente
durante 1 h. Se elimina por triple lavado el anticuerpo de
deteccién no fijado con 300 pl/hoyo de PBST y se detecta el
anticuerpo de deteccidén fijado por adicidédn de 100 pl de
ABTS/hoyo. Se efectua la determinacidén de la absorbancia en
un espectrbédmetro del tipo Tecan Fluor a una longitud de onda
de medicidén de 405 nm (longitud de onda de referencia: 492
nm) .

BIACORE de fijacibén sobre la ANG-2

Se investiga la fijacién de los anticuerpos sobre el
antigeno, p.ej. la ANG-2 humana, por resonancia de plasmébén de
superficie empleando un instrumento BIACORE T100 (GE Health-
care Biosciences AB, Upsala, Suecia). Resumiendo, para las
mediciones de afinidad se inmovilizan los anticuerpos poli-
clonales de cabra anti<hIgG-Fcgamma> sobre un chip CM4 me-
diante condensacién de amina para la presentacién de 1los
anticuerpos contra la ANG-2 humana. Se mide la fijacidn en un
tampén HBS (HBS-P (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,005% Tween 20,
de pH 7,4), a 25°C. Se afiade en varias concentraciones entre

0,41 nM y 200 nM en solucién la ANG-2-His (R&D Systems, o
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purificada en la propia empresa). Se mide la asociacidn por
una inyeccidén de la ANG-2 de 3 minutos; se mide la diso-
ciacidén por lavado de la superficie del chip con tampdn HBS
durante 3 minutos y se estima un valor KD empleando un modelo
de fijacidén 1:1 de Langmuir. Debido al caracter heterogéneo
de la preparacidédn de la ANG-2 no se observa fijacidn 1:1; por
tanto, los valores KD son solamente estimaciones relativas.
Los datos de control negativo (p.ej. curvas de tampdn) se
restan de las curvas de muestra para corregir la deriva de la
linea de base intrinseco del sistema y para reducir la sefal
de ruido. Para el andlisis de los sensorgramas y para el
cadlculo de los datos de afinidad se emplea el programa infor-
matico Biacore T100 Evaluation Software, versién 1.1.1. Como
alternativa, se puede capturar la Ang-2 con un nivel de
captura de 2000-1700 RU mediante un anticuerpo penta-His
(PentaHis-Ab sin BSA, Qiagen, n°® 34660) que se inmoviliza
sobre un chip CM5 mediante una condensacidén de amina (sin
BSA) (ver mas abajo).

Inhibicidén de la fijacidédn de la huANG-2 sobre la Tie-2

(ELISA)
Se realiza el ELISA de interaccidén en placas de micro-

o

valoracién de 384 hoyos (MicroCoat, DE, n°® de cat. 464718) a
t.amb. Después de cada paso de incubacidén se lavan las placas
3 veces con PBST. Se recubren las placas ELISA con 0,5 pg/ml

o

de proteina Tie-2 (R&D Systems, UK, n® de cat. 313-TI) duran-
te por lo menos 2 horas (h). A continuacidén se blogquean los
hoyos con PBS suplementado con 0,2% Tween-20 y 2% BSA (Roche

Diagnostics GmbH, DE) durante 1 h. Se incuban las diluciones
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de anticuerpos purificados en PBS junto con 0,2 pg/ml de hu-

o

angiopoyetina-2 (R&D Systems, UK, n°® de cat. 623-AN) a t.amb.
durante 1 h. Después de lavar se afiade una mezcla de 0,5
pg/ml del clon BAM0981 biotinilado anti-angiopoyetina-2 (R&D
Systems, UK) y se afiade una dilucidén 1:3000 de la estrep-
tavidina HRP (Roche Diagnostics GmbH, DE, n® de cat.
11089153001) durante 1 h. A continuacidén se lavan las placas
6 veces con PBST. Se revelan las placas con un reactivo ABTS
recién preparado (Roche Diagnostics GmbH, DE, tampdn n° 204
530 001, tabletas n° 11 112 422 001) a t.amb. durante 30

minutos. Se mide la absorbancia a 405 nm.

Inhibicidén de la fijacidédn de la huANG-1 sobre la Tie-2

(ELISA)
Se realiza el ELISA de interaccidén en placas de micro-

[e]

valoracidén de 384 hoyos (MaxiSorb Nunc, n°® de cat. 442768) a
t.amb. Después de cada paso de incubacidén se lavan las placas
3 veces con PBST. Se recubren las placas ELISA con 0,5 pg/ml

o

de proteina Tie-2 (R&D Systems, UK, n® de cat. 313-TI o mate-
rial producido en la propia empresa) durante por lo menos 2
horas (h). A continuacidén se bloquean los hoyos con PBS su-
plementado con 0,2% Tween-20 y 2% BSA (Roche Diagnostics
GmbH, DE) durante 1 h. Se incuban las diluciones de anti-
cuerpos purificados en PBS Jjunto con 0,2 ug/ml de hu-

o

angiopoyetina-1 (R&D Systems, UK, n° de cat. 623-AN/CF) a t.
amb. durante 1 h. Después de lavar se afiade una mezcla de 0,5
ng/ml del clon biotinilado anti-angiopoyetina-1 (R&D Systems,
n® BAF923) y se afade una dilucidén 1:3000 de la estreptavi-

dina HRP (Roche Diagnostics GmbH, DE, n° de cat. 11089153001)
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durante 1 h. A continuacidén se lavan las placas 6 veces con
PBST. Se revelan las placas con un reactivo ABTS recién
preparado (Roche Diagnostics GmbH, DE, tampdén n° 204 530 001,
tabletas n® 11 112 422 001) a t.amb. durante 30 minutos. Se
mide la absorbancia a 405 nm.

Generacidédn de la linea celular HEK293-Tie?2

Con el fin de determinar la interferencia de 1los
anticuerpos contra la angiopoyetina-2 en la fosforilacidn de
la Tie2 estimulada por la ANGPT2 y la fijacién de la ANGPT2
sobre la Tie2 en las células se genera una linea celular re-
combinante HEK293-Tie. Resumiendo, se transfecta un plasmido
basado en el pcDNA3 (RB22-pcDNA3 Topo hTie2) que codifica a
la Tie2 humana de longitud completa (SEQ ID 108) bajo el
control de un promotor CMV y un marcador de resistencia a la
neomicina empleando el Fugene (Roche Applied Science) como
reactivo de transfeccidén a las células HEK293 (ATCC) y se se-
leccionan las células resistentes en DMEM 10 $ FCS, 500 pg/ml
de G418. Se aislan los clones individuales en un cilindro de
clonacidén y después se analizan para determinar la expresidn
de la Tie2 mediante un FACS. Se identifica el clon como el
clon que tiene una expresidédn de Tie2 estable y elevado,
incluso en ausencia del G418 (HEK293-Tie2 clon 22). A conti-
nuacidédn se emplea el HEK293-Tie2 clon 22 para los ensayos
celulares: el ensayo de fosforilacidén de la Tie2 inducida por
la ANGPT2 y el ensayo de fijaciédn de ligando celular sobre la
ANGPT2.

Ensayo de fosforilacién de la Tie2 inducida por la

ANGPT?2
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La inhibicidén de la fosforilacidén de la Tie2 inducida
por la ANGPT2 con los anticuerpos contra la ANGPT2 se mide
con arreglo al siguiente principio de ensayo. Se estimula el
HEK293-Tie2 clon 22 con ANGPT2 durante 5 minutos en ausencia
o0 presencia del anticuerpo contra la ANGPT2 y se cuantifica
la P-Tie2 con un ensayo sandwich ELISA. Resumiendo, se
cultivan 2x10° células HEK293-Tie2 clon 22 por hoyo durante
una noche en una placa de microvaloracidédn de 96 hoyos
recubierta con poli-D-lisina en 100 upl de DMEM, 10% FCS, 500
pg/ml de geneticina. Al dia siguiente se prepara una serie de
valoraciones de anticuerpos  ANGPT2 en una placa de
microvaloracidn (concentracién 4 veces mayor, volumen
final/hoyo: 75 pl, duplicados) y se mezclan con 75 pl de una
dilucidén de ANGPT2 (R&D Systems, n°® 623-AN) (3,2 ug/ml en
forma de solucidén de concentracién 4 veces mayor). Se
preincuban los anticuerpos y la ANGPT2 a temperatura ambiente
durante 15 min. Se afiaden 100 pl de la mezcla a las células
del HEK293-Tie2 clon 22 (pre-incubadas durante 5 min con 1 mM
Nav304, Sigma, n° S6508) y se incuban a 37°C durante 5 min. A
continuacidén se lavan las células con 200 pl de PBS enfriado
con hielo + 1 mM NaV304 por hoyo y se lisan por adicidn de
120 pl de tampdédn de lisis (20 mM Tris, pH 8,0, 137 mM NacCl,
1% NP-40, 10% glicerina, 2 mM EDTA, 1 mM Nav304, 1 mM PMSF vy
10 pg/ml de aprotinina) por hoyo sobre hielo. Se lisan las
células a 4°C durante 30 min en un agitador de placas de
microvaloraciédn y se trasvasan directamente 100 pl de lisado
a la placa de microvaloracién ELISA de la p-Tie2 (R&D

Systems, R&D n°® DY990) sin centrifugacidén previa vy sin
y
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determinacién de la ©proteina total. Se determinan las
cantidades de la P-Tie2 con arreglo a las instrucciones del
fabricante vy se hallan 1los valores IC50 de inhibicidn
empleando el programa informadtico de analisis XLfit4 analysis
plug-in para Excel (dosis-respuesta, un sitio, modelo 205).
Los valores IC50 pueden compararse durante el ensayo, pero
pueden variar de un ensayo a otro.

Ensayo de fosforilacidén de la Tie2 inducida por la

ANGPT1

La inhibicién de la fosforilacidén de la Tie2 inducida
por la ANGPT1 con los anticuerpos contra la ANGPT1 se mide
con arreglo al siguiente principio de ensayo. Se estimula el
HEK293-Tie2 clon 22 con ANGPT1 durante 5 minutos en ausencia
0 presencia del anticuerpo contra la ANGPTa y se cuantifica
la P-Tie2 con un ensayo sandwich ELISA. Resumiendo, se
cultivan 2x10°> células HEK293-Tie2 clon 22 por hoyo durante

una noche en una placa de microvaloracidén de 96 hoyos recu-

\

bierta con poli-D-lisina en 100 ul de DMEM, 10% FCS, 500
pg/ml de geneticina. Al dia siguiente se prepara una serie de
valoraciones de anticuerpos contra la ANGPT1 en una placa de
microvaloracidédn (concentracidén 4 veces mayor, volumen final/
hoyo: 75 ul, duplicados) y se mezclan con 75 pl de una
dilucién de ANGPT1 (R&D Systems, n° 923-AN) (0,8 npg/ml en
forma de solucidén de concentracién 4 veces mayor). Se
preincuban los anticuerpos y la ANGPT1 a temperatura ambiente
durante 15 min. Se afiaden 100 pl de la mezcla a las células
del HEK293-Tie2 clon 22 (pre-incubadas durante 5 min con 1 mM

NaVv304, Sigma, n° S6508) y se incuban a 37°C durante 5 min. A
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continuacidén se lavan las células con 200 pl de PBS enfriado
con hielo + 1 mM NaV304 por hoyo y se lisan por adicidén de
120 pl de tampdédn de lisis (20 mM Tris, pH 8,0, 137 mM NacCl,
1% NP-40, 10% glicerina, 2 mM EDTA, 1 mM NaVvV304, 1 mM PMSF vy
10 pg/ml de aprotinina) por hoyo sobre hielo. Se lisan las
células a 4°C durante 30 min en un agitador de placas de
microvaloracidédn y se trasvasan directamente 100 pl de lisado
a la placa de microvaloracidén ELISA de la p-Tie2 (R&D Sys-
tems, R&D n° DY990) sin centrifugacidédn previa y sin deter-
minacidén de la proteina total. Se determinan las cantidades
de la P-Tie2 con arreglo a las instrucciones del fabricante y
se hallan 1los valores IC50 de inhibicidédn empleando el
programa informdtico de andlisis XLfit4 analysis plug-in para
Excel (dosis-respuesta, un sitio, modelo 205). Los valores
IC50 pueden compararse durante el ensayo, pero pueden variar
de un ensayo a otro.

Ejemplo 1

Expresidén vy purificacidén de anticuerpos monoclonales
contra la <ANG-2>: Ang2i-LC06, Ang2i-LCO07 y Ang2k-LCO08

Se construyen las cadenas largas y cortas de los co-
rrespondientes anticuerpos Ang2i-LC06, Ang2i-LCO07 vy Ang2k-
LC08 en vectores de expresién del modo antes descrito. Se
clona la cadena larga y la cadena corta kappa en un cassette
de expresidn gendmico, mientras que la cadena corta lambda se
clona en forma de cDNA con el intrdén A (figura 1B). Se ampli-
fican los plésmidos en E. coli, se purifican y después se
transfectan para la expresidén transitoria de las proteinas

recombinantes en células HEK293-F (empleando el sistema
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FreeStyle 293 de Invitrogen). Pasados 7 dias se recolectan
los liquidos sobrenadantes que contienen las células HEK 293-
F, se filtran y se purifican los anticuerpos por cromato-
grafia de proteina A y de exclusidén de tamafios. Se confirma
la homogeneidad de todos 1los anticuerpos por SDS-PAGE en
condiciones no reductoras y reductoras y por cromatografia
analitica de exclusidén de tamafios. En condiciones reductoras
(figura 1), las cadenas largas de polipéptidos de 1los
anticuerpos <ANG-2> después de la SDS-PAGE presentan tamafios
moleculares aparentes de aprox. 50 kDa, similares a los pesos
moleculares calculados; las cadenas cortas de polipéptidos
presentan masas moleculares aparentes de 25 kDa acordes con
su tamafio previsto. La espectrometria de masas confirma la
identidad de 1los anticuerpos purificados. Los niveles de
expresién de todos los constructos se analizan por HPLC de
proteina A.

Andlisis de cromatografia de exclusidén de tamafio del
material purificado. Todos los anticuerpos se obtienen y se
caracterizan analiticamente de modo similar al procedimiento
descrito. Los datos SEC de los anticuerpos correspondientes

se recogen en la tabla siguiente.

cadena de | masa tedrica | masa experimental | SEC (%)

anticuerpo (Da) (Da) pico pral.
HC 50343 50325 (piro-Glu)
<ANG-2>Ang-2i_LCO07 99,7%
LC 22738 22720 (piro-Glu)

<ANG-2>Ang-2i_LCO6 HC 50343 50325 (piro-Glu) | 99,8%
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LC 22620 22605 (piro-Glu)

HC 49544 49527 (piro-Glu)
<ANG-2>Ang-2k_LC08 99,8%

LC 22685 22667 (piro-Glu)

Ejemplo 2

Ensayo ELISA de fijacidén sobre la ANG-1 y la ANG-2
humanas

La fijacidén de 1los anticuerpos <ANG-2> Ang2i-LCO6,
Ang2i-LCO7 y Ang2k-LC0O8 sobre la ANG-1 y la ANG-2 humanas se
determina en un ensayo ELISA de fijacidén sobre la ANG-1 o la
ANG-2 del modo descrito anteriormente. Resumiendo, el ensayo
de ELISA se basa en la inmovilizacidén de la angiopoyetina-1 6
2 humana de tipo salvaje en una placa de microvaloracidn. Se
mide la fijacidén de un anticuerpo dirigido contra la ANG-1 o
la ANG-2 inmovilizadas mediante un anticuerpo <Fc humano>
(anti-IgG) con un conjugado POD. Una serie de diluciones del
anticuerpo <ANG-2> permite determinar una concentracidén de
EC50. Como referencia se toma el anticuerpo anti-ANG-2
humana, el anticuerpo Mabb536 <ANG-2> (Oliner y col., Cancer
Cell. Nov. 6, 507-16, 2004; US 2006/0122370). Las concentra-

ciones EC50 halladas se recogen en la siguiente tabla.

Anticuerpo fijacion a la hANG-1 fijacion a la hANG-2
EC50 EC50
<ANG-2>MAb536 2538 ng/mi 133 ng/ml
<ANG-2>Ang2i-LCO06 > 8000 ng/ml 84 ng/ml
<ANG-2>Ang2i-LCO07 > 8000 ng/ml 3006 ng/ml
<ANG-2>Ang2i-LC08 4044 ng/ml 105 ng/ml
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Todos 1los anticuerpos mencionados se fijan sobre 1la
ANG-2. E1 MAb536 y el Ang2k-LCO8 muestran también una fija-
cidén especifica sobre la ANG-1, mientras que el Ang2i-LC06 y
el Ang2i-LC0O7 no se unen especificamente a la ANG-1 ya que
tienen un valor EC50 superior a 8000 ng/ml (limite de detec-
cidn) .

Ejemplo 3

Fijacién sobre la ANG-2 mediante Biacore

Se examina la afinidad de fijacidén sobre la ANGPT2
humana con un ensayo Biacore del modo antes descrito. Resu-
miendo, en este ensayo se inmoviliza un anticuerpo capturador
(anti-Fc) sobre la superficie de un chip Biacore, que captura
y presenta al anticuerpo correspondiente (por ejemplo el
Ang2i-LC06) . Se captura el ligando (en este caso, la ANGPT2)
de la solucidén. Se determina la afinidad de esta interaccién
suponiendo que se trata de una interaccidén 1:1. Los detalles
de este ensayo se encontrardn en la seccidén de métodos
generales. Se determinan las afinidades de la fijacidén sobre

la ANGPT2 (KD), que se recogen en la tabla siguiente.

media
hAng-2 ensayo 1 ensayo 2
(de 1+2)
KD t(l/z)diS. KD t(l/z)diS. t(l/z)dis.
kd (Us)| kd(Us) | | KD (pM) _
(pM) (min) | (pM) (min) (min)
Ang2i- 7,16 1,14
11 161 21 102 16 132
LCO06 x107° x10
Ang2k- 1,61 2,28
16 72 27 51 22 61
LCO8 x10™ x10
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1,44 1,25
MADb536 29 80 29 92 29 86
x10™ x10™

Los anticuerpos Ang2i-LC06 y Ang2k se fijan sobre 1la
ANGPT2 con mucha afinidad.

Ejemplo 4

Neutralizacién de la interaccidn ANGPT1/2-Tie2 (humana)

Se demuestra el Dbloqueo de la interaccidén de 1la
ANGPT1/2 humanas/ Tie2 humana por un ensayo ELISA DE inter-
accidén con el receptor. Se recubren placas Maxisorp (Nunc) de
384 hoyos con 0,5 pg/ml de Tie2 humana (R&D Systems, UK, n°
de cat. 313-TI o material producido en la propia empresa) a
temperatura ambiente durante 2 h y se blogquean con PBS suple-
mentado con 0,2% de Tween-20 y 2% de BSA (Roche Diagnostics
GmbH, DE) a temperatura ambiente durante 1 h con agitacién.
Paralelamente se incuban las diluciones de los anticuerpos
purificados en PBS junto con 0,2 pg/ml de huAngiopoyetina-1/2
(R&D Systems, n°® 923-AN/CF, R&D Systems, UK, n°® de cat. 623-
AN o material preparado en la propia empresa) a t.amb. duran-
te 1 h. Después de lavar una mezcla de 0,5 pg/ml del clon de
anti-Angiopoyetina-1/2 biotinilado (R&D Systems, UK, n°
BAF923, BAM0981) vy se aflade la estreptavidina-HRP diluida
1:3000 (Roche Diagnostics GmbH, DE, n°® de cat. 11089153001)
durante 1 h. A continuacidén se lavan las placas 6 veces con
PBST. Se revelan las placas con reactivos ABTS recién
preparado (Roche Diagnostics GmbH, DE, tampdén n® 204 530 001,
tabletas n°® 11 112 422 001) a t.amb. durante 30. Se mide 1la

absorbancia a 405 nm.
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Las concentraciones inhibidoras halladas se recogen en

la tabla siguiente.

Anticuerpo ELISA de interaccion ELISA de interaccion
ANGPT1/Tie2 ANGPT2/Tie2
Ang2i-LC06 > 100 nM 0,1 nM
Ang2k-LC08 11 nM 0,17 nM
MADb536 n.d. 0,15 nM

En la tabla anterior se presentan los diferentes per-
files de selectividad de los dos anticuerpos Ang2i-LC06 vy
Ang2k-LCO8. E1 Ang2i-LCO6 es selectivo de la ANGPT2, mientras
que el Ang2k-LC08 tiene reactividad cruzada con las ANGPT1/2
en un ensayo de inhibicidén de la interaccidédn ANGPT1/2 Tie2.

Ejemplo 5

Fosforilacidén de la Tie2

Se examina la capacidad de los anticuerpos anti-ANGPT2
identificados para interferir en la fosforilacidén de la Tie?2
mediada por la ANGPT2 y la ANGPT1 en ensayos de fosforilacidn
de la Tie2 inducida por la ANGPT2 y 1la ANGPT1 del modo
descrito anteriormente. En la figura 3 se incluye una repre-
sentacidén esquematica del procedimiento de ensayo.

Tanto el anticuerpo Ang2i-LC06 como el Ang2k-LCOS8
presentan una interferencia dependiente de la dosis en la
fosforilacidén de la Tie2 estimulada por la ANGPT2 tal como se
representa en la figura 4, con valores IC50 comparables. E1
Ang2i-LCO6 interfiere en la fosforilacidén de la Tie2 estimu-
lada por la ANGPT2 con un valor IC50 de aprox. 508 ng/ml y el

Ang2k-LC0O8 interfiere en la fosforilacién de la Tie2 esti-
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mulada por la ANGPT2 con un valor IC50 de aprox. 499 ng/ml.
En cambio, solamente el Ang2k-LC08 interfiere en la fosfori-
lacidén de la Tie2 estimulada por la ANGPT1 con un valor IC50
de aprox. 391 ng/ml, mientras que el Ang2i-LC06 no interfiere
en la fosforilacién de la Tie2 estimulada por la ANGPT2 para
el mismo intervalo de concentraciones estudiado (figura 5).

Ejemplo 6

Eficacia “in vivo”

Efecto de los anticuerpos anti-ANGPT en el crecimiento
del injerto ajeno de Co0lo205

Eficacia “in vivo” de los anticuerpos <ANGPT2> Ang2i-
LCO06 y Ang2k-LC0O8 frente al Mabb536 <ANGPT2> en un modelo de
injerto ajeno de Colo205 inyectado por via subcutanea

Se comparan los anticuerpos purificados Ang2i-LC06 vy
Ang2k-1LC08 con el anticuerpo Mabb536 en modelo de injerto
ajeno de Colo205 subcutéaneo gradual (Ang2 PZ Colo205 006) en
ratones Scid hembras beige.

Anticuerpos: se emplea el Mabb36 en forma de soluciédn
patrén congelada (c = 4,5 mg/ml), se emplean el Ang2i-LC06 vy
el Ang2k-LC08 en forma de solucidn patrd4n congelada (c = 1
mg/ml) en 20 mM histidina, 140 mM NaCl, pH = 6,0. Se diluye
la solucidén de anticuerpos de forma apropiada en PBS a partir
de inyecciones previas del patrdén, si fuera necesario, y se
aplica el PBS como vehiculo. Como control positivo se emplea
en anticuerpo anti-IgE IgGl humanizado Xolair (omalizumab),
que se adquiere en la farmacia.

Lineas celulares y condiciones de cultivo: se obtienen

originalmente las células de cancer colorrectal humano
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Colo205 de la ATCC y después de la expansidn se depositan en
el banco celular interno de Roche en Penzberg. Se cultiva la
linea celular tumoral de forma habitual en medio RPMI 1640
(PAA, Laboratories, Austria) suplementado con un 10% de suero
fetal bovino (PAA Laboratories, Austria) y 2 mM L-glutamina,
a 37°C en una atmésfera saturada de agua con un 5% de CO2. Se
emplea el pasaje 3 para el trasplante.

Animales: los ratones SCID hembras de color Dbeige
(obtenidos de Charles River, Alemania) se mantienen en condi-
ciones especificas, libres de patdgenos, con ciclos diarios
de 12 h de 1luz/12 h de oscuridad, con arreglo a directivas
convenidas (GV-Solas; Felasa; TierschG). Se revisa el proto-
colo de estudio experimental y se somete a la aprobacidén del
gobierno local. Después de 1la recepcidn, 1los animales se
mantienen en la zona de cuarentena de la instalacidén animal
durante una semana, para que se vayan acostumbrando al en-
torno y para someterlos a observacidén. Se efectla un segui-
miento continuo de su estado de salud sobre una base regular.
Se les facilita pienso (Provimi Kliba 3337) y agua (acidifi-
cada a pH 2,5-3) a placer. En el momento de iniciar el estu-
dio, los ratones tienen una edad aproximada de 12-14 semanas.

Seguimiento: se controlan a diario los sintomas
clinicos de los animales y se detectan los efectos adversos.
Para el seguimiento a lo largo del ensayo se anotan el peso
corporal de los animales y se mide con un calibre el volumen
del tumor después de la exposiciédn.

Inyeccidén de células tumorales: el dia de la inyeccidn

se centrifugan las células Colo205, se lavan una vez Yy se
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suspenden de nuevo en PBS. Después de un lavado adicional con
PBS se determinan la concentracidédn celular y el tamafio celu-
lar empleando un contador de células y un sistema analizador
(Vi-CELL, Beckman Coulter). Para la inyeccidén de las células
Colo205 se ajusta la concentracién final a 5,0 x 10’ célu-
las/ml, de una viabilidad aprox. del 90%. A continuacidén se
inyectan por via s.c. a cada animal 100 pl de esta suspen-
sién, equivalentes a 2,5*10° células por animal, eligiendo
para ello el flanco derecho de los ratones.

Tratamiento de los animales: el tratamiento de los
animales se inicia el dia de su divisidén en grupos aleato-
rios, 16 dias después del trasplante de las células (estudio

Ang2 PZ Colo205 006), con un volumen tumoral medio de 178

mm3 .
Régimen de dosificacidn del estudio Ang2 PZ Colo205 006
n° de dosis via/modo de n° de dosis acumulada
grupo . compuesto o » )
animales (mg/kg) administracion tratamientos (mg/kg)
1 10 vehiculo i.p. una vez por semana >
2 10 Xolair 10 i.p. una vez por semana 5 50
3 10 Ang2i-LC06 10 i.p. una vez por semana 5 50
5 10 Ang2k-LCO08 10 i.p. una vez por semana 5 50
6 10 MAB536 10 i.p. una vez por semana 5 50

En la figura 6 se representan la inhibicién del creci-
miento tumoral hasta el dia 50. Los datos indican que el
anticuerpo Ang2i-LC06 selectivo de la ANGPT2 es el anticuerpo
mas activo (indice de control tumoral (TCR) = 0,39). E1
Ang2i-LC06 es mas eficaz para inhibir el crecimiento tumoral

que el anticuerpo MAb536 (valor TCR = 0,47) y que el
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anticuerpo Ang2k-LCO8 selectivo de la ANGPT2, que reacciona

también con la ANGPT1 (valor TCR = 0,40).

Efecto de los anticuerpos anti-ANGPT en el crecimiento

del injerto ajeno de KPL-4

Eficacia “in vivo” de los anticuerpos <ANGPT2> Ang2i-
LCO06 y Ang2k-LC08 comparados con el Mab536 <ANGPT2> en un mo-
delo de injerto ajeno de KPL-4 inyectado ortotdpico

Se comparan los anticuerpos purificados Ang2i-LC06 vy
Ang2k-LC0O8 con el anticuerpo Mab536 en el modelo de injerto
ajeno de KPL-4 inyectado ortotdpico (Ang2 PZ KPL-4 002) en
ratones Scid hembras de color beige.

Anticuerpos: se emplea el Mabb36 en forma de soluciédn
patrén congelada (c = 4,5 mg/ml), se emplean el Ang2i-LC06 y
el Ang2k-LC08 en forma de solucidn patrdn congelada (c = 1
mg/ml) en 20 mM histidina, 140 mM NaCl, pH = 6,0. Se diluye
la solucidén de anticuerpo de modo apropiado en PBS a partir
de inyecciones previas del patrdén, si fuera necesario, y se
aplica PBS como vehiculo.

Lineas celulares y condiciones de cultivo: se obtienen
originalmente las células KPL-4 de cancer de mama humano a
partir de la efusidén pleural maligna de una paciente de
cancer de mama con metadstasis inflamatoria cutdnea. Las
células KPL-4 nos han sido facilitadas gentilmente por el
catedratico Prof. J. Kurebayashi (Kawasaki Medical School,
Kurashiki, Japdén). Se cultivan las células tumorales del modo
habitual en medio DMEM (PAN Biotech, Alemania) suplementado
con un 10% de suero fetal bovino (PAN Biotech, Alemania) y 2

mM L-glutamina (PAN Biotech, Alemania) a 37 °C en una atmés-
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fera saturada de agua con un 5 % de CO2. Se realiza el pasaje
de cultivo dividiéndolo tres veces/semana con tripsina/EDTA
1x (PAN) .

Animales: se mantienen los ratones SCID hembras de
color beige (adquiridos a Charles River, Alemania) en condi-
ciones especificas libres de patdgenos con ciclos diarios de
12 h de 1luz/12 h de oscuridad, con arreglo a directivas con-
venidas (GV-Solas; Felasa; TierschG). Se revisa el protocolo
de estudio experimental y se somete a la aprobacidédn del go-
bierno local. Después de 1la recepcidn, los animales se
mantienen en la zona de cuarentena de la instalacidén animal
durante una semana, para que se vayan acostumbrando al en-
torno y para someterlos a observacidén. Se efectla un segui-
miento continuo de su estado de salud sobre una base regular.
Se les facilita pienso (Provimi Kliba 3337) y agua (acidifi-
cada a pH 2,5-3) a placer. En el momento de iniciar el estu-
dio, los ratones tienen una edad aproximada de 12-14 semanas.

Seguimiento: se controlan a diario los sintomas cli-
nicos de los animales y se detectan los efectos adversos.
Para el seguimiento a lo largo del ensayo se anotan el peso
corporal de los animales y se mide con un calibre el volumen
del tumor después de la exposiciédn.

Inyeccidén de células tumorales: el dia de la inyeccidn
se recogen las células tumorales (tripsina-EDTA) de 1los
frascos de cultivo (Greiner TriFlasks) y se transfieren a 50
ml de medio de cultivo, se lavan una vez y se suspenden de
nuevo en PBS. Después de un paso adicional de lavado con PBS

y filtracién (tamiz celular, Falcon™, 100 um), se ajusta la
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concentracidén celular final a 1,5 x 10%/ml. Se mezcla cuida-
dosamente la suspensidén de células tumorales con una pipeta
de transferencia para evitar la agregacidén celular. Se rea-
liza la anestesia empleando una unidad inhalativa de Stephen
para animales pequefios con camara de preincubacidén (plexi-
glas), mascara inhaladora individual para ratones (silicona)
y el compuesto de anestesia isoflurano no inflamable ni ex-
plosivo (Pharmacia-Upjohn, Alemania) en un sistema cerrado de
circulacidén. Dos dias antes de 1la inyeccidn se afeita el
pelaje de los animales. Para la inyeccidén i.m.f.p. se inyec-
tan las células por via ortotdépica en un volumen de 20 pul
(3*10°/animal) en el pentltimo colchén graso mamario inguinal
derecho de cada ratdén anestesiado. Para la implantacién
ortotdépica, se inyecta la suspensidn celular a través de la
piel debajo de la tetilla empleando una Jeringuilla
microlitro Hamilton y una aguja 30Gx1/2”.

El tratamiento de los animales se inicia el dia de su
divisidén aleatoria en grupos, cuando los tumores alcanzan un
tamafio de 60-180 mm 3,35 dias después del trasplante de las
células (estudio Ang2 PZ KPL-4 002) con un volumen tumoral
medio de aprox. 90 mm3.

Régimen de dosificacidn del estudio Ang2 PZ KPL-4 002

n° de dosis via/modo de n° de dosis acumulada
grupo . compuesto o y ]
animales (mg/kg) administracion tratamientos (mg/kg)

1 10 vehiculo i.p. una vez por semana 5

2 10 Xolair 10 i.p. una vez por semana 5 50

3 10 Ang2i-LCO06 10 i.p. una vez por semana 5 50

5 10 Ang2k-LCO08 10 i.p. una vez por semana 5 50

6 10 MAB536 10 i.p. una vez por semana 5 50
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En la figura 7 se representa la inhibicidén del creci-
miento tumoral hasta el dia 64. Los datos indican que el
anticuerpo Ang2i-LCO06 selectivo de la ANGPT2 es el anticuerpo
mas eficaz (valor TCR = 0,55) en el modelo KPL-4. El Ang2i-
LCO6 es mas eficaz para inhibir el crecimiento tumoral que el
anticuerpo MAb536 (valor TCR = 0,57) y que el anticuerpo
Ang2k-LC0O8 selectivo de la ANGPT2 pero gque reacciona también
con la ANGPT1 (valor TCR = 0,57).

Ejemplo 7

Fijacidén sobre la ANG-1 mediante un Biacore

Se examina la afinidad de fijacidén sobre la ANG-1
humana en un ensayo Biacore: se inmoviliza la huAng-1 sobre
un chip biosensor CM5 aplicando una reaccidédn quimica de con-
densacién de amina. Se inyecta la proteina durante 20 min en
acetato sédico, pH = 4,5, a razdédn de 10 pg/ml con un caudal
de 5 pl/min. Esto produce una densidad superficial de aprox.
20000 RU. En el flujo celular de referencia se inmoviliza BSA
en las mismas condiciones. Se diluyen los anticuerpos en HBS-
P hasta 100 nM y se inyectan durante 3 min (fase de asocia-
cidén) . Después de lavar con tampdn de trabajo durante 3 min
(fase de disociacién), se regenera la superficie inyectando
hidréxido sédico 10 mM durante 1 min a razdn de 5 pl/min. Los
resultados se presentan en la figura 8: el Ang2k LCO8 tiene
una vida media de disociacidén de complejo de aproximadamente
50 s, el Ang2i LCO6 de aprox. 5 s y el Ang2i LC10 no se une a
la ANG-1.

Ejemplo 8
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Prevencidén de metéstasis/tumores secundarios “in vivo”
en animales que llevan tumores primarios

a) Prevencién de metdstasis/tumores secundarios en
ratones que se han sometido a un injerto ajeno (xenograft) de
tumores Colo205 primarios

Lineas celulares y condiciones de cultivo:

Se obtienen originalmente las células de cancer colo-
rrectal humano Colo205 de la ATCC y después de la expansidn
se depositan en el banco celular interno de Roche en Penz-
berg. Se cultiva la linea celular tumoral de forma habitual
en medio RPMI 1640 (PAA, Laboratories, Austria) suplementado
con un 10% de suero fetal bovino (PAA Laboratories, Austria)
y 2 mM L-glutamina, a 37°C en una atmdésfera saturada de agua
con un 5% de CO,. Se emplea el pasaje 3 para el trasplante.

Animales:

Los ratones SCID hembras de color beige (obtenidos de
Charles River, Alemania) se mantienen en condiciones
especificas, libres de patdgenos, con ciclos diarios de 12 h
de 1luz/12 h de oscuridad, con arreglo a directivas convenidas
(GV-Solas; Felasa; TierschG). Se revisa el protocolo de estu-
dio experimental y se somete a la aprobacidén del gobierno
local. Después de la recepcidén, los animales se mantienen en
la zona de cuarentena de la instalacidén animal durante una
semana, para dque se vayan acostumbrando al entorno y para
someterlos a observacidén. Se efectlia un seguimiento continuo
de su estado de salud sobre una base regular. Se les facilita

pienso (Provimi Kliba 3337) y agua (acidificada a pH 2,5-3) a
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placer. En el momento de iniciar el estudio, 1los ratones
tienen una edad aproximada de 10 semanas.

Inyeccidén de células tumorales:

El dia de la inyeccidn se recogen las células tumorales
(tripsina-EDTA) de los frascos de cultivo (Greiner) vy se
transfieren a 50 ml de medio de cultivo, se lavan una vez y
se suspenden de nuevo en PBS. Después de un paso adicional de
lavado con PBS y filtracidédn (tamiz celular, Falcon, @ = 100
um) , se ajusta la concentracién celular final a 2,5 x 10'/ml.
Se mezcla cuidadosamente la suspensidédn de células tumorales
con una pipeta de transferencia para evitar la agregacidn
celular. Se realiza la anestesia empleando una unidad inha-
lativa de Stephen para animales pequefios con camara de pre-
incubacién (plexiglas), mascara inhaladora individual para
ratones (silicona) y el compuesto de anestesia isoflurano no
inflamable ni explosivo (cp-pharma) en un sistema cerrado de
circulacidén. Dos dias antes de la inyeccidn se afeita el
pelaje de los animales y para la inyeccidn se levanta
cuidadosamente la piel de los animales anestesiados con un
férceps anatdémico y se inyectan por via subcutanea 100 pl de
suspensién celular (= 2,5 x 10° células) en el flanco derecho
de los animales. Se hace el seguimiento del crecimiento de
los tumores primarios (datos no presentados).

Seguimiento de tumores secundarios p.ej. en el pulmdn
por cuantificacién de las secuencias Alu humanas

Al término del estudio (dia 103) se extraen los pulmo-
nes de los animales de todos los grupos. Resumiendo, se

transfieren inmediatamente las muestras a nitrdégeno liquido.
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En un paso posterior se aisla el DNA total de las muestras
con un instrumento MagNA Pure LC con arreglo a las
instrucciones del fabricante. Se eligen cebadores especificos
Alu humanos para la amplificacidén selectiva de las secuencias
Alu por PCR cuantitativa (instrumento LightCycler) (T.
Schneider y col., Clin. Exp. Metas. 19, 571-582, 2002).

Tratamiento de los animales

Se inicia el tratamiento de los animales con avastina
(10 mg/kg i.p. una vez por semana) 14 dias después del tras-
plantes de las células (estudio Ang2 PZ Colo205 008) en un
volumen tumoral promedio de 340 mm’. Pasadas 7 semanas se di-
viden los ratones aleatoriamente en grupos para el posterior
tratamiento secundarios, que se inicia el dia 51 con 1los
compuestos que figuran en la siguiente tabla.

Tratamiento secundario, que se inicia el dia 51 del

estudio AngZ PZ Colo205 008.

n° de dosis via/modo de n° de dosis acumulada
grupo ) compuesto o . )
animales (mg/kg) administracién tratamientos (mg/kg)
1 10 avastina 10 mg/kg | i.p. una vez por semana 11 110
) 10 LCO6 + 10 mg/kg | i.p. una vez por semana 6 60
avastina 10 mg/kg | i.p. una vez por semana 11 110
3 10 LCO06 10 mg/kg | i.p. una vez por semana 6 60

En la tabla siguiente se recogen los resultados de la
prevencién de metédstasis/tumores secundarios (en el pulmdn),
que se representan en la figura 9A

Tabla 1

La cuantificacidédn del DNA ALU humano en los pulmones de
ratones que originalmente llevaban tumores Colo205 primarios,

después del tratamiento con diferentes anticuerpos
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avastina avastina + Ang2i-LC06 Ang2i_LCO06
101 0,0264 201 0,0042 301 0,0047
102 5,6740 202 0,0044 302 0,0055
103 0,0307 203 0,0065 303 0,0050
104 0,0203 204 0,0081 304 0,0064
105 0,0215 205 0,0063 305 0,0062
106 0,0338 206 0,0061 306 0,0066
107 0,0075 207 0,0053 307 0,0250
108 0,0113 208 0,0506 308 0,0062
109 0,0087 209 0,0065 309 0,0067
110 0,0587 210 0,0160 310 0,0064
media 0,5893 0,0114 0,0079
mediana 0,0240 0,0064 0,0063

Los resultados indican una prevencidn notablemente me-
jorada de los tumores secundarios/metdstasis cuando se compa-
ra el ANG2i-LCO06 con la avastina.

b) Prevencién de la metédstasis/tumores secundarios en
ratones a los gque se ha sometido a un injerto ajeno de tu-
mores KPL-4 primarios

Linea celular tumoral

Se ha definido la linea celular KPL-4 de céncer de mama
humano (células que el catedratico Prof. Kurebayashi nos ha
cedido amablemente) a partir de la efusidén pleural maligna de
una paciente de cancer de mama con metdstasis inflamatoria
cutédnea. Las células tumorales se cultivan del modo habitual
en medio DMEM (PAN Biotech, Alemania) suplementado con un 10%

de suero fetal bovino (PAN Biotech, Alemania) y 2 mM L-
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glutamina (PAN Biotech, Alemania) a 37 °C en una atmdsfera
saturada de agua con un 5 % de CO2. Se realiza el pasaje de
cultivo dividiéndolo tres veces/semana con tripsina/EDTA 1x
(PAN) .

Ratones

Después de su recepcidn, se mantienen los ratones SCID
hembras de color beige (adquiridos a Charles River, Sulzfeld,
Alemania) en la zona de cuarentena de la instalacidén animal
durante una semana, para que se vayan acostumbrando al en-
torno vy para someterlos a observacidén. Se efectia un
seguimiento continuo de su estado de salud. Se mantienen los
ratones en condiciones SPF con arreglo a directivas interna-
cionales (GV-Solas; Felasa; TierschG) con ciclos diarios de
12 h de 1luz/12 h de oscuridad. Se 1les facilita pienso
(Provimi Kliba 3337) y agua (filtrada) a placer. Se revisa el
protocolo de estudio experimental y se somete a la aprobacidn
del gobierno local (gobierno de Baviera Superior; n° de
registro: 211.2531.2-22/2003).

Inyeccidén de células tumorales

El dia de la inyeccidn se recogen las células tumorales
(tripsina-EDTA) de los frascos de cultivo (Greiner TriFlask)
y se transfieren a 50 ml de medio de cultivo, se lavan una
vez y se suspenden de nuevo en PBS. Después de un paso
adicional de lavado con PBS y filtracién (tamiz celular,
Falcon, @ = 100 pm), se ajusta la concentracidén celular final
a 1,5 x 10%°/ml. Se mezcla cuidadosamente la suspensidén de
células tumorales con una pipeta de transferencia para evitar

la agregacién celular. Se realiza la anestesia empleando una



10

15

20

25

_86_

unidad 1inhalativa de Stephen para animales pequefios con
camara de ©preincubacidén (plexigléds), mascara 1inhaladora
individual ©para ratones (silicona) y el compuesto de
anestesia isoflurano no inflamable ni explosivo (Pharmacia-
Upjohn, Alemania) en un sistema cerrado de circulacidén. Dos
dias antes de 1la inyeccidén se afeita el pelaje de 1los
animales. Para la inyeccidén i.m.f.p. se inyectan las células
por via ortotdépica en un volumen de 20 pl en el pentltimo
colchén graso mamario inguinal derecho de cada ratdn aneste-
siado. Para la implantacidén ortotdpica, se inyecta la sus-
pensidén celular a través de la piel debajo de la tetilla
empleando una Jjeringuilla microlitro Hamilton y una aguja
30Gx1/2”. Se hace el seguimiento del crecimiento de 1los
tumores primarios (datos no presentados).

Seguimiento de 1los tumores secundarios p.ej. en el
pulmdédn por cuantificacidédn de las secuencias Alu humanas

Al término del estudio (dia 103) se extraen los pulmo-
nes de los animales de todos los grupos. Resumiendo, se
transfieren inmediatamente las muestras a nitrdgeno liquido.
En un paso posterior se aisla el DNA total de las muestras
con un instrumento MagNA Pure LC con arreglo a las instruc-
ciones del fabricante. Se eligen cebadores especificos Alu
humanos para la amplificacidén selectiva de las secuencias Alu
por PCR cuantitativa (instrumento LightCycler) (T. Schneider
y col., Clin. Exp. Metas. 19, 571-582, 2002).

Tratamiento de los animales

Se inicia el tratamiento de los animales 35 dias

después del trasplante de las células en un volumen tumoral
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. Los compuestos y el régimen de dosi-

ficacidén figuran en la siguiente tabla.

n° de dosis via/modo de n° de trata- | dosis acumulada
grupo ) compuesto o . .
animales (mg/kg) administracion mientos (mg/kg)

4 10 vehiculo i.p. dos veces por semana 5

5 10 Xolair 10 i.p. dos veces por semana 5 50
6 10 Ang2i_LCO06 10 i.p. una vez por semana 4 40
7 10 Ang2i_LCO07 10 i.p. una vez por semana 4 40
8 10 Ang2k_LCO08 10 i.p. una vez por semana 4 40

prevencién de metdstasis/tumores secundarios

En la tabla siguiente se recogen los resultados de la

que se representan en la figura 9B

Tabla

2

(en el pulmbn),

Cuantificacién del DNA ALU humano en los pulmones de

ratones que originalmente llevaban tumores KPL4 primarios,

después del tratamiento con diferentes anticuerpos

vehiculo Xolair Ang2i_LC06 | Ang2i_LCO7 Ang2i_LCO08
101 | 0,0098 | 201 | 0,0157 401 |0,0273 | 501 | 0,0069
102 | 0,0090 | 202 |0,0516 | 302 |0,0076 |402 |0,0060 |502 |0,0261
103 | 0,0119 | 203 |0,0108 | 303 | 0,0413 | 403 |0,0046 |503 | 0,0067
104 | 0,0405 | 204 |0,0148 | 304 | 0,0042 |404 |0,0164 |504 |0,0044
205 | 0,0020 |305 |0,0041 |405 |0,0040 |505 |0,0039

106 | 0,0381 | 206 |0,0340 | 306 | 0,0093 |406 |0,0044 |506 |0,0051
107 |0,0281 | 207 |0,0141 | 307 |0,0038 |407 |0,0060 |507 |0,0037
208 | 0,0422 | 308 | 0,0044 |408 |0,0174 |508 |0,0037

109 |0,0121 | 209 |0,0227 |309 |0,0036 |409 |0,0314 |509 |0,0051
110 | 0,0143 | 210 |0,0383 | 310 | 0,0094 |410 |0,0083 |540 |0,0200
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mediana | 0,0132 0,0192 0,0044 0,0072 0,0051

media | 0,0205 0,0246 0,0098 0,0126 0,0086

Los resultados indican una prevencidédn muy eficaz de
tumores secundarios/metéastasis empleando el ANG2i-LCOG6,
ANG2i-LC0O07 o ANG2k-LCO08.

Ejemplo 9

Efectos en el tratamiento de retinopatia

Métodos

Se crian cachorros de C57/Bl6 en diques de cobijo CD1 vy
se exponen a un 75% de oxigeno desde el P7 al P12 (céamara con
control de oxigeno PRO-0OX 110, Biospherix Ltd., Redfield,
NY), lo cual induce la obliteracidén wvascular y el cese de los
capilares en el centro de la retina. Se colocan los cachorros
y los diques de cobijo en aire normal, lo cual produce una
hipoxia relativa y la induccidédn de la neovascularizacidn. EI
dia P13 se anestesian los cachorros con isofluorano (5 % para
la induccidén, 3 % para el mantenimiento, combinado con un 1,5
% de oxigeno), se exponen los 0jos y se realizan inyecciones
intraoculares de 1 pl empleando una Jjeringuilla Nanofil
provista de una aguja de calibre 35 (WPI, Sarasota, FL) en el
ojo izqgquierdo. El1 dia Pl7, se diseccionan ambos ojos, se
fijan sobre paraformaldehido del 4 % a 4°C durante 4 h y se
diseccionan las retinas. Se permeabilizan las retinas en PBS
que contiene un 0,5 % de Triton X-100 y 1 % de albuimina de
suero bovino, se tifien con 20 pg/ml de isolectina B4 bioti-

nilada (Sigma Aldrich, Gillingham, UK) en PBS, de pH 6,8, 1%

Triton-X100, 0,1 mM CaCl,, 0,1 mM MgCl,, y después con 20
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pg/ml de ALEXA 488-estreptavidina (Molecular Probes, Eugene,
OR) vy se montan planas en el Vectashield (Vector Labora-
tories, Burlingame, CA). Se analizan por la imagen las reti-
nas empleando un microscopio de epifluorescencia Nikon de 4x
aumentos. Se realiza la cuantificacidén de las =zonas neovas-
culares e isquémicas en modo ciego empleando el Photoshop CS3
junto con Image J (NIH) y se expresan en forma de porcentaje
de la superficie total de la retina (= normal + isquémica +
neovascular) .

Resultados

En la figura 10A se muestran retinas representativas
montadas planas, cuya vasculatura retinal se visualiza por
tincién con isolectina. Las zonas isquémicas del centro
inducen la neovascularizacidén y la regneracidédn de vasos reti-
nales por regulacidédn creciente de los inductores angio-
génicos. El1 frente neovascular es hiperproliferativo, lo cual
conduce a vasos tortuosos de un modelo vascular irregular. La
mayor parte de las zonas externas contienen los vasos norma-
les no afectados. La cuantificacién de los montajes planos de
la retina indican gque la inhibicién del VEGFE con avastina
reduce la neovascularizaciédn retinal (ver figura 10B, del
36,7+1,8% sin inyectar al 22,4%3,0% inyectado), como era de
esperar. La inhibicién de la Ang2 empleando anticuerpos LCO6
o LCO8 conduce también a una reduccidén de la neovascula-
rizacién (del 31,5%1,1% al 18,8%x1,3% y del 34,0%£3,1% al
25,413,4%). La inyeccidén de control empleando la IgG humana
no tiene efecto en la neovascularizacién (ver figura 10B, del

38,3%1,1% al 38,3%0,8%).
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DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES
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Traspaso

Yo/Nosotros, el suscrito(s)

Ulrich Brinkmann, biélogo, ciudadana aleman
Feichtlstrasse 12

D-82362 Weilheim, Alemania

Klaus Kaluza, bidlogo, ciudadano aleman
Hochfeldanger 3

D-83670 Bad Heilbrunn, Alemania

Christian Klein, bioquimico, ciudadano aleman
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Joerg Thomas Regula, quimico, ciudadano aleman
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D-80639 Muenchen Alemania

Werner Scheuer, bioquimico, ciudadano aleman
Primelstrale 3

D-82377 Penzberg, Alemania

CEDENTE(S), por el presente declaro que soy/somos el inventor(es)

unico/conjunto de la invencién llamada:

{JLLCCO: 288691.DOC v.1)



Anticuerpos contra la angiopoyetina 2 humana

para la cual la primera solicitud(es) se presentd asi:

Pais Fecha de presentacion  No. Serial
25688 EP  16.12.2008 08021835.7

y que por una causa contractual adecuada, el recibo y suficiencia de lo cual se
reconoce por el presente, yo/nosotros hemos vendido, cedido y transferido todos

los derechos vy titulo a y de dicha invencién y de dicha solicitud(es) en todos los
paises del mundo al CESIONARIO:

F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel (Suiza)

Este traspaso es para, pero no se limita a, los siguientes paises:

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chile, Colombia, Republica
Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda, Israel,
ltalia, Japon, Kazakhstan, Corea, Luxemburgo, México, Mdnaco, Holanda, Nueva
Zelanda, Noruega, Pakistan, Republica Popular China, Filipinas, Polonia, Portugal,
Rusia, Arabia Saudita, Sur Africa, Espafa, Suecia, Suiza, Taiwan, Turquia, Reino

Unido de la Gran Bretaria e Irlanda del Norte, Ucrania, Uruguay, EE.UU.,
Venezuela.

En virtud de esta cesion dicho CESIONARIO tiene pleno poder para solicitar y

obtener en su propio nombre o en cualquier otro nombre y para sus propios fines
y cuenta PATENTE DE INVENCION en todo el mundo, especialmente en los

{JLLCCO: 288691.00C v.1)2



paises anteriormente nombrados, y a reivindicar el derecho de prioridad de la

primera solicitud(es) presentada en el pais (paises) anteriormente nombrado de

acuerdo con las convenciones internacionales.

Se requiere legalizacion

Firmado en Penzberg, Alemania

el

(firma: ilegible) Ulrich Brinkmann 28 de julio de 2009
(firma: ilegible) Klaus Kaluza 18 de agosto de 2009
(firma: ilegible) Christian Klein 28 de julio de 2009
(firma: ilegible) Joerg Thomas Regula 31 de julio de 2009
(firma: ilegible) Werner Scheuer 31 de julio de 2009

{JLLCCO: 288691 DOC v.1}3



Expediente-No. R 1125/ 2009
del 28 de julio de 2009 / ms

Por el presente certifico que el documento adjunto y sellado al presente fue
firmado hoy en mi presencia por

a) Sr. Dr. Ulrich Brinkmann, nacido el 21.02.1961, residente en Fechtlstr. 12,

82362, Weilheim, identificado con su tarjeta de identidad de Alemania,

b) Sr. Dr. Christian Klein, nacido el 14.07.1972, residente en Moranenweg 5,

82393, Iffeldorf, Weilheim, identificado con su tarjeta de identidad de
Alemania,

Penzberg, 28 de julio de 2009

Sello
(firma: ilegible)
Dr. Manfred Reisnecker,

Notario en Weilheim i. OB, Republica Federal de Alemania

(JLLCCO: 288691.D0C v.1)4

/)



Expediente-No. R 1152 / 2009
del 31 de julio de 2009 / ms

Por el presente certifico que el documento adjunto y sellado al presente fue
firmado hoy en mi presencia por

Sr. Dr. J6rg Thomas Regula, nacido el 05.04.1971, residente en Lierstr. 15, 80639
Minchen identificado con su tarjeta de identidad de Alemania,

Sr. Dr. Werner Vitus Scheuer, nacido el 10.11.1950, residente en Primelstr. 3,

82377 Penzberg, identificado con su tarjeta de identidad de Alemania.
Penzberg, 31 de julio de 2009

Sello

(firma: ilegible)
Dr. Manfred Reisnecker,

Notario en Weilheim i. OB, Republica Federal de Alemania
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Expediente-No. R 1309 / 2009
del 18 de agosto de 2009 / i

Por el presente certifico que el documento adjunto y sellado al presente fue
firmado hoy en mi presencia por

Sr. Dr. Klaus Kaluza, nacido el 10.07.1954, residente en Hochfeldanger 3, 83670
Bad Heilbrunn, identificado con su tarjeta de identidad de Alemania,

Penzberg, 18 de agosto de 2009

Sello

(firma: ilegible)
Dr. Manfred Reisnecker,

Notario en Weilheim i. OB, Republica Federal de Alemania

{JLLCCO: 288691.D0C v.1}6
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Colombia Caso 25688

DECLARACION

Yo, Dr. Christoph Nertz, Notario Publico de Basilea / Suiza, por el presente

declaro que esta es una copia fiel del documento original que me ha presentado
F. Hoffmann-La Roche AG

Basilea/Suiza, este dia 6 (seis) de noviembre de 2009 (dos mil nueve)

Oblea Notarial

BV 268/2009 (firma: llegible)

(JLLCCO: 288691 DOC v.1} 7



APOSTILLA
(Convencioén de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Suiza
Este documento oficial
2. ha sido firmado por (ilegible)

actuando como Notario Publico

4. lleva el sello/estampilla del anterior nombrado
Certificado
a. en Basilea, Suiza 6. el 9 de noviembre de 2009
7. por la Cancilleria de Estado del Canton de la Ciudad de Basilea
8. No. 7706 15155
9. Sello/Estampilla 10.  Firma: (ilegible)

Helena Schaffner

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 23 de mayo de 2011,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,
Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.
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AU LSV

Assignment

Beglaubigte Kopie

I/WE, the undersigned

Ulrich Brinkmann, biologist, a Ge;man citizen
Feichtlstrasse 12

D-82362 Weilheim, Germany

Klaus Kaluza, biologist, a German citizen
Hochfeldanger 3

D-83670 Bad Heilbrunn, Germany

Christian Klein, biochemist, a German citizen

s e Chruezacherweg 41, CH-8906 Bonstetten, Switzerland

Joerg Thomas Regula, chemist, a German citizen

Lierstrasse 15
D-80639 Muenchen, Germany

Werner Scheuer, biochemist, a German citizen

Primelstrafle 3
D-82377 Penzberg, Germany

ASSIGNOR(S), herewith declare that I am/we are the sole/joint inventor(s) of the invention entitled:

Antibodies against human Angiopoietin 2

‘or which the first application(s) was (were) filed as follows:

“ountry Filing date Serial No.

5688 EP 16.12.2008 08021835.7

nd that for good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, I/WE have

old, assigned and transferred all rights and title to and from the said invention and from the said application(s) in all
ountries of the world to the ASSIGNEE:

F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel(Switzerland)

he present assignment is for, but is not limited to the following countries:

rgentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Colombia, Czech Republic, Denmark, Finland, France,
ermany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Kazakhstan, Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco,
letherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Saudi

rabia, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain and Northern
eland, Ukraine, Uruguay, U.S.A., Venezuela.

y virtue of this assignment the said ASSIGNEE is fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
ther name and for their own purposes and account LETTERS PATENT in the whole world, especially in the above-

amed countries, and to claim therefor the right of priority of the first filed application(s) in the above-named country
‘ountries) in accordance with international conventions.

Notarization required




Signed at

Penzberg, Germany

Ulrich Brinkmann

Klaus Kaluza

Christian Klein

Joerg Thomas Regula

Werner Scheuer

July 28, 2009

August 18, 2009

July 28, 2009

July 31, 2009

July 31, 2009



File-No. R_1125/2009
of July 28,2009 / ms

I hereby certify that the document affixed and sealed hereto was signed today in my

presence by

a) Mzt Dr. Ulrich Brinkmann, born on 21.02.1961, residing at Fechtlstr. 12, 82362
Weilheim, identified by his German identity catd,

b) Mz Dr. Christian Klein, bomn on 14.07.1971, residing at Morinenweg 5, 82393
[ffeldorf, identified by his German identity card.

Penzberg, July 28, 2009 S

|

: Dr. Manired Reisnecker,

Notary in Weilheim i. OB, Federal Republic of Germany
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File-No. R_1152/2009
of July 31, 2009 / ms

I hereby certify that the document affixed and sealed hereto was signed today in my

presence by

Mr. Dr. Jorg Thomas Regula, born on 05.04.1971, residing at Lierstr. 15, 80639
Munchen, identified by his German identity card,

Mz. Dr. Werner Vitus Scheuer, born on 10.11.1950, residing at Primelstr. 3, 82377
Penzberg, identified by his German identity card.

Penzberg, July 31, 2009 ey 7

Dﬁﬂmfx g\f{eisnecker,
Notary in Weilheim i. OB_/ Federal Republic of Germany
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File-No. R 1309 2009
of August 18,2009 /1

I hereby certify that the document affixed and sealed heteto was signed today in my

presence by

Mt. Dr. Klaus Kaluza, born on 10.07.1954, residing at Hochfeldanger 3,
83670 Bad Heilbrunn, identified by his German identity card.

Penzberg, August 18, 2009
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Colombia Case 25688

DECLARATION

|, Dr. Christoph Nertz, Notary public of Basel / Switzerland, herewith declare, that this
is a true copy of the original document which has been presented to me by

F. Hoffmann-La Roche AG.

B a s e | (Switzerland), this 6" (sixth) day of November 2009 (two thousand and nine).

N ¢ L\L K . -

BV 268/2009

APOSTILLE
(Hague Convention of October 5, 1961)
1. Country: Switzerland (Schweiz/ Suissc)
This official document
2, iy signed by

Certified =9, Nov. 2043
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TRADUCCION OFICIAL No. 2011-05-23-343
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Caso 25688
Traspaso

Nosotros, los suscritos

Remko Albert Griep, Lider de Grupo Expresion y Purificacion de Proteinas,
ciudadana holandés

Odalsveien 31B
N-3470 Slemmestad, Noruega

Anita Kavlie, cientifica principal, ciudadana noruega
Stromsborgveien 39H
N-0287 Oslo, Noruega

CEDENTE(S), por el presente declaro que somos inventor(es) conjunto de la
invencion llamada:

Anticuerpos contra la angiopoyetina 2 humana

para la cual la primera solicitud(es) se presento asi:

Pais Fecha de presentacion No. Serial
25688 EP  16.12.2008 08021835.7

y que por una causa contractual adecuada, el recibo y suficiencia de lo cual se

reconoce por el presente, yo/nosotros hemos vendido, cedido y transferido todos

(JLLCCO: 288705.DOC v.1)



los derechos vy titulo a y de dicha invencién y de dicha solicitud(es) en todos los
paises del mundo al CESIONARIO:

F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel (Suiza)

Este traspaso es para, pero no se limita a, los siguientes paises:

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chile, Colombia, Republica
Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda, Israel,
ltalia, Japdn, Kazakhstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Holanda, Nueva
Zelanda, Noruega, Pakistan, Republica Popular China, Filipinas, Polonia, Portugal,
Rusia, Arabia Saudita, Sur Africa, Espafia, Suecia, Suiza, Taiwan, Turquia, Reino

Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte, Ucrania, Uruguay, EE.UU.,
Venezuela.

En virtud de esta cesion dicho CESIONARIO tiene pleno poder para solicitar y
obtener en su propio nombre o en cualquier otro nombre y para sus propios fines
y cuenta PATENTE DE INVENCION en todo el mundo, especialmente en los
paises anteriormente nombrados, y a reivindicar el derecho de prioridad de la

primera solicitud(es) presentada en el pais (paises) anteriormente nombrado de
acuerdo con las convenciones internacionales.

Se requiere legalizacion

Firmado en

=

{JLLCCO: 288705.D0C v.1)2



(firma: ilegible) Remko Albert Griep
(firma: ilegible) Anita Kavlie

El suscrito Notario Publico por el presente certifica que Remko Albert Griep y Anita

Kavlie firmaron este documento en mi presencia.

Por favor observe que la confirmaciéon aplica a las firmas Unicamente, no a los
contenidos del documento.

Oslo byfogdembete, 19 de agosto de 2009
(firma: ilegible)

Pal Davidsen-Homdrom

Farstekonsulent
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Colombia Caso 25688
DECLARACION

Yo, Dr. Christoph Nertz, Notario Publico de Basilea / Suiza, por el presente

declaro que esta es una copia fiel del documento original que me ha presentado
F. Hoffmann-La Roche AG

Basilea/Suiza, este dia 6 (seis) de noviembre de 2009 (dos mil nueve)
Oblea Notarial

BV 270/2009 (firma: llegible)

APOSTILLA

(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Suiza

Este documento oficial
e ha sido firmado por (ilegible)

actuando como Notario Publico

4. lleva el sello/estampilla del anterior nombrado
Certificado
5. en Basilea, Suiza 6. el 9 de noviembre de 2009
7. por la Cancilleria de Estado del Canton de la Ciudad de Basilea
8. No. 7704 / 15153
9. Sello/Estampilla 10.  Firma: (ilegible)

Helena Schaffner
Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 23 de mayo de 2011,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,
Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.
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Case 25688

Assignment

Beglaubigte Kopie

Remko Albert Griep, Group Leader Protein Expression and Purification, a Dutch citizen
Odalsveien 31B

N-3470 Slemmestad, Norway

Anita Kavlie, principal scientist, a Norwegian citizen
Stromsborgveien 39H
N-0287 Oslo, Norway

ASSIGNOR(S), herewith declare that we are joint inventor(s) of the invention entitled:

Antibodies against human Angiopoietin 2

for which the first application(s) was (were) filed as follows:

Country Filing date Serial No.

25688 EP 16.12.2008 08021835.7

and that for good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, I/WE have

sold, assigned and transferred all rights and title to and from the said invention and from the said application(s) in all
countries of the world to the ASSIGNEE:

Affitech Research AS
Gaustadalléen 21
N-0349 Oslo (Norway)
Org. no.: NO 976 567900

The present assignment is for, but is not limited to the following countries:

Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Colombia, Czech Republic, Denmark, Finland, France,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, ltaly, Japan, Kazakhstan, Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Saudi

Arabia, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain and Northern
Ireland, Ukraine, Uruguay, U.S.A., Venezuela.

By virtue of this assignment the said ASSIGNEE is fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
other name and for their own purposes and account LETTERS PATENT in the whole world, especially in the above-

named countries, and to claim therefore the right of priority of the first filed application(s) in the above-named country
(countries) in accordance with international conventions.

Notarization required




;'/‘.
Signed at

on

@ a' /;? Z Remko Albert Griep

‘o
%];’)5/71 / M‘? Anita Kavlie




The undersigned Notary Public hereby certifies that Remko Albert Griep and Anita Kavlie signed this document

in my presence.
Please note that the confirmation applies to the signatures only, not to the contents of the document.

Osla byfogdembete, 19 August 2009
o

C Y Tl see— —_—
Notary Public
Pal Davidsen-Homdrom
farstekonsulent




Colombia Case 25688

DECLARATION

| Dr. Christoph Nertz, Notary public of Basel / Switzerland, herewith declare, that this
is a true copy of the original document which has been presented to me by

F. Hoffmann-La Roche AG.

B a s e | (Switzerland), this 6™ (sixth) day of November 2009 (two thousand and nine).
o . &/\ i \

BV 270/2009

APOSTILLE
(Hague Convention ol Oclober 5t 1961)

1. Country: Switzerland (Schweiz/ Suisse)

This official document
2. is signed by

. in Basel (Baley 6. on

. by Ll?ﬁunc Cludeery of the Canton of Bas
W (o Ty o

. Scal /stampy




TRADUCCION OFICIAL No. 2011-05-23-344
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Caso 25688
Traspaso

Nosotros, los suscritos

Affitech Research AS
Gaustadalléen 21
N-0349 Oslo, Noruega
Org. No. NO 976 567900

CEDENTE(S), por el presente declaro que somos el co-propietario de la invencion
llamada:

Anticuerpos contra la angiopoyetina 2 humana

para la cual la primera solicitud(es) se presento asi:

Pais Fecha de presentacion  No. Serial
25688 EP  16.12.2008 08021835.7

y que por una causa contractual adecuada, el recibo y suficiencia de lo cual se
reconoce por el presente, yo/nosotros hemos vendido, cedido y transferido todos

los derechos vy titulo a y de dicha invencion y de dicha solicitud(es) en todos los
paises del mundo al CESIONARIO:

{JLLCCO: 288867.DOC v.1}



F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel (Suiza)

Este traspaso es para, pero no se limita a, los siguientes paises:

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chile, Colombia, Republica
Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda, Israel,
Italia, Japon, Kazakhstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Holanda, Nueva
Zelanda, Noruega, Pakistan, Republica Popular China, Filipinas, Polonia, Portugal,
Rusia, Arabia Saudita, Sur Africa, Espafa, Suecia, Suiza, Taiwan, Turquia, Reino

Unido de la Gran Bretafa e lIrlanda del Norte, Ucrania, Uruguay, EE.UU.,
Venezuela.

En virtud de esta cesion dicho CESIONARIO tiene pleno poder para solicitar y
obtener en su propio nombre o en cualquier otro nombre y para sus propios fines
y cuenta PATENTE DE INVENCION en todo el mundo, especialmente en los
paises anteriormente nombrados, y a reivindicar el derecho de prioridad de la

primera solicitud(es) presentada en el pais (paises) anteriormente nombrado de
acuerdo con las convenciones internacionales.

Se requiere legalizacion

Firmado en

el

(firma: ilegible) Martin Welschof

Director Administrativo Affitech Research AS

{JLLCCO: 288867.DOC v.1}2



CERTIFICACION NOTARIAL

Yo, un Notario Publico residente en
por el presente certifico que Martin Welschof, nacido en

comparecié ante mi y firmé el documento anterior en mi presencia

Ademas certifico que me convencido a mi mismo inspeccionando los documentos
oficiales pertinentes que dicho Martin Welschof es apoderado general, tiene

facultad para firmar como representante(s) legal de Affitech Research AS.

Notario PUblico

Cesionario

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG
Grenzacherstrasse 124
CH-4070 Basel

Suiza
por el presente acepta el traspaso.

Basilea, Suiza, 1 de septiembre de 2009

(Lugar/Fecha)
Firma: (firma: ilegible) (firma: ilegible)
Antonio Natoli Dr. Peter Kueng

Titulares del poder

{JLLCCO: 288867.DOC v.1 )3



Colombia Caso 25688

DECLARACION
Yo, Dr. Christoph Nertz, Notario Publico de Basilea / Suiza, por el presente
declaro que esta es una copia fiel del documento original que me ha presentado
F. Hoffmann-La Roche AG

Basilea/Suiza, este dia 6 (seis) de noviembre de 2009 (dos mil nueve)

Oblea Notarial

BV 269/2009 (firma: llegible)

(JLLCCO: 288867.00C v.1}3
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APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pais: Suiza

Este documento oficial

ha sido firmado por (ilegible)

actuando como Notario Publico

lleva el sello/estampilla del anterior nombrado
Certificado

en Basilea, Suiza 6. el 9 de noviembre de 2009
por la Cancilleria de Estado del Cantdn de la Ciudad de Basilea
No. 7705/ 15154

Sello/Estampilla 10.  Firma: (ilegible)

Helena Schaffner

Traducido segtn mi mejor saber y entender, este dia 23 de mayo de 2011,

en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,
Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Reptiblica de Colombia.
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Case 25688

Assignment

Beglaubigte Kopie|

, the undersigned

Affitech Research AS
Gaustadalléen 21
N-0349 Oslo, Norway
Org. no. NO 976 567900

ASSIGNOR(S), herewith declare that we are the co-owner of the invention entitled:

Antibodies against human Angiopoietin 2

for which the first application(s) was (were) filed as follows:

Country Filing date Serial No.

25688 EP 16.12.2008 08021835.7

and that for good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, I/WE have
sold, assigned and transferred all rights and title to and from the said invention and from the said application(s) in all
countries of the world to the ASSIGNEE:

F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel (Switzerland)

The present assignment is for, but is not limited to the following countries:

Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Colombia, Czech Republic, Denmark, Finland, France,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Kazakhstan, Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Saudi

Arabia, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain and Northern
[reland, Ukraine, Uruguay, U.S.A., Venezuela.

By virtue of this assignment the said ASSIGNEE is fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
other name and for their own purposes and account LETTERS PATENT in the whole world, especially in the above-

named countries, and to claim therefore the right of priority of the first filed application(s) in the above-named country
(countries) in accordance with international conventions.

Notarization required



Signed at

on

//-ﬂ/%""« h %%L—Manm Welschof
4

Managing Director Affitech Research AS

NOTARIAL CERTIFICATION

[

a Notary Public residing at

do hereby certify that
Martin Welschof
Born

appeared before me and signed the foregoing
document in my presence

[ further certify that I have convinced myself by
inspecting the relevant official documents that the
said

Martin Welschof

Is general proxy holder

has (have) authority to sign as legal representative(s)
of

Affitech Research AS

Notary Public



Assignee

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG
Grenzacherstrasse 124

CH-4070 Basle

Switzerland

herewith accepts the assignment.

Basel, Switzerland, September 1, 2009
(Place/Date)

Signature: lr/ﬂ quni" It Q

Antonio Natoli Dr. Peter Kueng
Holders of procuration
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The undersigned Notary Public hereby certifies that Martin Welschof signed this document in my
presence, and that he is authorized to sign alone as per power of procuration on behalf of Affitech AS,
enterprise number 976567800, according to the Certificate of Registration from the Register of Business
Enterprises in Brenneysund, dated 19 August 2008,

O@og embete, 19 August 2009

(e —7— ey o ee———]
Notary Public /
Stein Erik Solberg /
farstekonsulent A
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Colombia Case 25688

DECLARATION

|, Dr. Christoph Nertz, Notary public of Basel / Switzerland, herewith declare, that this
is a true copy of the original document which has been presented to me by

F. Hoffmann-La Roche AG.

B a s e | (Switzerland), this 6" (sixth) day of November 2009 (two thousand and nine).

BV 269/2009
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